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INTRODUGAO

0 tratamento moderno da leucemia linfocitica aguda (LLA)

81 Atd 1940, o Raio

modificou a historia natural desta doenca

~ Il — - . - .
X e as transfusoes sanguineas eram as unicas medidas terapeuti
cas utilizadas e a sobrevida dos pacientes era, em média, de 2

a 4 meses 35.

0 estudo farmacologico de um gas venenoso chamado mostar
da nitrogenada utilizado durante a primeira guerra mundial e a
verificacao de que produzia aplasia de medula e severo comprome
timento do sistema linfoide, possibilitaram a introducao de pro

dutos quimicos no combate a neoplasia animal e humana 74, 107

No final da década de 40, Sidney Farber descreveu um an

tagonista do acido folico, a aminopterina, que induzia remissoes

temporarias da doenca em aproximadamente 50% dos pacientes 42.

Na década seguinte ja estavam em uso trés agentes quimio
terapicos no tratamento da LLA; o methotrexate, a 6-mercaptopu
rina e a prednisona e a sobrevida foi pro]ongada para 6 a 12 me
ses. Em 1960, dispunha-se da vincristina e da ciclofosfamida e
iniciou-se a utilizacao de agentes quimioterépicos de maneira
combinada, obtendo-se remissao da doenca em aproximadamente 80

a 90% dos pacientes



Mesmo com a utilizagao desses agentes na inducao da remis
$ao, verificou-se que ainda persistiam no organismo aproximada
mente 10° ceélulas Teucemicas, sendo deste modo necessaria a a
plicagao de medicagao quimioterapica adicional, o que foi reali

zada atraves de protocolos analisados sistematicamente 87.

Outra importante contribuigEo a curabilidade de LLA foi
a observagéo de que os pacientes mantidos em quimioterapiasisﬁg
mica em remissBes hematologicas prolongadas apresentavam,em mais
de 50% dos casos, recidiva da doenga em Srgéos nao-hematopoeti
cos e destes, o mais 1mportante, 0 sistema nervoso central (SNC)
50, 64, 102. Com a utilizacao da profilaxia com methotrexate
1ntrateca1 e radioterapia craniana, a recidiva da doencgas nesse

orgao diminuiu para aproximadamente 10% ].

Atualmente, 50% dos pacientes vivem dois anos sem mani
festacoes clinicas da LLA; dois tergos destes irao sobreviver

. . -~ . 51
mais de cinco anos, quando serao considerados curados .

Entretanto, mesmo com a inducao da remissao satisfatoria,
profi]axia precoce da doengca no SNC e manutengac da remissao,mui
tos pacientes apresentam recidiva da doenga precoce ou tardiamen
te 2. Estes pacientes constituem os desafios ainda nao solucio
nados pela estratégia do tratamento moderno.  Se a medicacao e

mantida constante, outras variaveis estao influenciando a res

posta do paciente e o resultado final do tratamento.

Est3a cada vez mais se tornando evidente que a LLA nao e uma
entidade clinica homogenea e este raciocinio esta baseado na diversi

ficacao da apresentacao clinica, achados morfologicos, citoquimi



cos, imunologicos, bioquimicos e citogenéticos 4, 8,17, 25, 44,

49, 98, 100, 114, 116, 126

Muitas tentativas estao sendo feitas para estratificacao

de grupos de pacientes com apresentacoes clinicas diferentes e

49, 120

correlagao destas manifestacoes com o prognostico Os

resu]tados tendem a apoiar o conceito que o prognostico do paci
ente com LLA depende diretamente da massa de tecido neoplasico
existente inicialmente. Pacientes com leucdocitos acima de 100.000
por microlitro (ul), visceromega]ia 1mportante e aumento acen

tuado e genera]izado dos linfonodos parecem apresentar pior prog

nostico ]20.

No entanto, outras manifestacoes clinicas que tambem es

tao correlacionadas com mau prognostico, parece nao depender da
massa de tecido neoplasico existente inicialmente e sim de algu
ma caracteristica biologica particular. As formas clinicas com

comprometimento inicial do SNC, massas tumorais em mediastino e

idade inferior a dois anos . parecem ter pior prognostico 2’]06.

Porém, & importante salientar-se que quando se observam series
de pacientes ja considerados curados, encontram-se muitos que a

presentaram inicialmente manifestacoes clinicas relacionadas com

- 12
mau prognostico z, 91, 1‘0.

A morfologia celular & apontada por alguns autores como

possuindo implicacoes prognosticas 1]J2’60. Pantazoupoulos &

100

Sinks estudaram 39 criancas com LLA e constataram que os pa

cientes com menns de 10% de células leucemicas medindo menos que

86

10 mm possuiam melhor prognostico. Mathe et al. classifica

ram as celulas leucemicas dos pacientes com LLA em cinco grupos:



microlinfoblastos, pro-linfocitos, macrolinfoblastos, pro-linfo
blastos e imunoblastos. Estes autores concluiram que, quando o
tipo de ceélula predominante era o microlinfoblasto, o prognasti
co era melhor, enquanto que, quando havia predominio dos imuno
blastos, o prognostico era pior. Lee et al. 79 estudaram uma
série de 92 pacientes com LLA e analisaram os seguintes parame
tros: granulos citop]asméticds, quantidade de citoplasma propor
cionalmente ao nlcleo, nucléolos, cromatina nuclear e vacuolos
citop]asmétiéos. Conc]uTram que, dos parametros analisados, a

presenca de nucleolos e a maior quantidade de citoplasma em re

lacao ao nucleo estavam relacionados com pior prognostico.

Métodos citoquimicos sao tambem empregados para a distin
cao dos subgrupos de LLA e sua correlagao com o prognostico. As-
coloracoes mais utilizadas sao o Sudan Negro a Peroxidase, Aci
do Perddico de Schieff (PAS), Fosfatase Acida (FA) e as Estera
ses. 0 Sudan Negro, a Peroxidase e a Esterase-c]oroacetado (EACA),
quando positivos, caracterizam um grupo de leucemias nao-linfo

29. 0 PAS, a FA e a

blasticas, com pior prognBStico que as LLA
Esterase nao-especifica (ENE) possuem utilidade no estudo das

LLA.

A correlagao da positividade do PAS com o prognostico do

paciente com LLA & contraditoria. Swan 14 Laurie 78 conclui

ram que altos escores do PAS implicavam em maior sobrevida dos

pacientes, porém Swan 115

, em outro estudo, analisando 80 casos
de LLA, nao observou nenhuma correlacao com a duragao da primei
ra remissao cu sobrevida em funcao da positividade do PAS. Em
bora os resultados destes traba]hos sejam conflitantes, admite-se

atualmente que altos escores do PAS correlacionam-sé comamaior



duracao da sobrevida, porém que a positividade do PAS isolada

mente nao pode ser considerada para 0 prognostico.

A reagao citoquimica que detecta a atividade da FA foi re

centemente introduzida no estudo da LLA 2]. Existem evidencias

de que a atividade da FA correlaciona-se com uma subpopulacgao

21, 22

de LLA de origem timica ', com reconhecido pior prognésti'

o 24, 38

0 emprego da reacao citoquimica que detecta a atividade
da ENE possui interesse para o estudo da LLA. Em alguns destes

casos, € a unica reagao citoquimica que pode distinguir a LLA

com héterogeneidade celular da leucemia monoblastica 24, alem

disso a atividade desta enzima foi detectada em subpopulacgao de

linfocitos 75.

Atualmente, alem do estudo da morfologia celular e das
reacoes citoquimicas, os investigadores estao classificando as
LLA com base em diferencas estruturais existentes na superficie

da membrana das celulas leucemicas 15, 17, 19, 30, 38, 44, 47,

63, 96, 97, 108, 118, 139
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SISTEMA IMUNE

A funcao principal do sistema imune & a protecao do orga
nismo contra proteinas estranhas, microorganismos e outras subs
tancias. 0 sistema imune e capaz de reconhecer e discriminar
substancias que sao proprias do organismo (self) das nao-pro
prias (not self) e, na maioria das vezes, € capaz de e]iminar

as substancias indesejaveis.

No organismo humano as células linfoides estao organizg
das em varios tecidos de complexidade estrutural variada. Na
maioria dos tecidos linfoides, os linfocitos estao suportados
por celulas e fibras reticulares com um arranjo tridimensional
37. Este arranjo complexo entre os linfocitos e as celulas re

ticulares facilita a interacao destas células com outras celulas

e particularmente com o antigeno.

Com o termo linfocito, sao designados tipos celulares se
melhantes do ponto de vista morfologico, porem com grande hete
rogeneidade funcional. Funcionalmente, os linfocitos humanos
s3ao classificados em trés grandes subgrupos: linfocitos B,linfo

citos T e linfocitos nao-T/nao-B 27, 32, 55, 58,65, 67, 68,104,

119, 129, 132



A -

LINFOCITOS B

0s linfocitos B originam-se na medula ossea e dife
remciam-se sob influencia de um orgao equivalente a Bursa de
Fabricius das ‘aves. Eles sao os precursores das celulas
plasmaticas, produtores de imunoglobulinas alem de serem os

responsaveis pela imunidade humoral 31, 99, 134

0 linfocito B mais primitivo que pode ser detectado
e chamado de linfdocito pré-B. Ele & encontrado primeiramen

te no figado fetal entre a 52 e 72 semana de gestacio 48 .

posteriormente na medula ossea 101

Este tipo de Tinfocito
sintetiza pequena quantidade de imunoglobulina M (IgM), que
e detectada apenas em seu citoplasma e apresenta na sua mem
brana antigenos de diferenciacao codificados ou nEb pelos
genes do sistema maior de histocompatibilidade dos loci D e

DR 3, 130.

0 préximo lTinfocito B a aparecer durante o desenvol
vimento fetal e caracterizado pela presenca de IgM na super
ficie da membrana. Na sequéncia da maturacao celular,o Tin
focito B adquire, na superficie da membrana, receptores pa
ra o complemento e para o segmento Fc da imunoglobulina G
36. Do ponto de vista funcional, os linfocitos B maturos di

ferenciam-se entre si constituindo classes de clones, as quais

se especializam na produgao das diferentes imunoglobulinas
48, 133

Em subpopulagdes de linfocitos B maturos e tambem em

1infocitos B em estagios precoces de desenvolvimento foram
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demonstrados receptores para eritrocitos de camundongo ]22.

Experimentos conjugados com a demonstracao da imunoglobuli
na de superficie por imunofluorescéncia (IgS) e formacao de
rosetas com eritrocitos de camundongo (MR) mostraram que es

tes receptores se encontram principalmente nos linfocitos B

produtores de IgM ou IgM mais IgD 56. A natureza deste re

ceptor para os eritrocitos de camundongo ainda nao foi deter

minada.

Alem disso, foram demonstrados receptores para o vi

rus de Epstain-Barr nos linfocitos B e em subpopulacgoes dos

66

linfocitos nao-T/nao-B Estes receptores nao sao encon

trados nos timocitos nem em outros linfocitos periféricos.

Antigenos associados aos linfocitos B (AALB) podem

135

ser detectados mediante o uso de anti-soros Estes an

ti-soros sao produzidos inoculando-se animais primatas ou

nao-primatas com celulas de pacientes com leucemia Tlinfoci

19, 105 111

tica cronica (LLC) , medula Ossea , célulasde ton

sila palatina 182 & c&lulas TinfoblastGides mantidas em cul

tura 70. Estes antigenos sao detectados em aproximadamente

18% dos linfocitos do sangue periféerico, em 30% dos linfoci

tos nao-T/nao-B e em 90% das celulas leucemicas com imunoglo

70, 142

bulina de superficie (IgS) Recentemente, foi carac

terizado um grupo de antigenos polimorficos nos linfocitosB,

13, 135

monocitos e celulas endoteliais Este antigeno foi

detectado tambem em outras celulas do organismo e, entre elas,

subpopulacoes de Tinfocitos T 26, 109

A expressividade des
te antigeno e controlada por genes relacionados aos 1loci D

e DR do complexo maior de histocompatibilidade. Este grupo
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de antigenos & distinto dos antigenos HLA A, B e C, que es
tao presentes em todas as c&lulas humanas, exceto nos eri
trocitos. Estes antfgenos sao considerados como equivalen
tes aos antigenos da resposta imune do camundongo (Ia) e,de

vido a isto, sao conhecidos como antigenos humanos Ta-Tike.

Ja foram descritos tamb&m antigenos de diferenciacao
especificos para os linfocitos B detectados mediante anti-
soros obtidos pela inoculagao em coelhos de linfocitos B de
macacos 3. Estes antigenos sao distintos dos descritos an
teriormente e estEo presentes nos linfocitos pré—B, Tinfoci

tos B perifericos e celulas plasmaticas e nao foram detecta

dos em outras populacoes de linfocitos do organismo.

1 3 - . - -
A seqbenc1a do desenvolvimento dos linfocitos B com

0os respectivos marcadores esta ilustrado na Figura 1.
CLINFOCITOS T

0s linfocitos T originam-se na medula O0ssea, diferen
ciam-se sob influencia do timo e sao responsaveis pela . imu

nidade celular 67.

Os progenitores dos linfocitos T, provenientes da me
dula ossea, comecam a popular o timo em torno da 82 semana
de gestacao 61 ps caracteristicas destes linfocitos pre-
timicos ainda nao estao bem determinadas, porém existem evi
déncias que eles ja possuem antigenos proprios na sua membra

110

na . Entre a 102 e a 142 semana de gestagao os linfoci

tos T adquirem receptores para eritrocitos de carneiro e pa
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CELULA PRE-B 8 CELULA
TRONCO PLASMATICA

ANTIGENO DE DIFERENCIACAO DE LINFOCITOS B
IMUNOGLOBULINA INTRA- CITOPLASMATICA
RECEPTOR PARA ERITROCITOS DE CAMUNDONGO
ANTIGENOS  "IA - LIKE"

IMUNOGLOBULINA DE SUPERFICIE

RECEPTOR PARA O SEGMENTO Fc DA IMUNOGLOBULINA

- > < O O m e

RECEPTOR PARA O COMPLEMENTO

FIGURA | : SEQUENCIA DO DESENVOLVIMENTO DOS LINFGCITOS B E SEUS 5
RESPECTIVOS MARCADORES (MODIFICADO DE GUPTA E GOOD) 3
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ra a fracao ativada do complemento 7, 61, 65

0s receptores
para os eritrocitos de carneiro ainda nao tiveram a sua na
tureza determinada, porem esta propriedade & atualmente acei
ta como o mais importante marcador para Tinfocitos T. Os re
ceptores para a fracao ativada do complemento (C3b e (3d)
surgem pouco antes dos receptores para eritrﬁcitos de car

neiro e persistem em subpopulacoes de linfocitos T matUros
7. Nesta ocasido, os linfdcitos T adquirem também a capa&i
dade para responder a mitogenos especificos e a células alp
genas ]23, Receptores para o segmento Fc das imunoglobuli
nas G e M aparecem na seqliencia do desenvolvimento dos Tin
focitos T. Foi demonstrado que os linfocitos T que possuem
receptores para a IgG secretam substancias que impedem a di
ferenciagﬁo das celulas B e os que possuem receptores para
a imunoglobulina M secretam substancias que irao auxiliar a

diferenciacao daquelas celulas 93, 94.

A evidencia da atividade de determinadas enzimas <c¢i
toplasmaticas tambem esta relacionada com as fases evoluti
vas dos linfocitos T. A enzima transferase-deoxinucleotidi]
termina] (TdT) foi inicialmente considerada marcador dos lin
focitos T que evoluem para os timocitos 4. Posteriormente,
foi notada a sua presenca em células leucemicas B e pré-B e
atualmente se sabe que o TdT nao & um marcador exclusivo das
células T pré-timicas, porém esta presente também em varias
Tinhagens hematopoeticas em estagios precoces do desenvolvi

mento 23» 116 4 demonstracao da atividade da ENE e aceita

- ~ . - - 141
como marcador das celulas da serie monocitos-macrofagos .
Recentemente, a atividade desta enzima foi demonstrada tan

to em linfocitos T perifericos como naqueles estimulados por
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75, 126

determinados mitogenos 0 padrao de coloracao dos

lTinfocitos T difere daquele exteriorizado pelos monocitos 7?

Finalmente, a atividade da FA demonstrada por citoquimica
com disposigao granular nas regioes paranucleares parece

ter especificidade para as neoplasias linfoproliferativasde

22, 23, 43

Linfocitos T Os linfocitos T maturos, entretan

to, apresentam diminuigao da atividade dessa enzima

Antigenos relacionados com os linfocitos T podem ser
detectados utilizando-se anti-soros. O0s anti-soros antilin
focitos T (AALT) sao preparados usando-se varios esquemas

de imunizacao e procedimentos de adsorgao. Os antigenos uti

lizados para a produgao de ALLT incluem timocitos fetais 92,

]]], linfoblastos ER positivos ]5, linfocitos periféricos de

pacientes portadores’de agamaglobulinemia ligada ao sexolg,

linfocitos T mantidos em cultura 70, linfocitos T periféri

40 18

cos purificados e homogeneizado de cerebro Os anti-

soros assim produzidos detectam 3 tipos principais de anti
genos de diferenciacao chamados de: antigeno associado aleu

cemia timica humana (AALTH), antigeno TH1 e antigeno TH2.

0 AALTH e produzido pela inoculacao de coelhos com
linfoblastos ER positivos. Apos adsorgoes apropriadas,este

anti-soro reage com celulas de pacientes com leucemia lin

foblastica do tipo T, timocitos, porém nao reage com 1infp

69

citos T perifericos A adsorgao deste anti-soro com ti

mocitos elimina a reacao do anti-soro para com estas celulas
mas nac interfere na reacao sobre as celulas leucemicas dos

pacientes com LLA do tipo T ]5.
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Os anti-soros que detctam os antigenos TH1 e TH2 sao
produzidos pela inoculagao de coelhos com Iinfacitos T peri

fericos altamente purificados 33

0 antigeno TH1 esta pre
sente em aproximadamente 90% dos timocitoes e 40 a 60% dos
linfocitos T periféricos. As células que possuem 0 THT dife
remciam-se das que nao possuem este antigeno pela sua capa
cidade de proliferar em resposta a células a]ﬁgenasem cultu
ra mista de linfocitos. Alem disso, estes linfocitos secrgb
tam substancias que inibem a migragao de leucocitos e a res
posta mutagenica a antigenos sollveis, bem como secretam fa
tores auxiliadores para a diferenciagao dos linfocitos 840.
0 antigeno TH2 & detectado em aproximadamente 20 a 30% dos
linfocitos T periféricos por um anti-soro preparado de manei
ra semelhante ao anti-THI, adsorvido com cglulas de pacien

tes com LLC 40.

Os linfocitos T que reagem com o anti-soro
TH2 respondem mal a estimu]aggo com antigenos ou células a
logenas. Alem disso, possuem atividade citotoxica em linfo
lise mediada por celulas e parecem ter atividade supressora
para as respostas celulares dos linfocitos T e B. 0Os 1info
citos que nao reagem comoanti-THZ respondem bem a estimula
gao com antigenos soluveis e parecem ter atividade estimula

dora para as respostas dos linfocitos T e B 40.

1PN . . . - .
A sequencia do desenvolvimento dos linfocitos T,com

os respectivos marcadores, esta ilustrado na Figura 2.
LINFOCITOS NAO-T/NAO-B

A terceira populacao de linfocitos conhecidos como

nao-T/nao-B nao possuem caracteristicas bem definidas 103.
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CELULA TRONCO PRE-T
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LINFOCITOS PERlFéRICOS

ANTIGENO DA LEUCEMIA TIMICA HUMANA (ALTH)
FOSFATASE ACIDA

RECEPTOR PARA COMPLEMENTO

TRANSFERASE DEOXINUCLEOTIDIL TERMINAL (TdT)
RECEPTOR PARA ERITROCITOS DE CARNEIRO
ANTIGENO DE DIFERENCIACAO (TH1)

ANTIGENO DE DIFERENCIACRO (TH2)

RECEPTOR PARA O SEGMENTO Fc¢ DA IMUNOGLOBULINA

ESTERASE O{-NAFTIL ACETATO

FIGURA 2 : SEQUENCIA DO DESENVOVIMENTO DOS LINFOCITOS T COM OS
RESPECTIVOS MARCADORES (ADAPTADO DE GUPTA E GOOD)

o
-
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Sabe-se que estas celulas apresentam receptores para 0 seg
mento Fc da imunoglobulina G, porem, ao contrario do que ocor
re com os linfocitos B, estes receptores apresentam grande

82. Foi também observado

afinidade por este segmento da IgG
que aproximadamente 30% das ceélulas nao-T/nao-B possuem 0s

antigenos codificados pelos genes dos loci D e DRoula-Tike
26

Na Tabela 1, estao resumidos os marcadores de super

ficie dos linfocitos T, B e nao-T/nao-B e timocitos.
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TABELA 1 - MARCADORES DE MEMBRANA DOS LINFOCITOS PERIFERICOS
T, B e NAO-T/NAO-B e TIMGCITOS.

CELULAS ER RC RFc IgS ALTH AALB  TH1  Ia-like
Linfocitos

T + - + - - -  -ou+ -

B - + + + - + - +
nao-T/nao-B -  +ou- + - - - - +ou -
Timocitos + tou- - - + - + -

ER = Roseta com eritrocitos de carneiro

RC = Receptor para o complemento

RFc = Receptor para o segmento Fc da imunog]obu]ina

IgS = Imunoglobulina de superficie

ALTH = Antigeno da leucemia timica humana

AALB = Antigeno de diferenciacao dos linfocitos B

TH1 = Antigeno de diferenciagao de Tlinfocitos T

Ia-like = Antigeno codificado por genes dos Loci D e DR
" - fuzs.::\‘m:

) N"n N

$yu~
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OBJETIVOS

O0s objetivos do nossc trabalho sao:

Estudar a incidencia, em nosso meio, dos
tipos de LLA mediante a utilizacio dos

marcadores imunoldogicos de membrana.

Correlacionar os marcadores imunologicos
de membrana com os achados citoquimicos
e morfologicos da celula leucemica e com
as manifestacoes clinicas dos pacientes

com LLA.

20
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A - CASUISTICA

1. Populacao de Referencia
Pacientes com diagnostico de LLA, com idade igual ou

inferior a 20 anos.

2. Populacao de Estudo
Quarenta pacientes de ambos os sexos,com diagnostico
clinico e laboratorial de LLA. O diagnostico Tabora
torial de LLA foi baseado no achado de mais de 25%

de ceélulas leucemicas no aspirado de medula Ossea.
2.1 Criterios para Exclusao dos Pacientes

2.1.1 Morfologia das celulas leucémicas compativeis com

leucemia nao-linfoblastica.

2.1.2 Positividade das celulas leucemicas as reagoes cito

quimicas do Sudan B, Peroxidase e EACA.
2.1.3 Medicacao citostatica préevia.

2.2 Critérios para a definicao dos grupos
Definiu-se como portador de LLA do tipo T o indivi
duo que apresentasse 20% ou mais de c@lulas leucemicas
formando ER ou 50% ou mais reagindo com o AALT. Como portador

de LLA do tipo B, todo paciente que apresentasse 20%
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ou mais de celulas leuceémicas com IgS e 50% ou mais
reagindo com o AALB. Como portador de LLA nao-T/nao-B,
o individuo que apresentasse menos de 20% das cé]g
las leucemicas ER e IgS positivas-e nao reagindo com

AALT.

A Tabela 2 descreve a distribuicao dos pacientes segundo

a idade, sexo e cor.

Todos os pacientes estudados, exceto tres, (casos n0s 12,

21 e 38) foram examinados pelo Autor.



TABELA 2 - IDADE, SEXO E COR DOS PACIENTES COM LLA

IDADE
NO SEXO COR
ANOS MESES
1 16 3 M B
2 6 4 M B
3 19 1 M B
4 17 6 M B
5 4 4 M B
6 19 7 M B
7 7 1 F B
8 3 2 M B
9 11 8 M P
10 3 3 M B
11 3 4 M B
12 20 10 M B
13 1 10 M B
14 - 2 F B
15 2 - F B
16 3 2 F B
17 9 8 M B
18 2 2 M B
19 3 6 F P
20 4 6 M P
21 - 3 F B
22 13 3 F B
23 3 8 M B
24 2 5 M B
25 2 2 M B
26 12 11 M B
27 16 - M B
28 0 1 M B
29 4 9 F B
30 14 10 M B
31 13 3 F B
32 10 2 M B
33 17 3 F B
34 1 3 F B
35 4 1 M B
36 4 3 F B
37 13 8 F B
38 10 1 F B
39 7 - F B
40 2 - F B

24
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B - MATERIAIS

1

.1

Reagentes e Solugoes

Solugao de Alselver modificada - 20,5 g de dextrose
anidra juntamente com 8,0 g de citrato de sodio 3H20
e 4,2 g de cloreto de sodio foram dissolvidos em agua
destilada e o volume foi completado a 1.000 mililitro
(ml). O pH foi acertado para 6,1 com acido citrico a
10%. A solucao foi posteriormente autoc]avada‘por 15

minutos a 1100C. Para cada ml da solugao foi adicio

nado 0,002 g de estreptomicina Squibb.

Gradiente de Ficoll-Hypaque - Lymphocyte Separation
Medium - Bionectic Laboratory Products - Kensington,

MD, USA.

Azul tripan 1% Trypan blue - K&K Laboratories, Inc.,

Plasmaview, New York, USA.

Meio de cultura - RPMI Medium 1.640 - Grand Island Bio

logical Company, Grand Island, New York, USA.
Zymosan - Sigma Chemical Company, St. Louis, USA.

Tampao barbital pH 7,4 - Barbitone Buffer Oxoide, Bar
bitone CFT 100 tablets - Consolidadet Laboratories,
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Inc., Chicago, I1lionois, USA. Dez comprimidos foram

dissolvidos em 1.000 m]l de agua destilada.

Anti-soros anti-imunoglobulinas humanas, monoespecifi
ca e total, conjugadas com fluoresceina - Meloy Labo

ratories, Inc., Springfield, Virginia, USA.

Salina - Solucao de cloreto de sodio a 0,85g%.

Heparina - Liquemine Roche - 5.000 UI de heparina por

ml.

Solugao de azul de metileno a 1% - 1 g de azulde meti
leno juntamente com 1 g de bicarbonato de sodio foram
dissolvidos em agua destilada e o volume completado pa

ra 100 ml.

Soro bovino fetal - GIBCO, Grand IsTand Biological Com

pany.

Soro AB adsorvido com eritrocitos de carneiro - Soro
AB de individuos adultos normais foi adsorvidocom eri
trocitos de carneiro na proporcao de 2 volumes de eri
trocitos para 1 volume de soro previamente inativado.
A mistura foi mantida 2 horas em banho-maria e 2 hg
ras a 40C. Centrifugou-se e separou-se o soro adsorvi

do. 0 soro foi estocado a =-200C em aliquotas de 0,1 ml.

Albumina bovina - Sigma Chemical Company,Albumin Stock

Solution - 4,5 g%.
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Solugao de azida sodica a 0,015%.

Citrato de sodio a 3,8%. Foi diluido na proporcio de

1 ml do citrato de sodio a 3,8% para 9 ml de salina.

Solucao adjuvante de Freund - GIBCO, Grand Island Bio

logical Company.

TRIS—NH4C] - Um volume de Tampao Tris pH 7,2 - 7,4em?9

volumes de NH,Cl.
Equipamentos

Centrifuga Alpha II - Instrumentos Cientificos Alpha

Ltda., Goiania, Brasil.

Microcentrifuga Eppendorf - Brinkmann Instruments West

bury, New York, USA.
Ultracentrifuga MOM 3.170 - Budapest, Hungria.

Placas de Terasaki-Microtest 3.034 - Falcon,Div. Becton

& Deckson, Co., Oxnard, Ca., USA.

Camara de Suta.

Pipetas Pasteur - Fisher Scientific Company Pitisburg,

USA.

Algodao de nylon - EI Dupont de Memours,Co.,Wilmington,
Del, USA. ‘



28

Banho-maria - Soc. Fabbe Ltda., Sao Paulo, Brasil.

Seringas de precisao de 5 ul e 1 ul Hamilton - Hamil

ton Company, Reno Nevada, USA.

Microscopio de- Imunofluorescéncia - Carl Zeiss.

Microscopio optico - American Optical Corporation -Buf

falo, New York, USA.

Contador automatico de células sanguineas - Marca Coul
ter Counter. Modelo D-2 nl; e Hemenoglobinometer - Coul

ter Electronics.

Coluna de nylon - 0,5 g de algodao de nylon lavado,es

covado e colocado em seringa plastica.
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Colheita do Material

0 material para os estudos morfologico, citoquimi
co e de marcadores de membrana foi obtido por phﬂ
cao medular em crista iliaca postero-superior. Em
dois pacientes (casos nQs 12 e 21), o material pa
ra os estudos foi obtido de sangue periférico; nes
tes dois pacientes existia mais de 60% de <celulas
leucemicas circulantes.

Linfocitos de individuos adultos sadios serviram

como controle.
Marcadores de Superficie de Linfocitos T

Obtengao de Celulas Leucemicas

Trés ml do aspirado de medula O0ssea ou sangue peri
fErico heparinizado 50 Unidades/ml (UI/m1) foram di
luidos em 10 m1 de RPMI 1.640 e passados atraves
de agulhas de calibre progressivamente menores até
a dissolucao de possiveis coagulos. Quando a conta
gem de plaquetas do sangue periférico foi maior que
20.000 ul, a suspensao foi passada em coluna de ny
lon. A seguir, a suspensao foi colocada em tubos
conicos contendo 3 ml de Ficoll-Hypaque e centrifu
gada a 800 g por 20 minutos. As celulas mononuclea

res da interface dos liquidos foram separadas com
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pipetas Pasteur e lavadas 3 vezes com RPMI 1.640.
Quando as células da interface estavam misturadas
com eritracitos, estes foram lisados com TRI&¢M401.
A suspensao final foi ajustada a ~concentracao de

2x10% celulas leucemicas por ml.

Determinacao das Celulas Leucemicas ER pela técni
ca de Mendes et a].89 modificada.

Meio mililitro de eritrocitos de carneiro foi lava
do 2 vezes com salina e 1 vez cbm tampao . barbital
e a concentracao foi ajustada para 0,5% com tampEd
barbital antes do uso. Um décido de mililitro des
ta suspensao de eritrocitos a 0,5% foi centrifuga
do a 200 g por 5 minutos e foi descartado o sobre
nadante. Aos eritrocitos foi adicionado 0,1 ml da
suspensao de células leucemicas e 0,1 m]l de soro
AB préviamente adsorvido com éritr6c1tos de carnei
ro. A mistura foi incubada a 379C por 30 minutos
e, a seguir, centrifugada a 200 g por 5 minutos e
um dos tubos incubadova 40C por 1 hora e o oltro

foi incubado por 18 horas. Do caso n? 30 em dian
r70r 16

te, um tubo foi também. incubado somente a 379C . A

seqguir foi adicionada, a cada tubo, 1 gota de azul
de metileno a 1% e o conteudo dos tubos foi cuida
dosamente misturado. por lentos movimentos de rota
cao até a homogeneizacao da mistura. A percentagem
de cé]u]aé leucémicas ER foi determinada em camara

hemocitométrica!. Foram contadas 200 celulas em ca
da amostra, por dois observadores. independentemen

te, e a média daS cohtagens foi anotada. Quando ha
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via discrepancia de mais de 5 cé]u]as entre ‘a de
terminagéo dos dois observadores, as contagens fo
ram repetidas. Foram consideradas celulas leucemi
cas ER as que possuissem 3 ou mais eritrocitos de
carneiro aderidos. Foram consideradas LLA ER-posi
tivas quando mais de 20% das celulas Jeucemicas a

presentassem ER em qualquer dos experimentos (Figu

ra 3).

Determinacao das Celulas Leucémicas ER pela sedimen
tagEd Gravitacional em Camara de Suta

Em O,I.m1 da suspenséo de ER foi acrescentado 0,1
ml de albumina bovina e a mistura foi sedimentada em cama
ra de Suta montada com papel-filtro Watman 41. A se
gquir, a lamina foi corada pelo May-Grinwald-Gimsa
e a morfologia das células ER foi verificada em mi
croscopia comum (Figura 3). Estas determinacoes fo
ram realizadas quando a contagem de células Teuce

micas ER foi igual ou superior a 20%.

Producao do Anti-soro Antilinfocitos T (AALT) pe

la Tecnica de Schlesinger & Galili m modificada.

Obtencao dos Timocitos

Timo de receém-nascidos neo-mortos foram obtidos em
condigoes de esterilidade e retalhados com tesoura
é pinca em meio RPMI 1.640. A seguir a suspensao
foi filtrada em gaze e 0s tim6citos.foram separg
dos por gradiente Ficoll-Hypaque estéril a 800 g

por 20 minutos. A_Seguir,'forém lavados 3 vezes
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com RPMI 1.640 e a concentracao foi ajustada para
10° timocitos por ml em salina estéril. A viabili

dade celular foi determinada pelo Azul tripan.

Imunizacao

DRI s W O S

Dois coelhos foram inoculados subcutaneamente nas

4 patas com 10° timdcitos viaveis emulsionados em

adjuvante de Freund, na proporcao de 10° timocitos

para 1 ml do adjuvante. A seguir,foram realizadas
- P e f"" AWIT L

3 inoculacoes de 10° timocitos endovenosamente com

intervalos de 7 dias entre uma inoculacao e outra.

No 289 dia apos a primeira inoculacao foi colhido

0 sangue e separado o soro:
Adsorcoes

Eritrocitos A e B
Cinco mililitros de sangue citratado de individuos
do ‘grupo A ou B foram lavados com 5 ml de salina,

tres vezes, e utilizados na hora do preparo.

Homogeneizado de Medula Ussea

Cinco mililitros de aspirado de medula ossea de in
dividuos adultos sem doenca hematologica, obtidos
imediatamente antes do uso, em seringa heparinizg
da (50 U/ml1), foram lavados com 5 ml de salina, 3

vezes.

Homogeneizado de Cerebro

Cem gramas de cerebro obtidos de material de necrop
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sia foram homogeneizados em liquidificador. Apos a
homogeneizagao, 5 ml do material foram lavados em
5 ml de salina, varias vezes, até que o sobrenadan

te ficasse incolor.

2.4.3.4 Procedimentos

Em seguida, procedeu-se a adsorcgao naseqﬁenCia des

crita abaixo:

- Inicialmente, o soro de coelho foi incubado a
569C por 30 minutos para se inativar o complemen
to.

- Adsorvido 3 vezes com eritrocitos A e B, na pro
porcao de 5 partes do soro para 1 partede eritr§
citos, durante 30 minutos a temperatura ambiente,
com agitacio frequente.

- Adsorvido 1 vez com homogeneizado de medula Ossea
a 40C por 1 hora, na proporcao de 1 ml do homoge
neizado de medula ossea para 10 ml1 de soro.

- Adsorvido 1 vez com homogeneizado de cerebro na
proporgcao de 1 ml do homogeneizado para 1 ml do
soro, durante 1 hora a 490C.

- Adsorvido 3 vezes com células de pacientes com
LLC, na proporgao de 1 ml do soro para 10° c€lu
las leucemicas, durante 12 horas, a 40C.

0 soro foi separado apos cada adsorgao por centri

fugacao a 12.000 g. Aliquotas de 0,1 ml de anti-so

ro foram distribuidas em placas de Terasaki e man

tidas a -200C.

2.4.4 Determinacao da especificidade do AALT
A especificidade do AALT foi caracterizada pelasua
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capacidade de inihir a formagao de ER por linfoci
tos do sangue periferico e pela microlinfocitotoxi

cidade.

Inibicao da formagao de ER, por linfocitos de san
gue periferico de individuos adultos sadios.

Uma aliquota de 0,3 ml do AALT em diferentes dilui
coes foi misturada com 0,3 ml de uma suspensao de
2x10% Tlinfocitos por ml, a qual foram adicionados
soro de coelho a diluigao de 1:2, como fonte de com
plemento. A mistura foi incubada a 379C por 60 mi
nutos. Ao .mesmo tempo, ©O experimento foi repetido.
porém nao se adicionando o complemento. Os linfoci
tos assim tratados foram lavados 2 vezes em tampao
barbital e a concentragao ajustada para 2x10° celu
las por ml. Estes linfocitos foram utilizados pa
ra a formacao de ER e evidenciacao da presenga de
IgS, bem como para a presenga do receptor ZC, por

técnicas descritas neste trabalho (Tabelas 7,9 e 10)

Efeito Citotoxico do AALT

0 AALT, adsorvido ou nao, em diferentes concentra
coes (Tabelas 3, 4, 5, 6 e 8) foi distribuido em
placas de Terasaki na quantidade de 0,1 ml por es
cavacao. Como fonte de antigeno foram -utilizadas
celulas mononucleares do timo, sangue periférico,
linfocitos T e B periféricos, celulas leucemicas de
pacientes com LLC e de pacientes com leucemia mie
locitica aguda.

A deteccao do efeito citotoxico foi realizada pela tecnica
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de microlinfocitotoxicidade, como descrita.

As celulas mononucleares do timo, sangue periféri
co e celulas leucemicas foram obtidas como ja des
crito. O0s linfocitos T e B do sangue periferico
foram obtidos da seguinte maneira: 0,5 ml da sus
pensao de eritrocitos de carneiro a 0,1% foi mistu
rado com 0,5 ml da suspensao de 2x10° linfocitos
perifericos de individuos adultos sadios e com 0,5
ml de soro AB previamente adsorvido com hemacias
de carneiro.

A mistura foi incubada a 379C por 30 minutos, cen
trifugada a 200 g por 5 minutos e, a seguir{centri
fugada a 200 g por 5 minutos g)incubada a 40C por
uma hora. A mistura foi ressuspensa e colocada em
tubos de hemolise sobre 1 ml de Ficoll-Hypaque e
centrifugada a 800 g por 20 minutos. As celulas da
interface foram consideradas linfocitos B (embora
elas sejam heterogeneas, vide Anexo VII).A seguir,
o'sobrenadante foi desprezado e o botao celular foi
tratado com TRIS-NH,C1 por 10 minutos a 370C. A se
guir, as cElulas foram lavadas com tampao barbital

duas vezes e consideradas linfocitos T.

Determinacao das Ceélulas Leuceémicas com Antigenos
Associados ao Linfocitos T pela Tecnica de Terasaki
& McClelland 124 modificada.

Utilizando-se seringas Hamilton, 1 ul da suspensao
de linfocitos ou células leucemicas foi adicionado

as escavacoes da placa de Terasaki,previamente des

congelada. A placa foi agitada para homogeneiza



3.

1

36

gao da mistura AALT-células. A sequir,a mistura foi
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e a
pos isso foi adicionada uma gota de tampao barbi
tal a cada escavacao e a placa foi novamente incu
bada por 10 minutos a temperatura ambiente. 0 tam
pao barbital foi desprezado e foi adicionado com
plemento, previamente adsorvido com celulas Tleuce
micas do paciente,]ZTsendo amistura incubada pormais
30 minutos a temperatura ambiente. 0 sobrenadante
foi desprezado e 1 gota de Azul tripan foi adicio
nada e a mistura, incubada por 10 minutos. A placa
foi lida em microscopio e a reagao foi considerada
positiva quando era evidenciado coloragao azulada
das células leucemicas, indicando incorporagcao do

Azul tripan.

Todas as reagoes foram feitas em sextuplicatas e

foi estabelecida a media aritmetica dos escores ba
seadO’nas percentagens de lise celular. Desse mo
do, foi atribuido escore 6 quando mais de 81% das
celulas estavam lisadas, escore 5 quando a lise a
tingiu entre 51 e 80%, escore 4 quando era entre 3]
e 50%, 3 quando era entre 21 e 30%, 2 quando era en
tre 15 e 20% e 1 quando a Tise celular atingia me
nos do que 15% das celulas.

A toxicidade do complemento foi testada pela incu

bacao das celulas leucemicas em tampao barbital.
Marcadores de Superficie de Linfocitos B

Determinacao dos Linfoblastos com Receptores para
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o Complemento pela Formacao de Rosaceas com Zymosan
Tratadas com Complemento (ZC) pela Técnica de Men
des et al 89 modificada.

Em 1 m]l de tampao barbita], colocou-se uma pequena
quantidade de Zymosan, que foi dissolvida mediante
bombeamento com seringa de 1 ml e agulha 10x5. A
seguir; a suspensao foi ajustada para 10%  particu
Tas por ml. A 0,1 ml desta suspensao foi adiciona
do 0,1 ml de uma mistura de soros humanos como fon
te de complemento e incubada a 370C por 30 minutos.
Apos isso, foi transferido 0,1 ml desta mistura pa
ra outros tubos e acrescentado 0,1 mi da SuUsSpensao
de celulas leucemicas e, a seguir, o tubo foi cen
trifugado a 200 g por 5 minutos. Apos a adigao de
1 gota de azul de metileno a 1%, o botao celular
foi ressuspenso e a percentagem de celulas 1éucéml
cas formando rosetas com partfcu]as de Zymosan foi

calculada do mesmo modo como o descrito para a ER.

Determinacao das Células Leucemicas com IgS pela
Reagﬁo de Anti-soros Anti-imunoglobulinas Humanas
Conjugadas com Fluoresceina pela tecnica de Winches

137 modificada.

ter e Rdss,
Tubos contendo 0,2 ml da suspensao de celulas Tleu
cemicas e 3 ml de RPMI 1.640 com 5% de soro fetal
bovino foram incubados a 379C por 30 minutos. A se

guir; foram adicionados 3 ml de RPMI 1.640, aqueci

dos a 379C, e a mistura foi centrifugada a 500 g

por 5 minutos, sendo o sobrenadante desprezado. O

botao celular foi ressuspenso em 0,2 ml de anti-so
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ro anti-imunogiobulina total, e os tubos foram in
cubados em banho de gelo por 60 minutos com agita
cao frequente. A sequir, as celulas foram lavadas
cinco vezes com RPMI 1.640 com 5% de soro fetal bo
vino e azida sbodica a 0,015%. As células Teucemi
cas foram colocadas sobre laminas, cobertas com la
minulas, e examinadas . na hora da preparagéo.

A percentagem de células fluorescentes foi defefmi
nada com microscopio de imunofluorescencia. Foram
contadas 200 células por dois observadores,indepeﬂ
dentemente. Quando houve discrepancia de mais de
5 celulas entre a determinacac dos dois observado
res, as contagens foram repetidas. Quando a percen
tagem de celulas fluorescentes foi acima de 20%,as
determinagBes foram também realizadas wutilizando-
se anti-soros monoespecificos (IgM, IgG, IgD, kappa
e lambda).

0s conjugados foram previamente ultracentrifugados

para se removerem agregados de imunoglobulinas.

Determinagoes das Celulas Leucemicas com Recepto
res para Eritrocitos de Camundongo (MR) pela técni
ca de Stathopoulos & Elliott ]22,

Sangue de camundongo, obtido no momento da determi
nagao, foi colhido em citrato de sodio a 3.8%. Os
eritrocitos foram lavados duas vezes em salina e
uma vez em tampao barbital e a concentragﬁo foi a
justada para 0,5% com o mesmo tampao, imediatamen

te antes do uso; 0,2 ml da suspensao de eritrocitos

de camundongo foi centrifugado a 200 g por 5 minu
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tos e o sobrenadante, desprezado. Ao botao celular
foi adicionado 0,2 ml da suspensao de celulas Teu
cemicas e 0,05 ml de soro fetal bovino e a mistura
foi incubada a 379C por 30 minutos. A seguir, foi
centrifugada a 200 g por 5 minutos e incubada duran
te 2 horas a 40C. Apos a adicao de 1 gota de azul
de metileno a 1%, o botEo_ce]u]ar foi ressuspenso
e a percentagem de celulas leucemicas MR foi deter
minada em camara hemocitometrica. Foram considera
dos celulas MR positivas, aquelas células com 3 ou
mais eritrocitos aderidos. A percentagem de celu

las Jeucemicas MR foi calculada do mesmo modo como

o descrito para-a ER.

Determinacao das Celulas Leucemicas com Antigenos
Associados aos Loci D e DR (la-like) pela Tecnica
de Microlinfocitotoxicidade

Utilizando-se anti-soro cedido gentilmente pelo Dr.
Peter Cressewel, da Duke University, foram determi
nados os antigenos referidos, pela técnica demicro
linfocitotoxicidade. A especificidade do anti-so
ro aos diversos tipos celulares ja foram publicados.
34

Citoquimica

Demonstracao da Presenga de G]icogénio na Celula
Leucemica, Realizada pela Coloragao Citoquimica do
PAS pela Tecnica Descrita pcr Hayhoe et al 59

Considerou-se leucemia PAS fracamente positiva,

quando menos de 20% das células leucemicas apresen
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tavam granulos ou blocos avermelhados no citoplas
ma; moderadamente positiva, quando esta percentagem
estava entre 20 e 50% e fortemente positiva, quan

do a percentagem era superior a 50% (Figura 4).

Demonstracao da Atividade das Enzimas Peroxidases
da C&lula Leucémica, Realizada pela Coloragao Cito
quimica da Peroxidase pela Técnica de Kaplow .
Considerou-se leucemia Peroxidase-positiva quando

mais do que 5% das celulas leucemicas apresentavam

granulacoes marrom-esverdeadas.

Demonstracao da Presenca de Substancias Lipidicas
nas Celulas Leucemicas, Realizada pela  Coloragao
CitoquTmica do Sudan B pela Tecnica de Sheehan & Storey 1]7.
Considerou-se leucemia Sudan B-positiva quando mais

do que 5% das células leucémicas apresentavam gra

nulos marrons ou pretos.

Demonstracao da Atividade das Enzimas FA,Realizada

pela Coloracao Citoquimica de Golberg & Barca 54.

Considerou-se leucemia FA-positiva quando menos de

20% das c€lulas leucemicas apresentavam  granulos

avermelhados no citoplasma. Foi considerada modera
damente positiva quando esta percentagem estava en

tre 20 e 50% e fortemente positiva quando era supe

rior a 50% (Figura 5).

Demonstragﬁo da Atividade das Enzimas EACA na Celu-

- - . 141
la Leucemica pela Tecnica de Yam et al. .
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Considerou-se leucemia EACA-positiva quando mais de
5% das celulas blasticas apresentavam granulos de

coloragao azul.

Demonstragao da Atividade das Enzimas ENE, Realiza
da pela Técnica de Yam et a1.14].

Considerou-se leucemia ENE-positiva quando as celu
las leucemicas apresentavam grSnuTos variando do

marrom ao vermelho (Figura 6). A graduagao da posi

tividade foi realizada como para o PAS.

Morfologia Ce]u]ar

A caracterizacao morfologica das células leucemicas
foi realizada de acordo com as sugestoes do grupo
colaborativo Frances-Americano-BritEnicov(FAB) 12
(Figuras 8, 9 e 10).

Quando houve dificuldades para a classificagao, fo
ram consideradas as celulas que predominavam no es
fregago e a avaliagao final foi dada pelo conjunto
da lamina.

Em um paciente (caso nQ 16), nao foi possivel a

distingcao entre célula leucemica do tipo L1 ou L2.
Outros Exames Complementares

Contagem de C&lulas Sanguineas

Sangue foi coletado em vidros de 5 ml contendo EDTA
potassico para a rotina de va]ores hemato16gicos.A
contagem das celulas sangliineas e a determinacao

da hemog1obina foram realizadas com o Coulter Counter



6.

7.

7.

7.

2

1

2

3

42

Model DZ. A contagem das plaquenas foi obtida pe
lo método direto. O volume globular foi obtido pe

To micrométodo. A contagem diferencial das cel

e

las do aspirado de medula 0ssea e do sangue perife
rico foi realizada em laminas coradas pelo May-

Grunwald-Giemsa.

Exame do 1iquido Cefalorraquidiano
A contagem do numero total de células foi obtida
em camara de Fuchs-Rosentha1 e a diferencial, obti
da em laminas sedimentadas em camara de Suta e co

radas pelo May-Grunwald-Giemsa.
Manifestacoes Clinicas

Considerou-se linfonodomegalia generalizada,quando
os linfonodos mediam mais do que 2,0 cm em qualquer
diametro e pertenciam a mais de uma cadeia regio

nal nao-contigua.

Considerou-se visceromegalia acentuada, quando 0
figado e/ou o bago possuiam mais de 5,0 cm abaixo
do rebordo costal direito e do reborde costal es

querdo, respectivamente.

Considerou-se massa em mediastino presente, quando
esta alteragao foi detectada mediante radiografia
simples de torax nas incidencias antero-posterior

e perfil.
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8. TRATAMENTO ESTATISTICO

O0s resultados foram analisados wutilizando-se o paco
te estatistico para ciencias sociais (statistical package
for the social sciences) disponivel no sistema DEC-10 do cen

tro de computacao da Universidade Federal do Parana.

Foram realizados testes de Qui-Quadrado para se veri

ficar o grau de associacao das diversas variaveis em estudo.

Quando houve limitacoes para o uso do teste de Qui-ng

drado, foi usado o teste exato de Fisher,



FIGURA 3 - Célula leucemica formando roseta com
eritrocitos de carneiro.

x 1.000 - May—Greﬂnwa]d - Giemsa

Figura 4 - Citoquimica da célula leucémica. Rea
cao do PAS.

x 1.000
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FIGURA 5 - Citoquimica da célula leucemica. Rea
cao da FA.

x 1.000

FIGURA 6 - Citoquimica da célula leucemica. Rea

cio da ENE.
x 1.000
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FIGURA 8 - Morfologia da celula leucemica. Tipo
L1.

x 1.000 - May—Greﬂnwa]d - Giemsa

FIGURA 9 - Morfologia da celula leucemica. Tipo
L2.

x 1.000 - May-Greﬂnwa]d - Giemsa
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FIGURA 10 - Morfologia da celula leucemica. Tipo
L3.

x 1.000 - May—GreﬁnWa]d - Giemsa
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EFEITO CITOTOXICO E ESPECIFICIDADE DO AALT
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A - EFEITO CITOTOXICO

—

I
0 efeito citotoxico do AALA, adsorvido ou nao,foi in
vestigado com células de timo, linfocitos de sangue perife
rico, celulas de pacientes com LLC, LMA e neuroblastoma metas

tatico.

A Tabela 3, mostra os escores do efeito citotoxico
do AALT n3o-adsorvido sobre as celulas do timo e 1infdci tos
do sangue periférico. Houve lise completa dos dois tipos
celulares ate a diluigao do anti-soro de 1:8 (escore 6). A
pos esta diluicao, a percentagem de células Tisadas diminuiu,
sendo mais acentuada em»relagﬁo aos linfocitos perifericos.
0 AALT sem o complemento nao possui nenhum efeito 17tﬁco ]
bre as celulas investigadas. Quando foi usado apenas com
plemento, observou-se efeito citotoxico parcial em 2 experi

mentos.

A Tabela 4 mostra os escores do efeito citotoxico do
AALT adsorvido com eritrocitos A e B, cerebro e medula ossea
sobre as cé]ujas do timo e linfocitos periféricos. Este pro
cedimento diminuiu o efeito citotoxico do AALT, tanto para
células do timo como para os linfocitos do sangue periferi
co. Quando foram usados o AALT e o complemento, isoladamen
te, n3ao se evidenciou efeito citotoxico sobfe as celulas es

tudadas.
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A Tabela 5 mostra os escores do efeito citotdoxico do
AALT adsorvido com eritrocitos A e B, cérebro,medula ossea,
bem como com celulas de pacientes com LCC, sobre as ceélulas
do timo e linfocitos perifericos. 0 efeito citotoxico do
AALT tambem adsorvido com células de pacientes com LLC foi
semelhante aquele sem esta adsorgao sobre os timdcitos, po
rém, evidenciou-se diminuicao deste efeito sobre os linfoci

tos periféericos.

A Tabela 6 mostra os escores do efeito citotoxico do

AALT adsorvido com eritrocitos A e B, medu1a.635ea,'cérebro

e células de pacientes com LLC sobre celulas de pacientes
M ’ MNAG

com u@A, LLC e neuroblastoma metastatico (NM).Foi evidencia

do{que nao houvé}]ise destas celulas com o emprego de AALT.



TABELA 3 - ESCORES BASEADO NO'EFEITO CITOTDXICO DE VARIAS DILUIGODES DO AALT NAO-ADSOR
VIDO SOBRE AS CELULAS DO TIMO E LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO.

AALT NAO-ADSORVIDO + C'

CELULAS ﬁéiigé DILUICDES AALT NAO-ADSORVIDO C'  CONTROLE
T:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32  1:64 1:128
1 6 6 6 6 6 6 6 4 ] 1 1
2 6 6 6 6 6 6 6 5 1 ] ]
TIMO 3 6 6 6 6 6 6 5 5 1 3 1
4 6 6 6 6 6 5 4 4 1 2 ]
5 6 6 6 6 5 4 4 4 ] 1 1
1 6 6 6 5 4 4 3 3 ] 1 ]
2 6 6 6 6 5 5 5 4 ] ] ]
LINFOCITOS DO 6 6 6 6 5 A . 2 ] : :
SANGUE 4 6 6 5 5 4 4 3 3 1 1 1
PERIFERICO 5 6 6 6 6 5 5 4 4 1 1 !
6 6 6 6 5 5 5 4 4 1 1 1
7 6 6 6 6 6 5 5 5 1 1 ]
8 6 6 6 6 6 6 4 4 1 1. 1
C' = Complemento

06



TABELA 4 - ESCORES BASEADO NO EFEITO’CITOTGXICO_DE VARIAS DILUICDES DO AALT(AD
SCRVIDO ,COM ERITROCITOS A e B,CEREBRO E MEDULA OSSEA) SOBRE AS
CELULAS DO TIMO E LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO.

“AALT ADSORVIDO + C'

CELULAS EXPERL DILUICOES AALT ADSORVIDO C'  CONTROLE
MENTOS |
1:1 1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64

1 6 6 6 5 1 1 1
TIMO 2 6 ] 1 1
| ] 1 ]
] 6 5 5 4 3 3 3 1 1 ]
LINFOCITOS DO 6 6 ; ; . 3 ) : : ]
SANGUE 3 6 6 6 5 4 4 3 ] 1 1
PERIFERICO 4 6 6 6 5 4 4 3 ] ] ]
5 6 6 6 5 4 4 3 1 ] 1

C' = Complemento

LS



TABELA 5 - ESCORES BASEADO NO EFEITO CITOTOXICO DE VARIAS DILUIGBES DO AALT (AD
SORVIDO COM ERITROCITOS A e B,CEREBRO. E MEDULA*OSSEA E CELULAS  DE
PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA)SOBRE AS CE
LULAS DO TIMO E LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO.
AALT ADSORVIDO + C'
CELULAS EXPERI DILUIGODES AALT ADSORVIDO C'  CONTROLE
MENTOS 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32  1:64 1:128
4 1 1 ]
5 ] 1 1
TIMO 5 : : :
1 5 4 4 3 2 1 1 ] 1 ]
LINFOCITOS DO ) c s 4 3 : : : : : :
SANGUE 3 4 4 3 2 1 1 1 1 1 1
PERIFERICO . s 4 a3 : : : : : ]
5 s 4 4 3 3 2 1 1 ] ]

-C' = Complemento

2s



TABELA 6 - ESCORES BASEADO NO EFEITO CITOTOXICO DE VARIAS DILUIGOES DO AALT (ADSOR
VIDO COM ERITROCITOS A e B,CEREBRO,MEDULA USSEA E CELULAS DE PACI
ENTES COM LLC)SOBRE AS CELULAS DE PACIENTES COM LEUCEMIA MIE
LOBLASTICA, "LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA E NEUROBLASTOMA ME
TASTOTICO (NM).

AALT ADSORVIDO + C'

CELULAS EXPERL DILUICDES AALT ADSORVIDO c CONTROLE
MENTOS 1:1 1:2 1:4 1:8
o ] ] 1 1 1 ]
LMA 2 1 2 1 1 1 1 1
] o 1 ] 1 ]
1 1 1 ] 1 1 1 ]
2 1 ] 1 1 ] 1 ]
LLC 3 1 1 1 1 ] 1 1
4 1 1 ] ] 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1
NM ] 1 1 1 1 1 1 1
C' = Complemento

£S
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B - ESPECIFICIDADE DO AALT

Evidencias de que o AALT adsorvido € especifico para
antigenos associados aos linfocitos T foram baseadas na ini
bicao da formagao de ER pelos linfbocitos do sangue periféri
co, pela nao-interferencia na expressao de imunoglobulina
pelos linfocitos B, pelo efeito citotoxico do AALT sobre os
timocitos e linfocitos T do sangue periferico e pela dimi

nuicao do efeito citotoxico na populacas de linfocitos B.

A Tabela 7 mostra 0s valores de ER expressos por lin
focitos de sangue periférico, tratados com 2 AALT adsorvido
com eritrocitos A e B, cerebro e medula Ossea, em diversas
diluicdes, em presenca ou nao do complemento. O AALT, em
presenca do complemento, eliminou a formagéo de ER por Tin
focitos de sangue periférico até a diluicao de 1:4.Na dilui
cao de 1:16 os valores sao praticamente iguais aos do  con
trole. 0 AALT, mesmo sem o complemento, inibe parcialmente
a formagEo de ER até a diluigao de 1:2. 0 complemento, iso
ladamente, nao possui nenhum efeito inibitorio sobre a ex

pressao da ER.

A Tabela 8 mostra os escores do efeito citotCxico do AALT scbre
os linfocitos T e linfocitos B de sangue periferico. 0 AALT
lisa comp1etdmente as células T ate a diluicao de 1:8 e,ape

nas parcialmente, a populagao B ate a diluigao de 1:16
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0 AALT nao apresentou nenhuma interferéncia na ex

pressao da IgS e dos receptbres de ZC (Tabelas 9 e 10).



TABELA 7 - INIBIGKO DA FORMACAO DE ER DE LINFOCITOS DO SANGUE
PERIFERICO TRATADOS COM VARIAS DILUICDES DO AALT
(ADSORVIDO COM ERITROCITOS A e B, MEDULA OSSEA E CE

REBRO) .

ANTI-SORO ADSORVIDO + C' ANTI-SORO ADSORVIDO

. EXPERI . -
CELULAS MENTOS DILUICTES | DILUICTES C'  CONTROLE
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:1 1:2 1:4
ERY ERY ERY ERY
] 0 0 1 16 43 20 '8 40 55 58
2 0 2 3 20 38 30 7 50 59 60
LINFOCITOS
PERIFERICOS 3 0 8 6 19 48 22 12 58 61 66
4 0 1 2 19 40 18 '4 45 63 60
5 0 2 3 23 4] 28 10 50 58 62

C' = Complemento

9g



TABELA 8 - ESCORES BASEADC NO EFEITO' CITOTOXICO DE VARIAS DILUIGOES DO AALT (AD

SORVIDO COM ERITROCITOS A e B,CEREBRO, MEDULA OSSEA E  CELULAS
DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA)SOBRE 0S
LINFOGCITOS T e B.

AALT ADSORVIDO + C'

CELULAS st DILUICOES AALT ADSORVIDO ~ C'  CONTROLE
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 . 1:32

1 6 6 6 5 3 ] 1 1
Linfocitos T

2 6 6 5 5 4 1 1 1
| 1 3 2 ] 1 1 1 1 1
Linfocitos B

2 2 2 2 1 ] 1 ] ]

C' = Complemento

LS



TABELA 9 - EFEITO DO AALT (ADSORVIDO COM ERITROCITOS A e B,
CEREBRO E MEDULA DOSSEA) SOBRE A PERCENTAGEM DE
LINFOCITOS PERIFERICOS EXPRESSANDO IgS.

AALT ADSORVIDO + C'

CELULAS EXPERL DILUIGAO AALT ADSORVIDO c! CONTROLE
MENTOS 1:1 1:2 1:4
[gS% IgS% IgS% 1gS%

1 17 18- 16 15 | 13 15
LINFOCITOS

2 13 15 14 16 14 16
PERIFERICOS

3 16 16 13 15 17 16

C' = Complemento

86



TABELA 10 - EFEITO DO AALT (ADSORVIDO COM ERITROCITOS A e B,
SOBRE A PERCENTAGEM

CEREBRO E MEDULA DSSEA)

LINFOCITOS PERIFERICOS ZC.

EXPERL

AALT ADSORVIDO + C'

CELULAS ‘DILUICAO AALT ADSORVIDO C' CONTROLE
MENTOS 1:1 1:2 1:4
2C% 2C% 2C% ZC%
1 18 19 14 13 14 13
2 20 18 16 12 14 15
LINFOCITOS
PERIFERICOS 3 21 17 17 13 12 10
4 19 18 16 10 11 11

C' = Complemento

66



RESULTADOS
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RESULTADOS

Os achados referentes ao tamanho dos linfonodos, do figa
do e baco e a presenca de massa em mediastino constam dos Anexos
I e II. As caracteristicas morfo]6gicas, resultados dos estudos
citoquimicos e dos marcadores de membrana constam dos Anexos III,

IV e V. O0s valores hematimetricos constam do Anexo VI.

A Tabela 1l mostra o numero de pacientes classificados nos
3 grupos de LLA, corelacionados com os marcadores imunologicos

de membrana utilizados na sua classificacao.

TABELA 11 - NOUMERO DE PACIENTES NOS TRES TIPOS DE LLA DEFINIDOS
PELOS MARCADORES IMUNOLOGICOS DE MEMBRANA.

TIPOS DE A
LA n ER>20% ER <20% IgS >20%  IgS < 20% AALT AALB
T 18 13 5 1 17 171
B 1 - 1 1 - -
No-T/

NLO-B - 21 - 21 - 18

TOTAL 40 13 27 2 . 38 17 20

n = numero de pacientes
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A - LLA DO TIPO T

Dezoito pacientes foram classificados como LLA do ti
po T, os quais preencheram pelo menos um dos dois critérios
anteriormente estabelecidos. Dezessete pacientes reagiram
com o AALT, dos quais 12 apresentaram células leucemicas ER
acima de 20%. Cinco pacientes reagiram exclusivamente com
o AALT. As celulas leucemicas de um paciente n3ao foram rea

tivas com o AALT,mas formaram ER em numero superior a 20% (Ta

bela 12).

TABELA 12 - NOMERO DE PACIENTES COM LLA DO TIPO T
APRESENTANDO CELULAS LEUCEMICAS REATI
VAS A0 AALT E/OU EXPRESSANDO ER.

n MARCADORES DE MEMBRANA
12 AALT +/ER +

5 "AALT +

1 ER'+

‘n = numero de pacientes

As células leucemicas do caso n0Q 33, alem de reagirem
com o AALT e formarem rosetas acima de 20%,apresentaram imu

noglobulina de superficie(ER 72% ‘e 1gS 34%).

De modo semelhante, as células leucemicas do caso no®

12, alem de reagirem com AALT, tambem reagiram com o AALB.
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B - LLA DO TIPO B

Apenas 1 paciente (caso n0 8) foi classificado como
LLA do tipo B, pois apresentava mais de 80%;das celulas leu

cemicas com IgS do tipo IgM kappa e reativas ao AALB.

C - LLA DO TIPO NAO-T/NAO-B

Vinte e um pacientes foram classificados como porta
dores de LLA do tipo nao-T/nao-B. As células leucemicas des
tes pacientes nao formaram ER acima de 20%, nao expressaram
IgS acima de 20% e nao reagiram com o AALT. As células de
dezoito destes pacientes foram reativas com o AALB (Tabela

LL
8).

A Tabela 13 mostra o numero de pacientes nos 3 tipos
de LLA due possuiam receptores IC e MR. Dos 7 pacientes que
possuiam ZC acima de 10%, 5 pertenciam ao tipo T, porém a
diferenca do nﬂmero de pacientes com estes receptores entre
os tipos T e o nao-T/nao-B nﬁo‘foi estatisticamente signifi
cativa (X% = 1,591 p > 0,05).

TABELA 13 - NOMERO DE PACIENTES NOS 3 TIPOS DE LLA COM
RECEPTORES PARA ZC e MR. '

TIPOS DE C (%) MR (%)
LLA 0-5 6-10 > 10 0-5 >5
T 18 7 6 5 18 0
B ] 1 0

Nfo'T/ 21 13 6 2 17 4
Nao-B ;

TOTAL 40 21 13 7 35 5

1C = Receptor para o complemento; MR = Receptor para eritrocito de
camundongo; n = numero de pacientes.
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Os receptores MR foram encontrados em percentagens
acima:de 54, tanto em pacientes dos tipos nao-T/nao-B como
nos do'tipo B. Emboka 0os receptores MR nao estivessem associa
dos ao tipo nao-T/nao-B (X% 3,680 p = 0,06), 4 dos 21
pacientes .deste tipo de LLA apresentaram valores acima

de 5% e nenhum do tipo T.

A Tabela 14 mostra os resultados das reacoes citoqui
micas dos tipos T, B e nao-T/nao-B. Nove pacientes apresen
taram reacao intensa ao PAS. Destes, 4 pacientes eram do
tipo T e 5 pacientes do tipo nao-T/nao-B, nao se evidenciaﬁ
do, portanto, diferenca estatisticamente significativa en

tre estes dois tipos de LLA (X2:0,069 p > 0,05).

TABELA 14 - NOMERO DE CASOS POSITIVOS AS REACOES
CITOQUIMICAS DOS 3 .TIPOS DE LLA.

TIPOS DE LLA

CITOQUIMICA n
. T ~NAO-T/NAO-B B
PAS
+++ 9 4 5 -
++ - - - -
FA
+++ 8 8 | - -
++ 4 4 - -
ENE
+++ 3 2 1 -
++ 1 1 - -
+++ = reacao intensa;
++ = reagao moderada;
n = numero de pacientes
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Doze pacientes apresentaram reacao da FA-positiva, sen
do todos do tipo T. Desse modo, evidenciou-se uma associa
cao entre a positividade da FA e os pacientes do tipo T
(X2.18,521 p.<0,001). A positividade da reagao citoquimi
ca da FA nao esteve associada com massa em mediastino (X2=2,529

p >AO,05) e numero de leucOcitos (X2%= 1.027 p > 0,05).

Quatro pacientes apresentaram reagéo da ENE-positiva.
Tres deles pertenciam ao tipd Tel, ao tipo nao-T/n3o-B.
Com relagao a positividade da ENE, nao houve diferenca esta
tisticamente significativa entre os dois tipos LLA (X*= 0,678

p > 0,05).

A Tabela 15 mostra os achados morfologicos das cely
las 1euc€m1¢as dos tipos T, B e nao-T/nao-B. No tipo»T, ob
servaram-se 11 pacientes com cElulas leucémicas do tipo mor
fologico L1, 5 pacientes com o tipo L2 e 1 paciente com oti
po L3. Em um paciente deste grupo, nao foi possivel a carac

terizacao morfologica.

TABELA 15 - NUMERO DE CASOS COM 0S VARIOS PADRUES MOR
FOLOGICOS DE CELULAS LEUCEMICAS DOS 3 TI

POS DE LLA.
TIPOS DE LLA
MORFOLOGIA n T NAO-T/NAO-B B
L1 25 11 14 -
L2 12 5 7 -
L3 2 1 - 1
NC 1 1 - -

numero de pacientes
Nao-classificado

=
(e}
i
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No tipo de LLA nao-T/nao-B foram evidenciados 14 pa

cientes com o tipo morfologico L1 e 7 pacientes com o tipo

L2.

A frequencia dos diferentes tipos morfologicos,entre
os dois tipos de LLA, nao apresentou diferenga estatistica

mente significativa (X2 = 1,453 p > 0,05).

A Tabela 16 mostra os valores hematologicos dos paci
entes por ocasiao da ‘internacao. Do total de 40 pacientes,
14 apresentaram concentragﬁo de Hb acima de 10 g/dl e 26

apresentaram valores inferiores a este.

TABELA 16 - VALORES HEMATOLOGICOS POR OCASIAO DA
INTERNACAO DOS PACIENTES NOS 3 TIPOS

DE LLA.
: TIPOS DE LLA
VALORES HEMATOLOGICOS n :
: : T NAOfT/NAO-B B
Hb
5 2
5-10 24 8 16
>10 14 10 3 1
Leucocitos
> 50.000 9 5
10.000-50.000 15
< 10.000 16 6 9
Plaquetas
> 100.000 8 3 4
50.000-100.000 2
< 50.000 28 14 14
n = numero de casos;

Hb = hemoglobina.
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Na LLA do tipo T, 10 pacientes apresentaram valores
de Hb acimé de 10 g/dl e os demais, entre 5 a 10 g/dl. Cha
mou a atengao o fato de que nenhum paciente deste tipo apre

sentou niveis de Hb inferiores a 5 g/dl.

No grupo nao-T/nao-B, 3 pacientes apresentaram niveis
de Hb acima de 10 g/dl, 16 pacientes, entre 5 e 10 g/dl e 2

pacientes com valores de Hb abaixo de 5 g/dl.

Os pacientes com LLA do tipo T apresentaram valores
de Hb maiores do que os do tipo nao-T/nao-B. Esta diferenca

foi estatisticamente significativa (X* = 8,254 p < 0,05).

Em re]agio a contagem de leucocitos, foi observado
que, entre os 40 pacientes, 9 apresentaram leucocitos acima
de 50.000/u1, 15 pacientes, entre 10.000 e 50.000/@1 e 16

pacientes, abaixo de 10.000/ul.

Chamou a atencao o fato de que apenas 5 pacientes do
grupo T apresentaram valores de leucocitos acima de 50.000/

ul.

No grupo nao-T/nao-B, 4 pacientes apresentaram valo
res de leucocitos acima de 50.000/ul, 8 pacientes apresenta
ram valores entre 10.000 e 50.000/ul1 e 9 pacientes, vaiores

abaixo de 10.000/ul.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores de leucocitos nos grupos T e nao-T/nao-B

(X% = 0,550 p>0,05).
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A contagem do numero de plaquetas nao mostrou dife
renca estatisticamente significativa entre os grupos T e nao-

T/nao-B (X% = 0,116 p > 0,05).

A Tabela 17 mostrz o numero de pacientes do grupo T
com diferentes contagens de TleucBcitos nas diversas faixas
etarias. Observou-se que todos os pacientes deste grupo,
que apresentavam leucocitos acima de 50.000/ul, tinham mais
de 5 anos de idade. Por outro lado, observou-se que apenas
2 pacientes com mais de cinco anos de idade apresentavam
leucocitos abaixo de 10.000/ul. No entanto, nao houve dife
renca estatisticamente significativa entre as contagens de

leucocitos nas diferentes faixas etarias (X2= 10,782 p=0,09)

TABELA 17 - NUMERO DE PACIENTES POR FAIXA ETARIA COM
DIFERENTES CONTAGENS LEUCOCITARIA NO GRU
PO DE LLA DO TIPO T.

IDADE CONTAGEM LEUCOCITARIA (por ul)
(anos) " < 10.000 10.000 - 50.000 > 50.000
0 - 2 2 ; 2 _
2 - 5 5 4 1 -
5 - 10 3 1 ] 1

10 8 ] 3 4

n = numero de pacientes
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A Tabela 18 mostra a distribuicao dos pacientes do ti
po nao-T/nao-B nas diferentes faixas etarias. Nao houve di
ferenga estatisticamente significativa entre as contagens de
leucocitos nas diferentes faixas etarias deste tipo (X*= 7,913

p > 0,05).

TABELA 18 - NOMERO DE PACIENTES POR FAIXA ETARIA COM

DIFERENTES CONTAGENS LEUCOCITARIAS NO GRU
PO DE LLA DO TIPO NAO-T/NAO-B.

IDADE CONTAGEM LEUCOCITARIA (por 1)
(anos) f <10.000 10.000 - 50.000 > 50.000
0 - 2 3 0 1 2
2 - 5 10 6 3 1
5 - 10 1 0 1 0

10 7 3 3 1

n = numero de pacientes

A Tabela 19 mostra a distribuigao por sexo e idade
dos pacientes com o0s 3 tiposvde LLA. No grupo LLA do tipo
T, 14 pacientes eram do sexo-masculino (M) e 4 pacientes,do
sexo feminino (F). 'No tipo de LLA nao-T/nao-B, 9 pacientes
eram do sexo masculino e 12 pacientes eram do sexo  femini
no. Observou-se uma maior proporcao de pacientes do sexo
masculino no tipo T (M:F = 3:1) e uma maior proporgao de pa

cientes do sexo feminino no tipo nao-T/nao-B (M:F = 0,7:1).
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No entanto, nao houve diferenta estatisticamente significa
tiva entre os sexos nos dois tipos de LLA (X% = 3,548 p=0,06).
Chamou a atengao o fato de que, nos pacientes com mais de
10 anos de idade, a proporcao M:F nos pacientes do tipo T

foi de 8:1 (Figura 7).

TABELA 19 - DISTRIBUICAO POR SEXO E IDADE DOS PACIENTES
COM 0S TRES TIPOS DE LLA.

TIPOS DE LLA

T NAO-T/NAO-B B

Sexo Masc. 24 14 9 1

Fem. 16 4 12 -
Idade (anos)

<2 5 2 3 -

2 - 5 16 5 10 1

5 -10 4 3 1 -

> 10 15 8 7 -

n = numero de pacientes

Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre o numero de pacientes nas 4 faixas etarias considera
das, nos dois tipos de LLA (X% = 2,719 p >Q,05). Notou-se,
entretanto, uma maior proporcao de pacientes com idades com
preendidas entre 2 e 5 anos no tipo nao-T/nao-B e uma maior
proporcao de pacientes com idade superior a 14 anos no tipo

T (Figura 7).
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A Tabela 20 mostra as manifestagoes clinicas dos pa
cientes nos 3 tipos de LLA. Dezesseis pacientes apresenta
vam linfonodomegalia generalizada, 9 destes pacientes per
tenciam ao tipo T e 7 pacientes, ao tipo nao-T/nao-B, nao
existindo associacao entre linfonodomegalia generalizada e

0s tipos de LLA (X2 = 0,530 p > 0,05).

TABELA 20 - MANIFESTAGCOES CLINICAS DOS PACIENTES
NOS TRES TIPOS DE LLA.

MANIFESTACOES TIPOS DE LLA
n
CLINICAS T NAO-T/NAO-B B
Linfonodos > 2 c¢cm 16 9 7 -
Figado
0-5 17 7 4 -
> 5 29 11 17 ]
Bago
0 -5 22 9 12 -
> 5 ' 18 9 9 -
Massa no Mediastino 6 6 - -
SNC 2 1 1 -

n = numero de pacientes

SNC= sistema nervoso central

Vinte e nove pacientes possuiam figado medindo além

de 5 cm do RCD; destes, 11 pertenciam ao tipo T e 17, ao ti
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po nao-T/nao-B. Dos dezoito pacientes que apresentavam o
baco medindo alem de 5 cm do RCE, 9 pertenciam ao tipo T e
9 ao tipo nao-T/nao-B. Portanto, visceromega]ia acentua
da n3o este associada a qualquer dos dois tipos de LLA
(x2? - 1,031 p > 0,05 e X% =20,015 p>0,05, vrespectiva

mente).

0 aumento dos linfonodos, baco e figado nao esteve
associado com nenhuma idade em particular (idadex linfonodo

X2 = 4,653 p > 0,05), (idade x baco X2 = 1,667 p > 0,05)
e (idade x figado X2 = 0,460 p > 0,05).

Seis pacientes de nossa série apresentaram massa em
mediastino. Esta manifestacao clinica esteve associada com
o grupo T (X% = 5,910 'p <0,05). Os 6 pacientes tiveram
células leucemicas, que reagiram com AALT, porem,apenas dois
destes apresentaram ER acima de 20%. Trés pacientes foram
classificados morfologicamente como L1, dois como L2 e um
paciente como L3. A reagao citoquimica da FA foi intensamen
te positiva em 5 destes pacientes, enquanto que foi fraca

mente positiva em um.

Chamou a atencgao o fato de que a massa em mediastino
foi observada em apenas 1 paciente com idade inferior a 7
anos (caso nQ 35, 4 anos). Todos os demais pacientes com es
ta manifestacao clinica apresentaram idade igual ousuperior

a 7 anos.

Dois pacientes apresentaram envolvimento do SNC na en

trada; um era do sexo masculino e do tipo T e o outro,do se
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xo feminino e do tipo nao-T/nao-B. Este ultimo paciente foi
a obito no segundo dia de internacao e a necropsia eviden

ciou infiltracao meningea com celulas leucemicas.



DISCUSSAO
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DISCUSSAQ

A aplicacao dos métodos imunologicos ao estudo da LLA per
mitiu uma nova dimensao para o entendimento desta doenca.A quég
tao central & conhecer quanto que as informacdes  imunoldgicas
podem acrescentar a experiencia clinica, morfologica e citoqui
mica, e se estes achados podem ser correlacionados entre si,pos
sibi]itando maiores informagBes sobre o prognEstico dos pacien
tes, bem como a separagéo de grupos de pacientes que devam ser

tratados de modo distinto.

A confianga nos resultados dos estudos de marcadores de
membrana das células leucemicas depende do conhecimento e con
trole de uma serie de problemas metodologicos e técnicos.Embora
ja exiatam tecnicas padronizadas para a diferenciagao das cely
las T e B 9, ainda se conhece pouco sobre a seqﬁéncia daexprei
sao dos marcadores detectados e as subpopulacoes de celulas que
apresentam estes marcadores. Estas dificuldades sao mais evi
dentes quando se trabalha com populacoes de celulas anormais,co

mo sao as celulas leucemicas.

A formacao de ER & aceita como marcador para linfocitos
T do sangue periferico 2, A aplicacao desta metodologia as ce
lulas leucemicas, entretanto, apresenta algumas dificuldades. A
primeira delas e em relagao ao local de colheita das células pa

ra a realizacao do teste. A utilizacao do sangue periferico co
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mo fonte de células para a realizagao dos estudos imunoldgicos
pode levar a conclusoes discrepantes se o mesmo paciente for es
tudado com cB8lulas de medula Ossea. Lauer et al. 77 estudaram
13 pacientes com diagnBStfco de LLA. Com a ﬁti]izagéo do sangue
periferico como fonte de cé]ulas leucemicas, 8 de 13 pacientes
apresentaram ER acima de 20% e, quando uti]izaram aspirado de
medula o0ssea, apenas 1 paciente apresentou ER acima de 20%. Des
se modo, a utilizagao do sangue periférico como fonte de celulas

para estudo, pode aumentar o numero de pacientes com LLA do ti

po T.

A temperatura de incubacdao da suspensao de celulas leuce
micas com eritrdocitos de carneiro também tem importancia na con

tagem final das celulas que formam ER. Bore]]a et a].]6

verifi
caram que as células leucemicas formam ER, tanto a 49C quanto a
379C, enquanto que os linfocitos T maturos perdem a capacidade

de formar ER a 370C.

0 tempo de incubagao da suspensao das celulas leucemicas
com eritrocitos de carneiro @ outra variavel que incluencia na

contagem final das celulas formando ER. Lukes et al. 84

verifi
caram que os escores de ER alcangam um platdo apos duas horas de
incubacao. Periodos menores do que este poderiam estar  detec

tando subpopulacoes celulares com receptores de alta afinidade
140

0 tratamento dos eritrocitos de carneiro com determing

das substancias também aumenta as contagens finais das ceélulas

90

ER. Melvin estudou o efeito do S-(2-aminoethyl) isothiou

roniun bromide hydrobromide (AET) em amostras de células Tleuce
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micas de pacientes com LLA. Verificou que, 14 pacientes,pos
suTam c@lulas leucemicas formando ER. Seis destes pacientes

formaram ER somente quando foi adicionado AET aos eritrocitos.

Finalmente, a identificagao morfologica da celula forman
do ER & importante para a diferenciagao entre célula matura e
imatura. O procedimento mais utilizado € a citocentrifugacaoem
Taminas da suspensao de células formadoras de ER, coradas peio

Wright ou May-Grinwald-Giemsa S°.

A presenga da imunoglobulina de superficie detectada por
imunofluorescencia & considerada o mais aceitavel marcador de
linfocitos Bg. No entanto, esta identificﬁgéo apresenta tambem
alguns prob]emas. Un deles & dependente da sensibilidade e es
pecificidade do anti-soro empregado, havendo por isso a necessi
dade de utilizacao de controles conhecidos, positivos e negati
vos. Outro problema esta re]acionado ao fato de que a simples
presenca da imunoglobulina da superchie da celula nao signifi
ca que ela seja produzida por esta celula. Somente a demonstra
cao de imunoglobulina sintetizada pela célula € valida como um
marcador de membrana. DeterminagBes da imunoglobulina produzi
da pela celula podem ser conseguidas apos o tratamento destas

com tripsina80,oupor1ncubag50 a 379c»76.

Finalmente, podem ocorrer falsos positivos,com imunofluo

rescencia da célula, pela ligagao de agregados de imunoglobuli
nas do anti-soro com a celula via receptor Fc. Isto pode ser
evitado utilizando-se reagentes F (ab')jp ]38.

A utilizagao dos hétero—anti—soros obtidos a partir de

celulas B ou T maturas, fetais ou imaturas, com o objetivo de se
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determinar o fenotipo celular, estao sendo cada vez mais empre
gados. Os resultados da utilizagao deste procedimento sugerem
que os mesmos devam ser cuidadosamente analisados, uma vez que
existem diferencas qualitativas e quantitativas dependentes do‘
tipo de c€lula usada como antTgeno e o animal utilizado como fon
te de anticdrpo. A metodo]ogia e tambem 1mportante na avalia
cao dqs antigenos de membrana. Rotineiramente sao utilizadas
as tecnicas de imunofluorescéncia e da microlinfocitotoxicidade.
Na metodologia que'emprega a microlinfocitotoxicidade, e impoL
tante a avaliagao chtica dos.resu1tados porque alguns anti-so
ros sao pouco especificos. Alem disso, este metodo nao permite
a identificagao das células reativas. Como alternativa utili
zam-se tecnicas de imunofluorescencia, que sao muito mais infor
mativas, porém necessitam de anti-soros altamente especificos,

dificeis de serem obtidos.

Tiés.hétero—anti-soros estao sendo usados amplamente no
estudo das LLA. O primeiro e o anti-soro antitimocitos, que rea
ge com aproximadamente 70 a 80% dos linfocitos do sangue perife
rico e com mais de 90% dos timocitos. 0 segundo & o anti-soro
antilinfocitos B. Este anti-soro detecta o que se supoe serem an
tigenos codificados pelos genes dos loci De DR do comp]ex0imaior
de histocompatibilidade, conhecidos como antigenos Ia-like. Es
te anti-soro reage com aproximadamente 20% dos linfocitos doSaﬂ
gue periférico. Finalmente, o anti-soro antileucemia cbmum(AALC)
52 que € produzido, pela inoculagao em coelhos, de celulas de
pacientes com LLA que nao expréssam receptores ER, nao reagem
com o AALT, nao possuem IgS, reagem com o anti-soro anti-Ia-like
e apresentam a reagéo’citoqu?mica do PAS positiva. Apos adsoi

¢oes apropriadas, este anti-soro reage com celulas  leucemicas

e, aproximadamente 60% dos pacientes do grupo pediatrico com LLA.
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Com a utilizacao dos 5 testes acima referidos, pode-se
ciassificarvas LLA em tres grupos principais bem como em subti
pos, conforme a presenca dos diversos marcadores (Anem)VIIU.CoQ
sidera-se LLA do grupo T, quando as celulas ]eucémicas expressam
ER e/ou reagem com o AALT. Este grupo pode ser subdividido em
tres tipos. Considera-se LLA do tipo de células do timo,quando
estas expressam ER e reagem simu]tanéamente com o AALT. LLA de
celulas pré—tTmicas, quando as celulas reagem apenas com o AALT.
Um terceiro tipo, chamado de 1ntermed15rio, e definido quando as

células leucemicas reagem com o AALT e o AALC.

Considera-se leucemia de celulas B, quandoas celulas Teu

cemicas apresentam IgS e reagem com o AALB.

Finalmente, o grupo nao-T/nao-B & caracterizado por apre
sentar celulas leucemicas que nao expressam ER, IgS e nao reagem
com o AALT. Este grupo de LLA & heterogéneo, uma vez que alguns
destes pacientes reagem com o AALB e AALC (LLA comum).  Outros
apresentam imunoglobulina intracitop]asmética e sao denominados

de LLA pre-B ]3].

Néste_grupo, ainda se encontram pacientes que
nao expressam nenhum marcador de membrana ou reagem somente com

o AALB (LLA indiferenciada).

Em nosso estudo, empregamos 4 testes indicados, o que nos
permitiu identificar 3 grupos principais: LLA do tipo T, do ti

po B e do tipo nao-T/nao-B.

A - LLA DO TIPO T

Dezoito pacientes na nossa serie preencheram um dos

dois critérios para a inclusao do grupo de LLA do tipo T. De
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zessete pacientes apresentaram células leucemicas que reagi
ram com 0 AALT e, destes pacientes, 12 formaram ER acima ou
igual a 20%. Um paciente apresentou apenas ER aicma de 20%,
poréem nao reagiu ao AALT. Estes achados ja foram eﬁcontrados por

alguns autores. Kaplan ot al. 70

estudaram 9 pacientes com
LLA do tipo T, sendo que todos reagiram com o AALT, porem a
penas 6 apresentaram concomitantemente ER igual ou acima de

20%. Bowman et al. 17

, em 25 pacientes que apresentaram
c8lulas leuc@micas reativas com o AALT encontraram 14 paci
entes (54%) que formaram ER. Netzel et al. 96 estudaram 15
pacientes com LLA, dos quais apenas 9 (60%) possuiam recep

tores para ER.

Ainda nao esta perfeitamente definido o motivo pelo
qual as celulas leucemicas de pacientes éom LLA do tipo T
expressam antigenos detectados pelo AALT e nao os receptores
ER. A primeira possibilidade e de que os anti-soros em uso
estivessem detectando antigenos HLA, que sao comuns aoutros
tipos celulares. Outra poésibilidade & de que estas celu
las leucemicas representariam uma populacao de celulas que

125

ainda nao tivessem desenvolvido ou ja tivessem perdido o

receptor ER 72.

Un paciente em nossa serie apresentou celulas leuce

micas com marcadores de celulas T e IgS. Um caso semelhan

te ao nosso foi descrito por Haegert et al. 57.

0 signifi
cado desta associacao nao € conhecida, entretanto,sugere-se
que estas celulas poderiam representar uma proliferacao de

celulas extremamente imaturas com capacidade de diferencia
¢ao para células T ou B ou, ainda, representar duas popula
coes de células leucémicas com caracteristicas diferentes.
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Um paciente apresentou apenas ER acima de 20%, porem
nao reagiu com o AALT. Embora a maioria dos autores consi
dere que a presenca de ER deva ser sempre acompanhadada rea

17, 70, 72, 96 19

¢do positiva ao AALT Brouet et al. tam

bém descreveram um caso em que havia apenas a formacao de ER.

Outro paciente, alem de apresentar 0s marcadores de
celulas T, apresentou reatividade com o AALB. Este fato es
ta de acordo com os achados de Samaratu et al. 199 que mos
tra a exiéténcia de antigenos la-like em subpopulagoes T 3

tivadas.
LLA DO TIPO B

Apenas 1 paciente da nossa serie (2,5%) apresentou
células leucemicas com IgS acima de 20% e, .concomitantemeg
te, ﬁeatividade com o AALB. A imunoglobulina detectada era
do tipo IgM kappa. Estes achados concordam com os de Flan

44

drim et al. ', que descreveram 6 pacientes com diagnostico

de LLA de celulas B, representando 2% do total de seus casos
de LLA. As c@lulas leucemicas apresentavam imunoglobulina
de superchie é, ng_maioria dos caéos, ela - era do; tipo
ng. Chessels et al. 28 tambem encontraram 2% de pacien
tes com LLA do tipo B na série por elas estudada;v Esses pa
cientes tambem apresentavam imunoglobulina de superchié.Do

19

mesmo modo, Brouet et al. encontraram uma incidencia de

3% de pacientes com LLA do tipo B. Estes pacientes apresen
tavam IgS e reagiram com o AALB. Becwman et al. 17 encon
traram uma incidencia de menos de 2% em 200 casos, que tam

bem apresentavam IgS e reagiam com AALB.
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Yamanaka et al. 142

encontraram uma alta incidencia
(38%) de LLA do tipo B, porem apenas 1 paciente apresentou
IgS acima de 30%, e eles consideraram LLA do tipo B quando
mais de 60% das cé]ﬁ]as leuceémicas reagiram com o AALB. Es
ta alta percentagem pode nao estar refletindo a incidencia
rea] de LLA do tipo B, uma vez que o anti-soro utilizado po
de estar‘detectandolantfgenos de histocompatibilidade, fre

_qﬁentemente encontrados nas LLA do tipo nao-T/nao-B 28,461

LLA DO TIPO NAO-T/NAO-B

Vinte e um pacientes, em nossa série, foram classifi
cados como nao-T/nio-B. As c&lulas leucémicas assim carac
terizadas nao possuiam ER, IgS nem reatividade ao AALT. Dg
zoito pacientes apresentaram celulas leucemicas reativas ao
AALB. Estes achados concordam com os de Bowman et_a].]7,que
encohtraram reatividade com o AALB na maioria dos pacientes

com LLA do tipo nao-T/nao-B. VYamanaka et al. 142

encontra
ram, num grupo de 16 casos de LLA do tipo nao-T/nao-B,9 que
possuTam células leucemicas que expressavam reatividade com

o AALB.

Ainda nao existe uma explicagao definitiva para
a presenca dos antTgenos.IaATfke na membrana das celulas
leucémicas do tipo n3ao-T/nao-B. Como estes antigenos $ao
expreésos sobre as células B e sobre células leucemicas de
alguns pacientes com LLA, e possTve1 que a LLA do tipo nao-
T/nao-B se orfgine de cé]u]aé muito imaturas, com possibili
dade de serem precursoras tanto de celulas Tinfoides como de

celulas mioloides.
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Nossos pacientes nao foram estudados com o anti-soro
que detecta o conhecido antigeno comum das LLA descrito por
52 : . - |
Greaves . Este anti-soro define o grupo de pacientes com

LLA que apresenta bom prognostico 17, 28.

CORRELACAO DOS ACHADOS MORFOLOGICOS E CITOQUIMICOS
COM 0S MARCADORES DE MEMBRANA

As celulas leucémicas dos pacientes com LLA foram clas
sificadas em L1, L2 e L3, de acordo com as sugestoes do gru

po Frances-Americano-Britanico 12

Vinte e cinco pacientes
(62,5%) foram classificados como tipo L1, 12 pacientes (30%)

3
como L2 e 2 pacientes (5%) como L3 (Tabela 12).

Dos 25 pacientes com cé€lulas leucemicas to tipo L1,
11 (44%) pertenciam ao grupo T e 14 (56%),éo grupo nao-T/
nao-B. Dos 12 pacientes com morfologia celular do tipo L2,
5 (41,6%) pértenciam ao grupo T e 7 (58,4%), ao grupo nao-T/nao-B.
Dos 2 pacientes classificados como L3, 1 pertencia ao grupo
B e o outro ao grupo T. Nao hoﬁve, portanto, associacao en
tre os.tipos morfo]Bgicos.e 0s grupos de LLA definidos pelos

marcadores imunologicos.

Estes dados sao concordantes com os de Brouet et al.

]gxwecﬂass$ﬁcarmn as LLA em dois tipos morfologicos e nao

evidenciaram associacao entre os tipos celulares e as LLA

dos tipos T e nac-T/nao-B. Chessels et al. 28 também nao
cvidenciaram associagao entre os tipos morfologicos e a pre

senca de marcadores de membrana.



85
10
Belpomme et al. '~, entretanto, encontraram uma asso
ciagao entre os tipos morfologicos descritos por Mathe &
Rappaport 85 & os marcadores imunologicos.

Récentemente, Mckenna et al. 88

observaram que, mes
mo n3o existindo associagao entre o0s grupos de LLA defini
dos por marcadores de membrana com oS parEmetros sugeridos
pelo FAB, algumas caracter?sticas morfologicas particulares

podem ser evidenciadas na LLA do tipd T.

Un paciente da nossa série apresentou morfologia ce
lular compativel com o tipo L3 e marcadores de membrana de
celulas T. Embora exista associacao entre o tipo morfo]691

12

co L3 e LLA do tipo B , fato semethante ao encontrado por

nos foi descrito pof Falleta et al. 41

, que evidenciaram pa
‘cientes com morfologia do tipo L3 e marcadores imunologicos

de células T.

Os estudos citoquimicos realizados em nossos pacien
tes mostraram que a positividade moderada ou forte da FA es
teve associada com os pacientes do tipo T (Tabela 1?). Dos
18 pacientes deste grupo, 12 (66,6%) apresentaram reagao mo
derada ou forte da FA e ela foi negativa‘ou fracamente posi

tiva nos tipos B e nao-T/nao-B. Ocorreu,portanto, uma asso

ciacao entre LLA do tipo T e a positividade da FA.

Dados semelhantes foram encontrados por Catovski et

al. 23

, que, ao estudarem 148 pacientes com LLA,observaram,
em 90% dos pacientes com LLA do tipo T, positividade da rea

¢ao citdqu?mica da fosfatase acida e em apenas 3,4% dos pa
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cientes do tipo nao-T/nao-B. Mackenna et al. 8e

estudaram
12 pacientes do grupo T, 11 possuiam reacao positiva da fos
fatase acida, enquanto que apenas 3 pacientes de 47 do tipo

nao-T/nao-B. Willians et al. 136

verificaram que, em 7 pa
cientes com LLA do tipo 7, 4 apresentaram reacao positiva

da FA.

Dos 9 pacientes que apresentaram reagEo positiva do
PAS, 4 pacientes (44,5%) eram do grupo T e cinco (55,5%) do
grupo nao-T/nao-B. Em relacao a reacao citoquimica do PAS,
nao foi obseryada associacao entre a positividade desta rea
cao e a dos grupos de LLA. Resu]tados semelhantes foram ob
servados por Brouet et al. ]9, que tambem nao observaram as
sociacao entre 0S grupos de LLA definidos por marcadores imu
nologicos devmembrana e a reacao citoquimica do PAS. Willians

136

et al. evidenciaram tambem reacao positiva do PAS em 2

pacientes com LLA do grupo T (28,5%).

Nossos resultados nao concordam com os de Tsukimoto

et al. 127

» que evidenciaram que os pacientes com LLA do ti
po T possuem a reagéo citoquimica do PAS fraca ou negativa,
concluindo que estes achados reforgaria a hip6teée de que a
reacao do PAS possui valor prognGStico. Nossos resultados,
entretanto, parece nao comprovar que possa existir uma re]g
cao entre o achado de celulas com reacao positiva ao PAS e
as manifestacoes clinicas que indicariam bom prognostico.
Por exemplo, 0 caso n 26 apresentou marcadores imunologicos
de cé]d]as T, massa em mediastino, infiltragao de sistema

nervoso central e positividade intensa a reacao citoquimica

do PAS.
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A reacao citoquimica da ENE foi encontrada positiva
em quatro pacientes. Destes, 3 pertenciam ao grupo T e 1,
ao grupo nEo—T/nonB.. Em nossa serie, esta reagao citoqui

mica nao esteve associada aos tipos de LLA.

Estes achados sao discordantes dos encontrados por

Kulenkampff et al. 75.

Neste trabalho, dos 5 pacientes com
LLA do tipo T, 4 apresentaram positividade a reagEo citoqui
mica da ENE enquanto que apenas 1 de 16 pacientes do tipo
nao-T/nao-B a apresentou. A menor incidencia de casos posi
tivos para ENE no grupo T, em nossa serie, pode ser explica
da em fungao do tempo de incubagdao das laminas como substra
to, que foi de 45 minutos, ao contrario do de Kulenkampff et

75

al. , que foi de 3 horas.

CORRELACAO DOS VALORES HEMATOLOGICOS E DAS MANIFESTACOES
CLINICAS COM 0S TIPOS DE AAL

Em nossa série, houve 9 pacientes com contagens Tleu
cocitgrias acima de 50.000/ul. Destes, 5 pacientes perten
ciam ao grupo T (27,7% do grupo T) e 4, ab arupo nao-T/nao-B
(19,0% do grupo ndao-T/nao-B), conforme a Tabela Ig. A dife
renca entre os dois grupos, em relacao as contagens de Teu
cotitos, nao foi estatisticamente significativa. Dados se
melhantes foram encontrados por Heidemann et al. 62,que tam
bém nao evidenciaram associagao entre as contagens de leuco

citos e 0s grupos T e nao-T/nao-B. Entretanto, a maioria

dos autores estao em desacordo com estes achados. Bowman et

al. 17 estudaram 179 pacientes com LLA e, dos 33 com LLAdo
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tipo T, 19 (57,3%) possuiam leucdcitos acima de 50.000/u1,
enquanto que, em 146 do grupo nao-T/nao-B, apenas 16 (6,5%)
apresentaram estas contagens de leucdocitos. Dados semelhan
tes foram observados por Brouet et al. ZQ’ que »“observaram
que 45% dos pacientes com LLA do tipo T possuiam leucocitos
acima de 50;000/p1,'enquanto que isto ocorreu em apenas 9%
do grupo nao-T/nao-B. Chessel et al. 28 verificaram que,em
11 pacientes do grupb T, 8 (72,7%) possuiam leucocitos aci
ma de 100.000/u1 e em 8 de 71 pacientes (11,3%) no grupo nao-

T/nao-B. 0s estudos de Tsukimoto et al. 127 e Kersey et al.

72 tambem concordam com estes achados.

Em nossos pacientes com LLA do tipo T, notou-se uma
pequena incidencia de casos que possuiam contagens Tleucoci:
térias acima de 50-000/u]. Isto, provavelmente, & devido ao
fato de que todos os pacientes com estas contagens Teucoci
tarias possuiam mais de 5 anos. Se fossem retirados do gru
po de pacientes com LLA do tipo T aqueles com menos de 5 a
nos, a percentagem de pacientes deste tipo de LLA com conta
gens 1eucocft5rias acima de 50.000/ul, passaria a 45,6%,cog

cordando portanto com os dados da literatura 17, 20, 72.

Em nossa serie, houve uma associagao entre niveis mais
elevados de Hb e o grupo de LLA do tipo T. Estes achados con

2 - X -
O, que tambem observaram ni

cordam com os de Brouet et al.
veis mais elevados de Hb nos pacientes do grupo de LLA doti

po T.

A possivel explicacao para o fato de os pacientes do

grupo de LLA do tipo T possuirem niveis mais elevados de Hb
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pode estar ligada ao comportamento biologico do tumor. Exis
tem muitas evidencias de que as células leucémicas deste ti
po de LLA nasceriam no timo e posteriormente invadiriam a

- 106 - . . .
medula ossea , provavelmente nao interferinfo com a eri

tropoese nos estagios iniciais da doenca.

Todos os pacientes que apresentaram massa em medias

~tino pertenciam ao grupo T. Este achado concorda com os de

142 70

Yamanaka et al. e de Kaplan et al. , 05 quais eviden

ciaram massa em mediastino apenas em pacientes com LLA do

tipo T, Entretanto, alguns autores, entre eles Bowman et al.

17 6 113 28

, Sen et al. ob

, Barret et é]. e Chessel et al.
servaram a presenca de massa em mediastino, tanto em pacieg
tes do grupo de LLA do tipo T como nos do tipo nao-T/nao-B.-
A analise destes trabalhos, porém, evidencia que muitos des
tes pacientes com massa em mediastino, classificados no gru
po de¢ LLA do tipo nao-T/nao-B, nao tiveram as celulas leuce
‘micas estudadas com o AALT e isto provavelmente influenciou
os resultados. A importﬁncia deste fato pode ser observado
em nossa série, onde apenas 2 pacientes doé 6 que apresenta
ram massa em mediastino possuiam ER acima de 20%.

70

Na serie estudada por Kaplan et al. , dos 4»pacieﬂ

tes que possuiam massa no mediastino, 2 nao apresentaram ER

acima de 20% e na de Bowman et al. 17

» com 12 pacientes,ape
nas 6 apresentaram células leucemicas com receptores para
ER. Sa]iente—se que todos estes pacientes possuiam celulas
leucemicas reativas com o AALT.

Deve ser salientado ainda que nenhum paciente da nos

sa série que apresentava massa em mediastino possuia idade
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s

inferior a 4 anos. Da revisao dos trabalhos publicados 6,
70, 113 — ” ~ . .

. , onde existiam estes dados, nao se evidenciou nenhum
paciente com esta manifestacao clinica com idade inferior a

3 anos.

Chamou a atengao o fato de que, dos 6 pacientes com
massa em mediastino, 1 nao apresentou positividade a rea
¢3o citoquimica da FA. Este achado esta de acordo "com 0s
estudos de Catovski et al. 23; 0s quais evidenciaram que 3
paéientes com massa em mediastino e_mércadores celuiares de

linfocitos T apresentaram reagao citoquimica da FA negativa.

Dois aspectos principais foram evidenciados na anéli
se dos nossos pacientes. 0 primeiro refere-se a maior inci.
dencia de LLA do tipo T na casuistica. Este fato poderia
ser devido a reatTvidadeAdo AALT com outros tipos celulares,
que nao os linfocitos T. Isto € pouco provavel porque oAALT
- foi exaustivamente adsorvido com varios tecidos e testados
com varios tipos celulares. Aléem disso, todos os pacientes,
com excecao de um, nao apresentaram marcadores de ]inf6ci
tos B. Outra evidencia que torna pouco provéve] a possibi
lidade de outros tipos de LLA no tipo T foi o ~acompanhamen
to cl7nico destes pgcientes. Embora e]es'nﬁo.tenham' sido
tratados de maneira semelhante, o.esquema de tratdmento_c]i
nico utilizado em todos os pacientes obedeceu crjtérios ge
rais do tratamento moderno de LLA 87. Apesar disso, apenas
3 pacientes deste tipo (casos nQs 25, 34 e 39) permanecem
em remissao por 8, 9 e 11 meses, respectivamente.

Muitas evidencias sugerem que um mesmo tipo deneopla

sia pode apresentar diferentes manifestacoes clinicas e pa
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droes de malignidade, dependendo da regiao onde ela & encon

trada. \Uchiyama et a].']28

descreveram 16 pacientes com LLA .
do tipo T, com evolugao subaguda ou cronica, com manifesta
¢oes clinicas particulares em uma mesma localidade. Entre-

33 encohtrou maior incidencia de Doenga de Hodgkin

| nos, Costa
em pabientes de baixa idade é com tipos histologicos de pior
prognBStico,quando comparados com oS da literatura.As possi
veis causas para estes fatos permanecem inexplicadas, porem

tem sido implicados fatores genéticos 83, ambientais 14,73,

112 e infecciosos 95.7

Outro aspecto e a forma de manifestagao clinica dos
pacientes do grupo de LLA do tipo T com idade inferior a 3
anos, que diferiu daquela dos pacientes com idade superior:

a esta.

Do total de 6 pacientes do tipo T com idade inferior
a 3 anos, 5 apresentaram manifestacoes clinicas semelhante
aos pacientes do tipo nEo=T/n50;B.' Nenhum paciente apresen
tou leucdcitos acima de 50.000/W] ou massa em mediastino.Um
paciente caso (n¢ 34) apresentou tumorag6es cutaneas aTém

de um comprometimento importante da medula dssea.

Chamou a atencao também que apenas | paciehte desse
grupo apresenfou reagﬁo da FA forteménte positiva. Alem dis
so, a reatividade das celulas leucemicas ao AALT e a conta
gem de celulas ER foi menor do que nos pacientes do tipo _T

com idade superior a 3 anos.

Estes dados suportam a hipotese que possa existir um

tipo intermediario de AAL do tipo T (Anexo VIII). Netzel et
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al. %6 estudaram 66 pacientes com LLA dos quais 21 reagiram

simultaneamente com o AALT e com o AALC. Em nenhum desses
pacientes foi demonstrado massa em mediastino e a contagem
leucocitaria foi menor do que no tipo T que nao possui rea

tividade com o AALC.

Devido a pouca experiéncia_com este tipo de LLA ain
da nao se conhece o modo desses'pacientes responderem a te
rapeutica. Dos nossos 6 casos, apenas 2 permanecem em remis
$ao sugerindo que este tipo de LLA provavelmente apresente

pior prognostico.
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CONCLUSDES

Observou-se maior incidencia de LLA do tipo nao-T/nao-B

entre 2 e 5 anos e de LLA do tipo T acima dos 14 anos.

Nos casos de LLA do tipo .T predominou o sexo masculino e

nos do tipo nao-T/nao-B predominou o sexo feminino.

Niveis elevados de hemoglobina estiveram associados a LLA

do tipo T.

A contagem leucocitaria bem como o tamanho dos linfonodos,

figado e baco nao sao Uteis para distinguir os tipos de LLA.

Todos os pacientes que apresentaram massa emmediastino fo

ram classificados como LLA do tipo T.

Nao existiu correlagao entre a contagem de leucocitos e a

idade dos pacientes com os diferentes tipos de LLA.

A morfologia celular nao distingue os diferentes tipos de

LLA.

As reacoes citoquimicas com PAS e ENE nao foram uUteis pa

ra caracterizar os diferentes tipos de LLA.
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A reacao citoquimica com FA somente foi positiva em paci

entes com LLA do tipo T.

Os pacientes com LLA do tipo T com idade inferior a 3 anos
apresentam exteriorizagao clinica diferente daqueles com

idade superior a 3 anos.

Para a classificacao das LLA e fundamental a realizagao
de estudos imunologicos que detectem antigenos associados
aos linfocitos T e B por anti-soros especificos, imunoglo

bulinas de superficie e formacao de E-rosetas.
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ANEXO IT - ACHADOS DE EXAME FISICO DOS
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ANEXO T - DIMENSUES E LOCALIZA@UES DOS LINFONODOS

DOS PACIENTES COM LLA.

121

NO CERVICAL OCCIPAL SUBMENT.  SUPRACLAY. AXILAR INGUINAL
1 1.0x1.0 - 1.5x1.5 0.5x0.5 0.5x0.5
2 1.0x1.0 1.0x1.0 1.5x1.5 1.0x1.0 2.0x2.0 1.5x1.5
3 0.5x0.5 0.5x0.5 2.0x3.0 3.0x3.0
4 2.5%x2.5 2.0x2.0 2.0x2.0 1.5x1.5 2.0x2.0 2.0x2.0
5 0.5x0.5 ’ 1.0x1.5 0.5x0.5
6 3.0x2.0 1.0x1.5 2.5x2.5
7 0.5x1.0 1.0x1.5 : 1.0x1.0 1.5x2.0
8 0.5x0.5 1.0x1.5 0.5x0.5 0.5x0.5
9 0.5x0.5 0.5x0.5 1.0x1.0

10 2.0x2.0 2.5x2.5 0.5x0.5 0.5x0.5 1.0x1.0
11 0.5x0.5 0.5x0.5 1.0x0.5 0.5x0.5
12 1.0x1.0
13 1.0x1.0 1.5x1.5 1.0x1.0 0.5x0.5
14 0.5x0.5 0.5x0.5
15 3.0x2.0 2.0x2.0 1.0x1.0 2.0x2.5 2.5x2.0
16 0.5x0.5 0.5x0.5
17 3.0x3.0 2.0x2.0 3.0x2.0 3.0x3.0 4.0x3.0
18 2.0x2.0 2.5x2.5 1.0x1.0 1.5x1.5 2.5x2.5
19 1.0x1.5 : 1.4x1.0
20 1.5x1.5 1.0x1.0 1.0x1.0 1.5x1.5 1.5x1.5 1.0x1.0
21 1.0x1.5 1.5x1.0
22 0.5x0.5 0.5x0.5 0.5x0.5
23 2.5x.20 1.0x1.0 1.0x1.0 1.0x1.0 1.0x1.5 2.5x2.0
24 1.0x1.0 0.5x0.5 1.0x1.0 0.5x0.5 1.0x1.0
25 1.0x1.0 1.0x1.0 1.0x1.0 1.5x1.5 1.5x1.5 1.5x1.5
26 2.0x2.0 1.0x1.0 2.5x2.5 0.5x0.5 4.0x2.0 3.0x3.0
27 - 3.0x2.0 2.5x2.0 1.0x1.5 2.0x2.0 3.0x2.0
28 1.0x1.0 0.5x0.5 2.0x1.5 0.5x0.5 0.5x0.5
29 3.0x2.0 1.0x1.0 1.0x1.0 3.0x2.0 3.0x3.0
30 1.5x2.0 2.0x2.5 1.0x1.0 2.5x2.0 1.5x1.5
31 4.5x5.0 4.5x5.0 0.5x0.5
32 0.5x0.5 0.5x0.5 0.5x0.5
33 0.5x1.0 1.0x1.0
34 1.0x1.0 1.0x1.0 0.5x0.5 1.0x1.0
35 2.0x1.5 2.5x1.0 1.5x1.5 2.0x1.5
36 1.0x0.5 1.0x1.0 0.5x0.5 0.5x0.5 1.0x0.5 1.0x1.0
37 0.5x0.5 0.5x0.5 1.5x1.5 1.0x1.0
38 1.0x1.5 0.5x1.0 2.5x1.0 - 0.5x0.5 0.5x0.5 2.5x1.5
-39 1.5x1.5 1.0x1.0 2.0x1.0 1.0x1.0 3.0x2.0 3.0x3.0
40 0.5x0.5 1.0x0.5 0.5x0.5 0.5x0.5

. Subment. = Submentoniana

Supraclav.= Supraclavicular



ANEXO III - ACHADOS MORFOLGGICOS DAS CELULAS LEUCEMICAS
DOS PACIENTES COM LLA.

TAM. CELULAR CROMATINA FORMA NUC. NUCLEOLOS CITOPLASMA BASOFILIA VACUOLIZAGAO T1P0
PEQ. GRD.  HOMOG. HET. REG. IRREG. N VIS. PROEM. ESCAS. ABUND. MOD. ACEN.. VAR.

1 X X X X X X X L1
2 X X X X X X X L1
3 X X X X X X X L2
4 X X X X X X X L1
5 X X X X X X X L1
) X X X X X X X L1
7 X X X X X X X L1
8 X X X X X : L3
9 X ' X X X X X X L1
10 X X X X X X X L]
11 X X X X X X X L1
12 X X X X X X X 12
13 X X X X X X X L1
14 X X X X X X X L2
15 X X X X X X X L1
16 X X X X X ' X -
17 X X X X X X X L1
18 X X X X X X X L1
19 X X X X X X X L1
20 X X X X X X X S L2
21 X X X X X X X L]
22 X ' X X X X X X L2
23 X X X X X X X L1
24 X X X X X X X L]
25 X X X X L1

2cl



ANEXO III - ACHADOS MORFOLOGICOS DAS CELULAS LEUCEMICAS
' DOS PACIENTES COM LLA.

TAM. CELULAR CROMATINA FORMA NUC. NUCLEOLOS CITOPLASMA . BASOFILIA VACUOLIZAGAO
NO : ~ TIPO
PEQ. GRD.  HOMOG. HET. REG. IRREG. N VIS. PROEM. ESCAS. ABUND. MOD.. ACEN. VAR. INT.
26 X X X X X X X L2
27 X X X X X X X L2
28 X X X X X X X L2
29 X X X X X X X L2
30 X X X X X X L1
31 X X X X X X X L2
32 X X X X X x 35 X s L2
33 X X X X X (X X &y X L3
34 X X X : X X X 11
35 X X X X X X L1
36 X X _ X X X X L1
37 X X : X X X X X L2
38 X X X X X X L1
39 X X X X X X X L2
40 X X X X X X L1
TAM. = tamanho HET. = heterjogénea N VIS.= n3o visivel MOD. = moderado
PEQ. = pequena NUC. = nuclear PROEM. = proeminente ACEN.= acentuado
GRD. = grande REG. = regular ESCAS.= escasso VAR. = variavel
HOMOG. = homogenea IRREG. = ir_rfegular ABUND. = abundante INT. = intenso

g€el



ANEXO IV - ACHADOS CITOQUIMICOS DAS CELULAS
LEUCEMICAS DOS PACIENTES COM LLA.
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ANEXO V - MARCADORES DE MEMBRANA DAS CELULAS
LEUCEMICAS DOS PACIENTES COM LLA.

o P | ER% o tesy  mg LT AL
Th (49C) 18h (40C) Th (379C) gk : ESCORES
1 40 38 NR 14 2 4 6 1
2 38 32 NR 14 8 2 5 1
3 2 2 NR 3 2 2 1 6
4 82 63 ~ NR 4 1 0 6 1
5 4 5 NR 16 11 4 1 1
6 NR 98 NR 2 2 0 6 1
7 3 2 NR 3 1 2 1 6
8 4 8 NR 2 82 6 1 6
9 8 10 NR 5 9 4 1 1
10 1 2 NR 22 3 3 1 6
11 52 45 NR 8 13 2 5 1
12 28 30 NR 20 7 4 6 6
13 7 5 NR 9 8 7 1 6
14 0 Q NR 3 2 2 1 6
15 3 2 NR 2 1 1 1 6
16 38 30 NR 5 9 2 3 1
17 8 5 NR 9 1 2 6 1
18 7 6 NR 3 2 6 1 6
19 1 2 NR 4 2 4 1 6
20 3 2 NR 2 4 8 1 6
21 8 13 NR 7 4 5 1 6
22 8 6 NR 2 2 1 1 6
23 51 43 NR 1 3 1 ) 2
24 2 3 NR 1 4 2 1 )
25 20 20 NR 7 6 0 5 1
26 7 8 NR 7 1 0 6 - 1
27 17 8 NR 6 1 1 6 1
28 45 48 NR 20 3 1 5 1
29 12 13 NR 9 15 1 1 6
30. 47 23 20 0 1 0 6 1
31 11 9 2 3 10 3 1 6
32 4 3 2 6 3 2 1 6
33 80 72 70 9 34 1 6 1
34 29 23 20 12 6 2 5 1
35 47 30 1 4 ) 2 6 1
36 11 9 2 1 4 1 1 1
37 2 2 0 2 1 1 1 6
38 - 3 3 1 3 1 1 1 6
39 24 18 6 1 2 1 6 1
40 6 6 2 3 6 8 1 6
ER = Roseta com eritrocitos de carneiro
ZC = Roseta com zynosan tratado com complemento
IgS - = Imunoglobulina de superficie
‘MR = Roseta com eritrocitos de camundongo

AALT = Anti-soro que detecta antigeno associado aos linfocitos T

AMLB = Anti-soro que detecta antigeno  Ia-like

N R

O Hoe e sl



ANEXO VI - VALORES HEMATIMETRICOS DOS

PACIENTES COM LLA,
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VG  Hb

o PLAQUETAS LEUCOCITOS BLASTOS
% g/d1 x 1.000/u1 x 1.000/u1 %
1 36 11,3 33,00 26,00 69
2 24 7,2 10,00 6,90 57
3 20 6,9 11,00 11,35 96
4 27 8,5 18,00 122,80 68
5 32 7,4 19,00 7,70 32
6 31 10,6 40,00 507,00 92
7 27 8,8 10,00 10,00 35
8 33 11,5 150,00 6.40 03
9 12 3,7 140,00 0,70 00
10 26 8,0 1,00 0,90 48
1 35 11,6 20,00 6,40 43
12 15 5,1 2,00 36,00 82
13 19 6,6 26,00 16,90 64
14 17 6,0 1,00 1.000,00 100
15 33 10,9 35,00 13,50 53
16 32 1,0 43,00 4,55 32
17 32 10,9 39,00 17,00 71
18 21 7,9 11,00 167,00 92
19 18 5,9 38,00 7,20 58
20 36 12,6 130,00 3,20 00
21 26 8,5 10,00 125,00 69
22 25 8,2 '3,00 3,70 31
23 22 6,9 7,00 3,80 10
24 26 8,1 13,00 2,10 99
25 30 10,5 5,00 6,40 04
26 32 10,4 185,00 4,90 25
27 25 8,4 17,00 109,00 97
28 12 6,0 70,00 10,00 33
29 22 7.4 240,00 35,90 88
30 22 7,1 10,00 380,00 95
31 44 13,4 110,00 8,50 00
32 23 8,0 | NR 11,30 70
33 32 10,8 200,00 26,60 02
34 32 9,2 125,00 17,40 49
35 30 10,0 2,00 33,40 60
36 21 7,3 6,00 3,00 18
37 13 4,2 23,00 60,50 80
38 24 8,0 52,00 24,80 85
39 34 11,0 32,00 170,00 73
40 20 6,7 NR 39,20 20

VG
Hb

MR

Volume globular

Hemoglobina

NG Rentizapa



ANEXO VIT - ER, IgS e ZC DOS LINFOCITOS
PERIFERICOS T e B.
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LINF3CITOS EXPERT ER IgS ZC
PERIFERICOS MENTOS % % %
1 88 2 3
T
2 82 3 1
1 33 35 20
B
2 35 32 21
1 61 13 9
Controle
2 64 14 11
ER = Roseta com eritrocitos de carneiro
IgS = Imunoglobulina de superficie
N
ZC = Roseta com Zynosan tratado com complemento
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ANEXO VIII - GRUPOS DE LAL E 0S RESPECTIVOS
MARCADORES DE MEMBRANA.

GRUPOS ER AALT IgS AALB IgC AALC

T
Timica + +
Pré-timica ' +
Intermediﬁria : + +

B + +

Nao-T, Nao-B

. Comum + +

Pré-B + + +
Indiferenciada - ou +

ER

AALT

AALB

AALC

IgS

IgC

Roseta com eritrocitos de carneiro

Anti-soro que detecta ant7genos associados aos linfocitos T
Anti-soro que detecta antTgeros associados aos linfocitos B
Anti-soro que detecta antigenos associados 5_1eucemia comum
Imunoglobulina de superficie

Imunoglobulina intracitoplasmatica



