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Resumo
v

O gene supressor de tumor p53 é a alteração genéüca isolada mais comum em
todos os tipos de câncer e, portanto, tem sido frequentemente implicado na patogênese

de muitos tiunores humanos. O objetivo deste estudo foi a análise reürospecüva das

características morfológicas e a avaliação da expressão da proteína p53 por
üni-mohistoquímica em biópsia de medula óssea de pacientes portadores de síndrome

mielodisplásüca (SMD) previamente diagnosücados. Quarenta e ü-ês fragmentos de
biópsia óssea, obüdos de trinta e três pacientes, foram retrospectivamente analisa-
dos e os achados relacionados entre si e com parâmeü-os clínico-laboratoriais. Na

avaliação morfológica, o maior percentual de pacientes (78,8%) possuía medula óssea
hipercelular, enquanto 9,1% apresentavam mediila normoceliilar e 12,1% hipocelular.

A dismegacariopoese foi a alteração displásüca mais frequentemente observada, pre-
sente em 72,7% dos casos. A localização anormal de precursores imaturos e o au-

mento da rede de reticulina foram detectados em 39,4% e 34,4% dos pacientes, res-

pectivamente. A frequência de nódulos linfóides (27,3%) foi superior à de ouü-os au-

tores. Não foi observada relação entre a presença de nódiilos linfóides e a faixa etária

mas, foi demonstrada uma associação significaüva com o espessamento das fibras de

reuciuiaa. A expressão nuclear alimentada da proteína p53 foi evidenciada em 15,2%
dos casos e em nenhum dos controles. Todos os cinco pacientes com positividade

para p53 evoluíram para uma forma mais agressiva da doença e/ ou leucemia aguda,
o que possibüitou uma associação estatisticamente significatíva entre expressão au-
mentada da proteína e progressão da doença. Os resultados não permitem uma
conclusão sobre a participação da mutação do gene p53 na génese da mielodisplasia.
No entanto, uma vez presente, a mutação possivelmente confere vantagem seletiva de

proliferação ao clone mutante, sendo portanto útil para predizer a evolução da doen-
ca. Síndromes mielodisplásücas são heterogéneas não apenas quanto ao fenóüpo
mas também com relação às bases moleculares envolvidas na sua génese e progres-
são. Estudos com iim maior número de casos e mais detalhados são necessários para

uma melhor compreensão desses mecanismos moleculares, o que pode possibüitar
um tratamento mais específico e eficaz dos portadores de síndrome mielodisplástica.
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Summary

The p53 gene is currenuy thought to be a tumor suppressor gene, and its alterauons

have been suggested to be involved m the pathogenesis of several human malignajicies.

The piirpose of fhe present study was fhe evaluation of histológica! findings and
the uiununohistochemical study ofp53 egression on bone marrow biopsy from uiirty-

three patients in which a myelodysplasuc syndrome (MDS) was diagnosed. Forty-

three bone marrow biopsies were reü-ospecüvely reviewed, and relationship among

the different histological parajmeters as weU as clinicopafhological correlations were
looked for.

Histological analysis showed in 78,8% of cases a hypercellular, in 12,1% a
hypocellular and in 9,1% a norniocellular bone marrow. Dysraegakaryopoiesis was
the inost prominent abnormality of the hematopoietic series, detected in 72,7% of

cases. Abnormal localization of immature precursors occurred in 39,4% of patients

and increase in reticulin fibers occurred in 34,4%. The frequency oflymphoid nodules

in our cases (27.3%) was higher fhan that reported by others with no relauonship
with age, but significanuy related to Üückenmg of Uie reticulin network . Nuclear
accumulaüon ofp53 protein was foimd m 15,2% offhe cases whereas control subjects

were imiformly negaüve for p53 protein. All the five MDS cases that exhibited positive
p53 reaction had some kind of disease progression, namely a more advanced FAB
subtype and/or acute leukenua. A p53 immunoreactivity was therefore significanuy

related to biological aggressiveness and progression of the disease.

The results suggest that p53 mutauons may contribute, albeit rarely, to the
development of MDS and, once present, may confer a growth advantage to myeloid
cells and therefore is useful for predicting the evoluüon. MDS is heterogeneous not

only in its phenotype but also in the Kciolecular niechanism of its genesis and

progression. More extended and detailed study is necessary to understand the
molecular basis of MDS development. The major aim is a more specific and effective

treatment of these pauents.
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Introdução
-/«

Ciclo Celular

O ciclo celular compreende essencialmente a interfase, uma fase de intensa atM-

dade biossíntéüca durante a qual a célula duplica seu número de cromossomos e a

divisão, fase final e microscopicamente visível de uma alteração básica que ocorreu

a nível niolecular durante a intérfase. Está esquematicamente dividido em quatro

intervalos sucessivos: Gl, S, G2e M (mitose). G l, do termo inglês "first gap", é um

período de duração variável que ü-anscorre entre o final da mitose e o início da

síntese de DNA. A smtese do DNA e a duplicação do genoma acontecem durante a

fase S, que é seguida de um período G2, do termo inglês "second gap", de aparente

inatividade que antecede a próxüna nütose. Durante o período G2 a célula possui o

dobro (4c) da quanüdade de DNA presente na célula diplóide original (2c). Depois da

mitose(M) as células entram novamente no período G l e possuem um conteúdo de

DNA equivalente a 2c (Figura l).

Figura l - Ciclo Celular

Fase M

G G G2 1 o

s

Não proliferação
ou

Estágio final

i
Morte celular

GO—variável Gi—variável S—7a12h G2—1a6h M-1a2h
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Introdução
-/.

Ciclo Celular

O ciclo celular compreende essenciaünente a interfase, uma fase de intensa ativi-

dade biossintéüca durante a qual a célula duplica seu número de cromossomos e a

divisão, fase final e microscopicamente visível de uma alteração básica que ocorreu

a nível molecular durante a intérfase. Está esquematicamente dividido em quatro

intervalos sucessivos: G1,S, G2 e M (mitose). G l, do ternio inglês "first gap", é um

período de duração variável que transcorre enü-e o final da nütose e o início da

síntese de DNA. A síntese do DNA e a duplicação do genoma acontecem durante a
fase S, que é seguida de um período G2, do terino inglês "second gap", de aparente
inaüvidade que antecede a próxüna mitose. Durante o período G2 a céliúa possm o

dobro (4c) da quantidade de DNA presente na célula diplóide origmal (2c). Depois da

mitose(M) as células entram novamente no período G l e possuem um conteúdo de

DNA equivalente a 2c (Figura l).

Figura l - Ciclo Celular

Não proliferação
ou

Fase M

G GG2 1 o

[
s

Estágio final

Morte celular

Go—variável Gi—variável S—7 a 12 h Gz—laGh M-1a2h
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Existe ainda uma fase Go, na qual a célula está em repouso, mas pode, quando
adequadamente estimulada, enü-ar em ciclo celular (BASERGA, 1990). Portanto, niim
determinado tecido, existem imia população de células em ciclo e lima outra fora do

ciclo celtúar. A duração de cada uma das fases do ciclo celiilar sofre variação conside-
ravel no mesmo e em diferentes tecidos, sejam normais ou neoplásicos.

Os mecanismos regulatórios do ciclo celular nas células eucarióücas envolvem

proteínas cujo nível e aüvidade atuam direta ou indiretamente no conü-ole da prolife-
ração celular. O controle negativo da progressão do ciclo celular é exercido durante o
desenvolvimento, diferenciação, seiulidade e morte celiilar, além de ter um papel im-
portante na prevenção da tumorigênese (HARTWELL, 1994).

Células são capazes de retardar a progressão dentro do ciclo celular em resposta
a danos causados por processos celulares intrínsecos ou eventos extrínsecos não

programados através de pontos de conü-ole ("checkpoints"). Miütos desses pontos
existem dentro do ciclo celiúar com o objeüvo principal de manter a integridade do
genoma,garanUndo a fidelidade do processo de divisão celular, à medida que não
libera paira proliferação células com genoma instável.

Pantos de controle na transição G l-S controlam a entrada da célula na fase de

síntese (S), protegendo-a da replicaçâo do DNA alterado. A perda ou anormalidades

de genes envolvidos na transição G l-S potencialmente conduzem à instabüidade

genômica, com sobrevida inapropriada de células geneticamente alteradas e possível
evolução para um fenóüpo maligno. Poucos genes que controlara a transição G2-M
foram identíficados em humanos.

p53 - O gene e a proteína

Genes supressores de tumor são aqueles cujos alelos normais funcionam para
prevenir ou suprimir a tumorigênese (SAGER,1989; MARSHALL, 1991;

WEINBERGJ991; HOLLINGSWORTH,1991; KNUDSON, 1993). São, portanto, bar-
reíras fisiológicas contra a expansão clonal e a mutabüidade genômica, sendo sua
perda de função ou inativação potencialmente oncogênica.

O gene supressor de tumor p53 é composto por 20 küobases (kb), contém 11

exons e está localizado no braço curto do cromossomo 17 (17 p 13.1) (LAMB, 1986;

ISOBE, 1986). Codifica uma fosfoproteína nuclear de 53 küodaltons composta de 393
aminoácidos, que foi prüneiramente identificada em cultura de células de roedores

transformadas pelo vírus símiesco SV 40 (LANE, 1979), quando foi classificada como

antígeno tumoral. Posteriormente, foi considerado iim oncogene aüvador de prolife-
ração celular, pela sua cooperação com o oncogene rãs na ü-anformação de fibroblastos
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de camundongo (PARADA, 1984). Pertence atualmente à categoria dos genes supressores
de tumor por atuar, na sua forma fisiológica ("wüd-type"-wt), através da regulação
negativa do ciclo celtúar. Quando sofre mutação ou inaüvação funcional adqiüre habl-
lidade de transformação (FINLAY, 1989; HINDS, 1989).

A proteína p53 está esquematicamente dividida em regiões ou domínios fimci-
onais (LEVINE, 1991). A porção NH2-terminal (N-terminal) é composta pêlos prünei-
ros 75 aminoácidos e é sinülar aos fatores de transcrição. E importante para a habi-
lidade de regular a transcrição de um grupo de genes efetores da transição G l-S do
ciclo celular. A região central da molécula constitui o seu síüo de ligação ao DNA e é de
importância na determinação da conformação adequada às suas funções normais. A
porção carboxü-terminal (C-terniinal) é o domínio que permite a oligomerização ou
teü-ainerização, necessária e responsável pela alta afinidade da ligação específica ao
DNA. Contém ainda uma sequência de localização nuclear, que responde pelo seu
direcionamento müracelular (GREENBLATT, 1994).

Em células normais, a proteína p53 se encontra na forma de agregados de
baixo peso molecular e sua concentração é mantida em baixos níveis através de
proteólise, cora uma meia-vida de 20 a 30 minutos. Sua função é o controle da
proliferação celiúar normal, o que requer localização nuclear (SHAULSKY, 1991) e
ligação sequência-específica ao DNA. E, portanto, um. componente ünportante da res-
posta celtúar à mjúria ao DNA, agindo como o guardião do genoma (LANE, 1992),
monitorizando a sua integridade. Quando lima injúria ao DNA ocorre, seja de forma
espontânea, como o dano oxidaüvo causado pêlos radicais livres gerados pêlos pro-
cessas biológicos, seja induzida por agentes genotóxicos físicos ou qiiímicos, a prote-
ína se acumula e retarda o ciclo celular , através do bloqueio da toransição da fase G l
para a fase S (MARX, 1993), fornecendo tempo adicional para o seu reparo e atuando
como ponto de controle ("checkpoint"). Ainda como resposta ao dano ao DNA, quan-
do falha o mecanismo de reparo, é um agente indutor de apoptose (YONISH, 1991;
LANE, 1993), impedindo assim a propagação ou replicação de céltúas com lesões
mutagênicas que conü-ibuem ou são potencialmente oncogênicas, minimizando as
chances de transformação celular e garantindo a estabüidade genômica (KASTAN,
1991a; HARTWELL, 1992). Células da pele humana normal, quando expostas à radi-

ação ultra-violeta, um agente sabidamente envolvido na carcinogênese cutânea, apre-
sentam acúmulo rápido e progessivo de p53 na epiderme (HALL, 1993) , numa
demonstração da atuação do p53 em resposta ao dano ao DNA , consistente com sua

função de gene supressor de tumor.

A função biológica da proteína p53 é exercida através da regulação da transcri-
cão, seu principal mecanismo molecular (FIELDS, 1990; VOGELSTEIN, 1992b). Como
fator de transcrição, atua diretamente ou aü-avés de um complexo com outras prote-
mas que se ligam a genes específicos, regulando e controlando quais deles são
toranscritos em RNA pela enzima RNA polimerase (LATCHMAN, 1996). E capaz de
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induzir a expressão de diferentes genes que contenham uma sequência específica de
DNA, em tecidos específicos ou em resposta a deterininados estímiilos, resiütando,

assim, no controle negaüvo da proliferação celular ou indução de apoptose.

O gene p53 normal é dispensável para a viabüidade celiilar ou para o desenvolvi-
mento embriogênico normal, como demonsü-ado em camundongos. No entanto, sua
ausência ("knockout mice") predispõe o animal para o desenvolvimento de múltiplas
neoplasias num período precoce da vida (DONEHOWER, 1992). Pacientes portado-
res da síndrome de Li-Fraumeni, lima condição autossômica-dominante rara, apre-

sentam maüvação congénita de um alelo do p53 e tornam-se , após perda ou muta-
cão adqiürida do segundo alelo, predispostos a mülüplos tumores primários, tais
como carcinoma de mama, sarcoinas de partes moles, tumor cerebral, leucemias e

outros, nas prüneíras décadas da vida (LI, 1982; MALKIN, 1990).

O câncer é um processo mulügênico, no qual genes promotores de tiimor
(oncogenes) assim conao supressores de tiunor desempenham um papel essencial
(KNUDSON, 1985). Eventos genéticos ocorrem sequencialmente, de forma cumiilaüva,
numa cascata de alterações genômicas, tais como mutação, deleção,
translocação, amplificação ou rearranjo, niun contínuo processo de seleção (BISHOR

1987; BISHOR 1991). A diferença crucial entre células normais e malignas está em
alterações nestes genes específicos que conü-olam a proliferação e a homeostase
üssiilar (WYNFORD-THOMAS, 1991). A procura de genes consistentemente relacio-
nados a tumores e a compreensão dos seus mecanlsraos de ação têm, portanto, im-

plicações clínicas potenciais na patogênese, diagnóstico, prognóstico e üratamento
(CORDON-CARDO, 1995; DUFFY, 1993; WEINBERG, 1992).

São vários os possíveis mecanismos de inativação funcional da proteína p53
que, potencialmente, conferem à céli-ila instabilidade genética, permitindo o acúmulo
de lesões genômicas, com consequente seleçâo de clones malignos. A ligação com
proteínas celulares ou oncoproteínas virais pode maüvar a proteína p53 normal. O

oncogene mdm2 , localizado no braço longo do cromossomo 12 (12q 12-13) está
amplificado numa fração significaüva dos sarcomas e a ligação de sua proteína celu-
lar (p90) à porção N-terminal da proteína p53 normal regula sua estabüidade e dimi-
nui a sua aüvidade transcricional, prejudicando sua função de supressão de tumor

(MOMAND, 1992; OLINER,1993). A interação do antígeno T do vírus SV-40 com a
porção central da moléciila p53 tem o mesmo efeito funcional (MIETZ, 1992). O
carcinoma do colo uterino está epidemiologicamente relacionado ao papüoma vírus
humano (HPV) subüpos 16 e 18, que expressam a proteína E6. A interação de E6
com a proteína p53 normal resiüta na sua degradação, consütuindo-se niun outro
mecanismo de inativação epigenéüca (SCHEFFNER, 1990) e fornecendo a base
molecular para a associação carcinoma do colo uterino -HPV
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Mais recentemente, um outro mecanismo de mativação da proteína p53 foi iden-

tificado num estudo em câncer de mama (MOLL, 1992). Algims desses tumores apre-
sentavam níveis elevados de p53 normal no citoplasma das céliilas malignas, onde
sua função como fator de transcrição e supressor de proliferação é inativada. Portan-
to a exclusão nuclear , mantendo a proteína fora do seu síüo de ação, foi proposta
como mais um mecanismo de inativação funcional (PERRY, 1993).

A função da proteína normal é muito sensível a pequenas alterações na

sequência de aminoácidos da molécula. Mutações envolvendo o gene p53 são a anor-
malidade genéüca conhecida mais comum no câncer humano (HOLLSTEIN, 1991),
sendo observadas numa grande variedade de tumores (NIGRO, 1989 ; BARTER, 1991).
Muitos tipos diferentes de alteração do p53 são encontrados nas várias linhagens
celulares de tumores humanos. Mutações específicas conferem, diferentes fenóüpos e
podem reüetir a ação de diferentes mutágenos, com possíveis implicações eüológicas
(VOGELSTEIN, 1992a). No entanto, a alteração mais comum é a mutação pontual ou
pimtiforme, resultante de uma única substituição de bases na moléciila do DNA, em
zonas de alta instabilidade ("hot spots"), entre os exons 5 e 8 (CARON DE
FROMENTELJ992). Mais de 80% das mutações do gene p53 são do üpo "missense",
codificando uraa proteína com alteração na sua sequência de aminoácidos, inodifica-
cão de conformação (GANNON, 1990) e propriedades regulatórias alteradas, o que
lhe confere potencial oncogênico. A proteína mutante tem, portanto, alterações esüru-
turais e fimcíonais, destacando-se um sigmficativo aumento da sua estabüidade, com
meia-vida que se estende de minutos para horas, com consequente elevação de sua
concenü-ação intracelular e perda da capacidade de ligação sequência-específica com
o DNA. O estudo de sua estrutura tridimensional dá suporte à hipótese de que a
ligação ao DNA é críüca para sua atividade biológica e fornece dados para a compre -
ensão de como mutações causam inaüvação funcional (CHO, 1994; FRIEND, 1994).
A proteína mutante pode formar imi complexo com a subunidade normal (wt), alte-
rando sua conformação e prevenindo seu funcionamento , num mecanismo proposto
de dominância negativa (KERN, 1992). No entanto, sabe-se que as formas mutantes
não são necessariamente equivalentes com relação às suas propriedades bioquími-
cãs e biológicas, e algumas formas podem exibir caráter recessivo (CHEN, 1990).A
perda da aüvidade supressora de tumor e ganho de potencial de transformação são
propriedades frequentes das formas mutantes, enconü-adas predominantemente em
agregados de alto peso molecular nas células transformadas.

A expressão aumentada da proteína p53 em tumores humanos, frequentemente
relacionada com um fenóüpo mais agressivo, é atribuída ao aumento da sua estabili-
dade e consequente acúmi.do intracelular. A análise molecular em miiitos desses tu-
mores sugere que a proteína é mutante (BARTER, 1991; BAAS, 1994; CANNON,
1990). A observação de que existe lima boa correlação entre mutação do gene p53 e
acumulação da proteína, aliada à disponibüidade de anUcorpos monoclonais com
diferentes especlficidades (BANKS,1986; GANNON,1990; VOJTESEKJ992; LEGROS,
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1993; PEZZELLA, 1994), que podem reconhecer siraiütaneamente a proteína norinal

e mutante, têm permitido e estimulado a análise, por técnicas imunohistoquímicas,

daquela que, em 1993, foi considerada a molécula do ano (CULOTTA, 1993).

Síndromes Mielodisplásticas

Síndromes mielodisplásticas (SMD) são iim grupo heterogéneo de desordens
clonais, originadas na célula progenitora hematopoéüca (JANSSEN, 1989), caracte-
rizadas por hematopoese displástica e ineficaz (KOEFFLER,1986; GALTON,1986;
DOLL, 1989; GIRALT,1997;SAN MIGUEL, 1996; KOEFFLER.1996). O curso natural

varia amplamente desde anemias refratárias isoladas, com baixa propensão para

transformação leucêmica, até pancitopenias graves com profundos distúrbios na

produção e maturação das células sanguíneas e elevado risco de progressão para
leucose aguda (YOSHIDA,1993b; RESEGOTTI,1992). São mais frequentes em indi-
víduos com idade superior a 50 anos e sua incidência aumenta com a idade

(WILLIAMSON, 1994). Nos indivíduos mais jovens e, eventualmente em crianças,

são frequentemente complicação tardia de exposição prévia a agentes químicos,
quimioterapia ou radioterapia. As assim denominadas SMD secundárias (SMD-s)
correspondem a aproxünadamente 10% dos casos e apresentam algumas caracterís-
ucas especiais (ROSENBLOOM, 1992; ORAZI, 1993). A disü-ibuição é igual para ambos

os sexos. A incidência anual oscüa enü-e 2,1 e 12,6 casos por 100.000 habitantes
(WILLIAMSON, 1994; AUL, 1995), o que se eqmpara ou até sobrepõe aquela da leucemia

mielóide aguda, em especial na faixa etária acüna de 60 anos. E provável que a
incidência real seja ainda superior, considerando-se a frequência de doença subclírdca

e a dificuldade diagnósüca nos casos cora nüelodisplasia leve. Há , no entanto, o
consenso de que a incidência é crescente, seja pela disponibüidade de melhores re-

cursos diagnósticos, seja pelo crescente número de casos secundários à quimioterapia,
radioterapia e à exposição a agentes ambientais ou ocupacionais (LEVINE, 1992;
PARK, 1996).

O diagnóstico de SMD é considerado nos casos de anemia inexplicada e persis-
tente, com resposta mapropriada de reüculócitos, neutropenia, trombocitopenia e/ou
monocitose, sem causa justificada de falência medular e não associadas a doenças

sistémicas. Condições tais como deficiêncids nuüricionais (ferro, folato, vitamina B 12,
piridoxina), dispoese droga-indiizida, alcoolismo, anemia das doenças crónicas, infec-
cão pelo vírus da imunodeficiência himiana adquirida (LORAND METZE,1991;
KALOUTSIJ994), citopenias de causa imunológica e doença hepática ou renal severa

devem ser consideradas (HOFMANN, 1996). No sangue periférico são comuns alterações

morfológicas nos eritrócitos (aiiisocitose, macrocitose, poiquilocitose, pontühadobasóJBlo,
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eriü-oblastos circiúantes) e graniilócitos (hipogranulaçáo, hipossegmentação ou anoma-
Ua Pelger-Hüet sínule,núcleo em anel). A medida é, em geral, normo ou hipercelular, mas
celiilaridade medular inferior a 30% pode ser observada em 10 a 30% dos casos

(FOHLMEISTER,1985; NAND,1988; YOSHIDA, 1988; TUZUNER,1995). O diagnóstico
citológico se baseia essencialmente nos aspectos displásticos observados em graus vari-

ados nas três linhagens celulares. Tais alterações devem estar presentes em pelo menos

10% da população celular na linhagem envolvida (GOASGUEN, 1992; KOUIDES, 1992;
KOUIDES, 1996; HO, 1993; FARHI, 1995; REIZENSTEIN, 1992).Aeriüropoeseporvezes

é megaloblástica, podendo-se aiada observar multinucleaçâo, hemoglobinização
deficiente,assíncromsmo de mah-u-ação, sideroblastos em anel à reação de Peris, mitoses

aberrantes e pontes íntemucleares (HEAD, 1989). Na série granulocítica são comi.ins as
formas de grande porte, o retardo e o assincronismo de maturação, o aumento dabasofitia

citoplasmáüca, a hipo ou hipergranulação e o aumento de formas nionocitóides. Nos
precursores da linhagem megacariocítica se observam, em mais de 50% dos casos, gran-

dês formas mononucleadas, hipo ou hiperlobulação e a presença de micromegacariócitos
que, junto à hipossegmentação dos neuü-ófílos, constituem os aspectos displásücos
mais comuns e característicos das SMD (KURTCAMA, 1986).

A classificação das SMD se baseia no exame do sangue periférico e aspirado
medular, obedecendo os critérios estabelecidos pelo grupo cooperativo franco-ame-
ricano-britânico (FAB) (BENNETT, 1976; BENNETT, 1982), na tentativa de agrupar
entidades com achados smulEu-es e implicações prognósücas coini.ms. Cinco subgrupos
distintos são propostos de acordo com o percentual de blastos no sangue periférico

e mediila óssea, número absoluto de monócitos no sangue periférico e percentual de
sideroblastos em anel na medula óssea: Anemia Refratária (AR), Anemia Refratária

com Sideroblastos em Anel (ARSA), Anemia Refratária com Excesso de Blastos (AREB),

Anemia Refratária com Excesso de Blastos em Transformação (AREB-t) e Leucemia

Mielomonocítica Crónica (LMMC). Situações de difícil classificação existem,

correspondendo a aproximadamente 10% dos casos (MICHELS,1990).

Técnicas citoquímicas e imunológicas, embora dispensáveis para o diagnóstico, po-

dem ser de valor para a definição da linhagem celular (SEO, 1993). A reação com o
Sudan black b pode, em geral, definir a origem mielóide de céliilas blásticas, enquan-
to a esterase não-específica ou dupla-esterase facüíta a distinção entre precursores

inonocíticos e mielócitos hipogranulares. A imunoinarcaçâo com anticorpos
monoclonais é também utüizada para a idenüficação do üpo celular (MOIR, 1983).

São utilizados marcadores específicos para a linhagem mielóide, linfóide e
megacariocitica, estes ülümos úteis na identificação de micromegacariócitos que,
pelo seu aspecto displásüco, podeni ser de difícü caracterização.

Além dos testes ünunocitoquímicos, nos últimos dez anos, a biópsia óssea se
estabeleceu como complemento indispensável, fornecendo informações adicionais de
importância no diagnóstico e prognóstico (TRICOT, 1984a; SAAD, 1994;
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LAMBERTÈNGm, 1993; RIOS, 1990; KAMPMEIER, 1992; BARTL, 1992; TRICOT, 1985):

estimativa da celiilaridade global, avaliação da arqmtetiu-a mediúar , relação do tecido
hematopoético com a ü-abécula óssea, localização anonnal de precursores imaturos (ALIP)
(TRICOT, 1984b; MANGI, 1991) e associação com fibrose. O estudo imunohistoquímico
é atuaknente reconhecido como um recurso fundamental no diagnóstico das afecções da
medula óssea (FALDSTI, 1984; VAN DERVALK, 1989; SHDM, 1992). Nas SMD, potencializa
o valor diagnóstico e prognóstico, na medida em que sobrepuja algumas limitações íne-
rentes à histologia: linütação precisa das linhagens celtilares e identificação de aspectos
displásticos, em especial na série megacariocíüca.

Eventualmente, nos casos em que as características displásücas são míni-
mas, critérios adicionais são necessários (VERHOEFJ995; REIZENSTEIN, 1992).0
estudo citogenético é um recurso importante para o diagnósüco, além de ser um
importante marcador prognósüco e lima contribuição potencial no estudo da biolo-
gia e patogênese das SMD (THIRD MIC, 1988). Alterações simples ou complexas
(NOWELL,1986; HAASE,1995) estão presentes em 40 a 70% dos casos e, embora
não existam aberrações específicas, a perda de material genético ocorre com maior
frequência (MUFTI, 1992b) e define síndromes com aspectos morfológicos e
citogenéücos específicos: síndrome do 5q- (BOULTWOOD, 1994), síndrome -7 (KERE,
1987) e síndrome 17p- (LAI, 1995).

Até recentemente, as SMD constitmam o estágio identificável mais precoce no
processo de múltiplas etapas da leucemogênese, caracterizadas por anormaüdades
heinatológicas, inorfológicas e citogenéticas distintas. O desenvolvimento da genética
molecular tomou possível não só o estudo da clonalidade e a definição nos casos de
diagnósüco morfológico difícü , mas também o estudo dos mecanismos genéücos envol-
vidos na progressão da doença (LIST, 1992). As evidências siigerem que as SMD podem,
na verdade, representar uma etapa mais avançada na progressão para leucemia aguda,
precedida por um acúmulo de alterações genômicas que permaneciam até então
mdetectáveist JACOBS, 1991; BARTRAM, 1992; STEPHENSON, 1993; BARTRAM, 1996).

Raskmd e colaboradores (RASKIND, 1984), através do estiido em células somáticas

em mtdher heterozigota para a gLicose-6-fosfato desídrogenase (G-6-PD), confirmaram a
natiireza clonal da doença e postularam que pelo menos duas etapas estão envolvidas
na patogênese das SMD: a indução de proliferação clonal de células progenitoras
hematopoéticas geneticainente instáveis e a aquisição mais tardia de alterações
cromossomicas. 0 câncer é sabidamente o resiiltado de imi processo de múlüplas etapas
(PITOT, 1993) e, embora a patogênese das SMD seja ainda foco de mmtas pesquisas, evidên-
cias sugerem que unia sequência de lesões ao DNA ocorre, levando a alterações na função
cehilar, emergência e consequente evolução do done premaUgno. Assim como o modelo propos-
to por Fearon e Vogelstein (FEARON, 1990) para a tumorigênese colorretal, o acúmulo
de lesões genômicas, mais que a sua ordem precisa é um determinante crítico para o
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estabelecimento das SMD e evolução para leucemia aguda, embora as lesões responsá-
veis pela iniciação e progressão da doença permaneçain ainda não estabelecidas.

Corao a incidência de SMD é crescente com a idade, presuine-se que altera-
coes na célula hematopoética relacionadas à idade tenham um papel favorecedor na
iniciação do processo (ROTHSTEIN, 1993). O programa normal de envelhecimento,
per si, gera instabüidade cromossônüca (HARTWELL, 1994). A diminuição da reser-
va medular e da capacidade de proliferação tornam as céliilas remanescentes parti-
cularmente vulneráveis a insultos mutagênicos espontâneos ou induzidos e favorecem a
expansão de clones com vantagem seletiva de proliferação (MAUCH, 1982; LIPSCHITZ,
1984). A mjúria genética, seja espontânea, seja secimdária à exposição a agentes
genotóxicos ocupacionais, ambientais ou terapêuticos, pode representar um evento inici-
al no desenvolvunento das SMD. A instabilidade genômica que se segue é um fator
contributivo reconhecido na progressão tumoral em múltiplas etapas (CHENG, 1993).
Mutações somáticas resultam na expressão aumentada ou anormal de proteínas com

propriedades regulatórias de proliferação e dtíerenciação celular, com implicações na
iniciação e progressão para o fenótipo inaligno. Denü-e as alterações moleciilares
identificadas nas SMD estão incluídas as mutações pontiiais no oncogene rãs, niuito
fi-equentes era outras neoplasias (BOS, 1989). A ativação, em especial do N-ras, foi de-
monstrada em aproximadamente 40% dos pacientes portadores de SMD, principalmen-

te nos subüpos LMMC (YUNIS, 1989). Embora não seja necessária nem suficiente para
o desenvolvünento das SMD, a mutação do rãs confere vantagem de proliferação ao
clone mutante e, por ocorrer precocemente no ciu-so da doença, é por vezes utilizado
como marcador clonal (PARKER, 1996). O proto-oncogene^ms, que codifica o receptor
para o fator estimulador de colónia monocítico/macrofágico (M-CSF), está mutado em
aproxíinadamente 15% dos casos de SMD, também preferencialmente nos subtipos LMMC
(PADUA, 1992). E possível que sua ativação tenha um papel na leucemogênese, através
da sua habilidade de transformação, podendo ocorrer em vários estágios no curso da
doença. Porque mutações que ativam o rãs e/ oufms sozmhas são insuficientes para
conferir o fenótipo maligno, quesüona-se sua importância na susceübilidade aumenta-
da a eventos ü-ansformadores subsequentes.

Concomitante à ativação de oncogenes, muitas neoplasias exibem também
mutações de genes supressores. Em situações normais, a proteína codificada regula
a proliferação e diferenciação celular de forma negativa, indiretaraente protegendo
contra a transformação maligna. Sua ínaüvação permite portanto proliferação des-
controlada. Dentre os genes supressores, o p53 é o gene roais coinuniente mutado
em todas as neoplasias humanas (HOLLSTEIN, 1991) e pode estar incluído na cas-
cata de eventos genéticos que forma a base molecular da patogênese das SMD.

A apoptose é um achado frequente na medula óssea de pacientes com
mielodisplasia (CLAFÜK, 1990), correlacionando-se com a elevada taxa de morte üitra-
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medular e consequente citopenia periférica (YOSHIDA, 1993a). Mais recentecaente,
além dos genes envolvidos na proliferação e reparo do DNA, genes cuja expressão
proteica induz ou previne a apoptose têm sido investigados e implicados na
fisiopatologia da doença (RAJAPAKSA, 1996). Do mesmo modo, citoquinas (TNFa,
TGFp, IL1 p), com ação estimiilatória nas células progenitoras e indutora de apoptose
nas células mais diferenciadas, parecem contribuir para o elevado índice de apoptose
observado na medula óssea destes pacientes, jusüfícando o paradoxo de medula
óssea celiilar com sangue periférico citopênico (RAZA, 1996a; RAZA, 1996b).

A identificação de anormalidades croraossômicas ein pacientes portadores de
SMD confirmou a clonalidade dessa desordem e sua relação com aspectos clínicos e
biológicos específicos (LIST, 1990; FENAUX, 1996). As evidências indicam que a
aqiüsição de aberrações cromossômicas é um evento tardio na patogênese das SMD
e iun reflexo da instabüidade do clone mutante. Alterações citogenéticas estão au-
sentes em aproxünadainente 50% dos casos por ocasião do diagnósüco e podem ser
adquiridas ao longo da evolução, conferindo um fenótipo mais agressivo, com vanta-
gem seletiva de proliferação e contribuindo decisivamente para a progressão da do-
ença (FtASKIND, 1984). Anormalidades croinossômicas clonais, sobretudo se com-
plexas, estão, portanto, associadas a risco elevado de transformação leucêmica e
menor sobrevida Independente do subtipo FAB (YUNIS, 1988; GEDDES,1990; SUCIU,
1990; WHITE, 1992; BERNASCONI, 1994; MECUCCI, 1992).

A leucemogênese é, portanto, lima sucessão de lesões genômicas, onde a ex-
pressão anormal isolada de um gene é insuficiente para a transformação. A lesão
genômica é provaveknente um evento precoce, enquanto as alterações cromossômicas
são um evento tardio. A citogenética e a genética molecular são estudos complemen-
tares e igualmente relevantes, contribuindo para o diagnóstico, prognóstico e maior
conhecimento dos mecanismos biológicos envolvidos na transformação neoplásica.
Uma melhor compreensão da patogênese das SMD vai certamente possibüitar maior
especificidade e efeüvidade do tratamento.
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Objetivos
^

l - Caracterização inorfológica de pacientes portadores de síndromes
nüelodisplásticas, através do estudo da biópsia óssea, com ênfase para cinco

critérios: celularidade estimada, presença de alterações displásticas (dispoeses),

presença de aglomerados de precursores mielóides imaturos no espaço

intertrabeciüar (ALIP), presença de fibrose e presença de nódulos Imfóides.

2 - Caracterização ünunohistoquünica quanto à expressão da protema p53.

3 - Avaliação do papel da expressão alimentada da proteína p53 nas síndromes

mielodisplásticas.

11



Material e Métodos

Pacientes

Trinta e três pacientes, portadores de síndrome mielodisplásUca, com primeira
consulta no período compreendido entre 1982 e 1996, foram retrospectivamente
estudados. Previamente diagnosticados de acordo com o quadro clínico, estudo do
sangue periférico e aspirado medular e classificados segundo critérios do grupo FAB
(BENNETT, 1982), os pacientes foram tratados e aconipanhados no Serviço de
Hematologia do Departamento de Medicina Clmica da Universidade Federal do Cea-
ra (DMC - UFC). Fizeram parte do estudo aqueles que se submeteram à biópsia
óssea e cujos fragmentos apresentavam condições satisfatórias para novos estudos.
Todos os prontuários foram revisados e deles retirados dados de mteresse para o
estudo, que constam no protocolo de inclusão (ANEXO I). Foram incluídos no estudo

os pacientes nos quais deficiências nutricionais (ferro, vitamina B 12, folato e

piridoxina) foram descartadas por dosagem sérica e/ou teste terapêutíco. Insiificiên-
cia hepáüca e renal foram excluídas e, desde que disponível, realizado o estudo

sorológico para o vírus da ünimodeficiência humana adquirida (HIV). Casos com
dados imprecisos ou diagnóstico duvidoso foram excluídos. Os pacientes foram clas-
stficados de acordo com o escore Bournemouth modificado (MUFTI, 1985; WORSLEY,

1988), utilizando-se os seguintes parâmetros: percentual de blastos na medula óssea
superior a 5%, hemoglobina inferior a 10^'dl, total de neutrófilos inferior a 2,5 x IO9 / L
ou ainda maior que 16x109/Le contagem de plaquetas menor que 100 x IO9 /L. Para
cada parâmetro foi atribiiído um ponto. Pacientes com escore O e l são classificados

como de bom prognóstico, 2 e 3, prognósüco interraediário e 4, mau prognósüco.

Além da primeira biópsia medular, 6 pacientes foram submetidos a uma ou

mais biópsias subsequentes, como parte da avaliação de rotina e seguimento. Os paci-
entes foram classificados como SMD primária ou secundária, caso houvesse relato de

exposição prévia a agentes potencial ou reconhecidamente genotóxicos (agrotóxicos, in-
seticidas, tintas e vernizes, cola de sapateiro e quimioterápicos). A evolução para leucemia
aguda foi definida pelo aumento no percenü^al de blastos na medula óssea para valores
superiores a 30%.

-('
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Estudo morfológico: biópsia óssea

Quarenta e três fragmentos de biópsia óssea de trinta e três pacientes portadores
de síndroine mielodisplásüca foram obtidos nos arquivos do Departamento de Pato-

logia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceará (DPML - UFC).

As biópsias ósseas, no Serviço de Hematologia da UFC, são realizadas na crista

üíaca póstero-superior, sob anestesia local, uülizando-se a agulha de Jamshidi. O
material obüdo, destinado ao estudo morfológico, é rotineiramente fixado em Bouin -

Holande por um período mínimo de 24 h, descalcificado em ácido nítrico a 7% por
um período variável de 2 a 12he incluído em parafina. Cortes histológicos de 5 p.m
de espessura são corados pela hematoxilina e eosina (HE), prata-reüculina e ácido

periódico de Schtff (PÁS). Os fragmentos assim previamente preparados e corados

foram revisados, com especial atenção para cinco critérios:

a) celuldridade estimada - casos com celidaridade igual ou superior a 50% foram

classificados como hipercelular, e aqueles com percentual igual ou mferior a 30%,

hipocelular;

b) presença de caracterísücas displásücas: alterações de maturação nas linha-

gens eritroblástica, graniilocítica e inegacariocíüca;

c) presença de ALIP - casos foram considerados posiüvos se apresentassein pelo

menos 3 agregados de, no míiümo, 5 preciirsores mielóides no mesmo corte;

d) presença de condensação da rede reüculínica

e) presença de nódulos Lfcnfóides.

Estudo imunohistoquímico

a) Anticorpos monoclonais

A pesquisa da expressão da proteína p53 foi realizada utilizando-se os seguintes

anücorpos monoclonais:

l. DO^ (DAKO S/A, Glostrup - Dinamarca)

Anücorpo monoclonal produzido em camundongo

- Especificidade: reconhece epítopo na porção N-terminal da proteína hiimana

p53, localizado entre os aminoácidos 19 e 26 (VOJTESEK, 1992). Reage com a
forma fisiológica e mutante da proteína.

-Düuição- 1:50
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2. Anti-vimentina (DAKO S/A, Glostrup - Dinamarca)

Anticorpo monoclonal produzido em camimdongo

- Especificidade: reconhece epítopo da moléciúa de vimentina, proteína

fílamentosa intermediária presente em. células de origera mesenquünal e alta-

mente sensível à fixação excessiva. E uülizado para monltorizar a preservação
do antígeno e a qualidade e imiformidade da fíxação em tecidos fixados em
formaldeido e incluídos em parafina (BATTIFORA, 1991; MULLINK, 1985).

-Düuição: 1:80

b) Técnica imunoenzimática indireta

O estudo irnunohistoquímico foi realizado em material inclmdo em parafina.

Secções de 5 \xm de espessura foram colocadas em lâminas previamente tratadas

com gelatina (ANEXO II), permanecendo em estufa a 37°C por um período mínimo de
12 horas. Foi pesqmsada a expressão aumentada da proteína p53 através do anücorpo

monoclonal DO^ O anticorpo monoclonal anti-vünentlna foi uülizado para conürole
de fixação do niaterial. Como técnica de recuperação anügênica utilizou-se o forno de
micro-ondas (SHI, 1991; CATTORETTI, 1993). Adotando-se a técnica imuno-

enzimática indireta APAAP, "alkaline-phosphatase antl-alkaline-phosphatase"
(CORDELL, 1984; ERBER, 1989), foram realizadas as etapas segiuntes:

l. desparafinização e hidratação;

2. colocação das lâminas em recipiente plástico contendo tampão citrato lOmM,

pH 6,0 (2,lg de ácido cítrico e 1000ml de água destilada, ajustando o pH com cerca
de 13ml de NaOH 2M) ;

3. colocação dos recipientes no forno de micro-ondas (MN7809BKDG, Panasonic)

na potência máxima, até completar 8 minutos de ebtúição. A cada dois minutos foi
acrescentado o tampão que derramou;

4. colocação dos recipientes era temperatura ambiente por 20 nünutos, ainda em

ciürato;

5. lavagem em solução salina tamponada (TBS) , 0,05M, pH 7,6 por 5 minutos;

6. transferência das lâminas em estudo para a câmara úmida e incubação em soro
normal de coelho (X 902 DAKO) na düuição l :5 em BSA (solução de albumina bovina)

/ TBS a 5%, por 20 minutos em temperatura ambiente. Foram utilizados 200 ^il da

düuição para cada lâmina;

7. retirada do excesso de soro normal de coelho, sem lavar;

14



8. incubação em câmara únüda, nos soros prünários düuídos em BSA/TBS a 5%,

por lima noite, a 4°C. Foram uülizados 200 (U da düuição para cada lâmina, de cada

um dos seguintes anticorpos monoclonais:

-DO^ nadüuição 1:50

- anü-viinenüna na düuição 1:80;

9. lavagem das lâminas em TBS duas vezes durante 5 minutos;

10. transferência das lâininas para a câinara úmida, retirando-se todo o excesso
de TBS;

11. aplicação do anticorpo seciindário (soro de coelho anü-camundongo-Z 259
DAKO), na düuição 1:25 em BSA/TBS 5%, por 30 minutos em temperatura ambiente;

12. lavagem cora TBS, duas vezes durante 5 minutos;

13. transferência das lâminas para a câinara únüda, e aplicação do complexo

APAAP (D 651 DAKO) na düuição 1:50 em BSA/TBS 5% durante 30 minutos em

temperatiira ambiente;

14. lavagem com TBS, duas vezes durante 5 minutos;

15. repeüção, para o aiunento da intensidade da marcação, após o item 14, dos

itens 11, 12, 13e 14 por mais duas vezes; nas repetições, o tempo de incubação para

o anticorpo secundário e complexo APAAP é de 10 minutos;

16. aplicação do subsürato da fosfatase alcalina (ANEXO III) por 15 minutos;

17. lavagem em TBS por 2 minutos;

18. contra-coloração com hematoxüina por l a 2 minutos;

19. montagem das lâminas uülizando Glycergel (C 563 DAKO);

20. leitura das lâminas em microscópio óptico comimi.

Os controles negaüvos da reação de imunohistoquímica foram obüdos pela
omissão dos soros primários. Os conüroles posiüvos para p53 foram amostras de
câncer de mama ductal mfilü-ante, já previamente estudados.

Dez fragmentos de biópsia óssea, obüdos de pacientes com doenças benignas
(anemia ferropriva, púrpura trombocitopênica imunológica, artrite reumatóide,
esquistossomose, hepatite C e síndrome nefróUca), foram utilizados para análise
imunohistoqiiímica como controles externos.
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c) Análise e interpretação dos resultados

A leitura das lâniinas foi realizada através de objetiva de 40x. Foram analisadas

de 300 a 500 células por lâmina e considerados posiüvos, para a expressão aumenta-
da de p53, os casos com marcação nuclear de cor avermeUiada num percentual igual
ou superior a 5% das células . A análise dos cortes marcados com anü-vünentina foi

qualitaüva. Só os casos com evidência de fixação satisfatória, aü-avés da marcação
adequada de vasos e células do estroma, foram considerados.
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Análise Estatística

A análise estatística, realizada no laboratório de Estatísüca do Departamento de

Matemáüca e Estatística da Universidade Federal do Ceará, utilizou a avaliação descri-

uva dos dados e o teste exato de Fisher (SOARES, 1983) nas tabelas de contingência

2x2, para avaliar a signtílcâncía de associações entre as variáveis estudadas. O nível de
significância máximo de 5% foi considerado para definir associações significaüvas.
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Resultados

Foram avaliados 43 fragmentos de biópsia óssea obtidos de 33 pacientes por-
tadores de SMD, previamente diagnosticados e classificados, de acordo com o
estudo do sangue periférico e aspirado medular, com primeira consulta no perío-
do compreendido entre 1982 e 1996. Dentre os pacientes avaliados, 18( 54,5%)
eram do sexo masculino e 15(45,5%) do sexo feminino . A faixa etária variou de

20 a 82 anos, com um.a idade média de 54,6 anos e desvio padrão de 18,7 anos. O
maior percentual de pacientes, 66,7% (22), possui no mínimo 46 anos (Figura 2),
sendo que, 25,0% possuem no máximo 38 anos, 50,0% no máximo 58 anos e 75%
no máxiino 69 anos.

Figura 2 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo
a faixa Etária (anos) - Fortaleza - jan.82/dez.96

•No máximo 45

a No mínimo 46

33,3%

66.7%

a

Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia-

Em 9 pacientes (27,3%), foi detectado algum tipo de exposição a agentes po-
tencial ou recoiihecldamente genotóxlcos. Esses pacientes foram classificados como
SM:D secundária. Em 24 casos (72,7%) nenhuma exposição foi referida, e foram
portanto classificados como SMD primária (Figura 3).
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Figura 3 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Exposição Prévia a Agentes Mutagênlcos

- Fortaleza -Jan.82/dez.96.
|27,3%|

Primária

Secundária

i

72,7%

Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC
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Denu'e os sinais e sintomas observados por ocasião do diagnóstico, a síndrome
anêmica esteve presente em 100% dos casos, sendo também frequentemente obser-
vadas aperda ponderai (42,4%), a síndrome hemorrágica (36,4%) e a esplenomegalia
(24,2%) (Tabela l e Figura 4). Os demais sinais e sintomas apresentados ocorreram
em menos de 20% dos pacientes.

Tabela l - Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo os Sintomas e Sinais Clml-
cos Apresentados - Fortaleza - janeiro/82/dezembro/96
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC
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Figura 4 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo os Sintomas e
Sinais Clínicos Apresentados - Fortaleza - jan/82-dez/96
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC
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B Patologia Cardíaca
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•Hepatomegalia
0 Patologia Digestiva

No hemograma realizado por ocasião do diagnósüco, 16 pacientes (48,5%) apre-
sentavam pancitopenia, 10 pacientes (30,3%) bicitopenia e 7 pacientes (21,2%), uma
citopenia isolada (Figura 5).

Figura 5 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo o Resultado
do Hemograma - Fortaleza - jan/82-dez/96

I48,5%

si

K

s30,3%

21 2%

B Citopenia Isolada IBicitopenia BPancitopenia

Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

De acordo com a classificação FAB, 19 pacientes (57,6%) foram classificados
como AR, 3 pacientes (9,1%) como ARSA, 5 pacientes ( 15,2%) como AREB, 4 pacien-
tes (12,1%) como AREB-t e 2 pacientes (6,1%) como LMMC (Figura 6). Portanto, 22
pacientes (66,7%) pertencem a subtipos de melhor prognósüco - AR e ARSA - en-
quanta 11 pacientes (33,3%) pertencem aos demais subgrupos - AREB, AREB-t e
LMMC (Figura 7).
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Figura 6 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Classülcação FAB - Fortaleza -jan.82/dez.96.

I9,1% I15,2%

I12,1%

6,1%

57,6%

l AR DARSA BAREB IAREB-T ILMMC

Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Figura 7 - Percentagem de Pacientes Segundo os Grupos Prognósticos
Definidos Pela Classificação FAB - Fortaleza - Jan/82-dez/96

33,3%

m
SÉS

66,7%

SAROUARSA
QARBBOUARffi-T OU LMMC Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Os pacientes foram ainda classificados de acordo com o escore de Bournemouth.
O maior percentual de pacientes recebeu escore 3 (39,3%) e o menor percentual
escore 4 (15,2%) . Observou-se que para 18 pacientes (54,5%) foi atribuído no mmi-
mo o escore 3 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Disü-ibulçáo dos Pacientes com SMD Segundo o Escore Bournemouth -
Fortaleza -jan/82-dez/96.

  de pacientesEscores % -::»

l 9 27,3
.^Ïï^^ÍttïW.^..

"ïSS

iff- 18,262

S,39.3!133

54 15.2

TOTAL 33 100.0

Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Utilizando a classülcação FAB para definição de grupos de melhor (AR e ARSA) e
pior prognóstico (AREB, AREB-t e LMMC), obseryou-se que, no primeiro grupo, o
maior percentual de casos(40,9%) obteve escore l e ainda, 59,1% obtiveram o escore

máximo 2. Dentre os pacientes com pior prognóstico, o maior percentual (45,4%)

obteve escore 3 e 81,8% obtiveram escore mínüno 3. Observou-se alada que, retiran-

do-se da amostra os pacientes do subtipo LMMC, 100% dos casos com pior prognós-
tico possuem escore raínüno 3 (Tabela 3 e Figura 8).

Tabela 3 - Dlsü-ibulção dos Pacientes com SMD Segundo os Escores em Função
dos Grupos Prognósticos Obüdos pela Classificação FAB - Fortaleza -
jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC
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(2) AKEB ou AREB-t ou LMMC
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Figura 8 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo os
Escores BoumemouÜi em Fimção do Prognósüco Definido pela

Classificação FAB - Fortaleza -jan.82/dez.96.
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC
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(2) AREB ou AREB-t ou LMMC

O período de acompanhamento dos pacientes variou de l a 132 meses com iné-

dia de 22,3 meses e desvio padrão de 29,0 meses. As faixas de l a 5 meses ede 6 a 10

meses foram as que ocorreram com maior frequência, possuindo cada uma delas

27,3% dos pacientes (Tabela 4 e Figura 9). Aqueles acompanhados por, no mmuno,

72 meses (9,0%), podem ser considerados como discrepantes no conjunto de

casos. Considerando os 33 pacientes, observamos que 75% foram observados por,

no máximo, 33 meses. Retiraado-se da amostra os pacientes com, no mínimo, 72

meses de observação, encontramos que 25% deles foram acompanhados por um pe-

ríodo máximo de 4,5 meses, 50% no máxüno 8,5 meses e 75% no máximo 16,5 meses

e, ainda, o período médio de acompanhamento passa para 15 meses com um desvio

padrão de 15,6 meses.
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Tabela 4 - Disü-ibuiçâo dos Pacientes com SMD Segundo o Período de Acompanha-
mento (meses) - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Figura 9 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo o
Período de Acompanhamento (meses)

- Fortaleza - j£m/82-dez/96.
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] Fonte: HUWC-Semço de Hematologia. UFC

Dos 33 pacientes analisados, l l (33,3%) evoluíram para um subtipo mais agres-

slvo da doença e/ou leuceraia mielóide aguda (Figura 10 e Tabela 5).
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Figura 10 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Evolução da Doença - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Tabela 5- Pacientes Portadores de SMD com Evolução para Subtipo mais Agressi-
vo da Doença e/ou LMA de Acordo com Idade, Classificação FAB e Tipo
de Evolução - Fortaleza - Jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Nos casos em que mais de uma biópsia do mesmo paciente foram aaaüsadas os

exames subsequentes não evidenciaram diferenças relevantes. Os resultados, portanto,
consideram apenas a primeira biópsia realizada.

Na avaliação morfológica, o maior percentual de pacientes (78,8%) possuía medula
óssea hipercelular, enquanto 9, l % apresentavam medula normocelular e 12,1% hlpocelular

(Figura 11).
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Figura 11 -Percentagem de Pacientes com SMD Segundo
a Celularidade - Fortaleza-jan.82/dez.96.
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Fonte: HUWC^erviço de Hematologia- UFC

A análise das alterações de maturação à biópsia óssea evidenciou que a
dlsmegacariopoese isolada foi o achado mais frequente (39,4%), seguido da associa-
cão dismegacarlopoese/disgranulopoese (24,2%). Em 21,2% dos casos nenhuma alte-
ração foi observada (Figura 12).

Figura 12 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presença de Dispoeses - Fortaleza -jan.82/dez.96.
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Fonte: HUWC-Serviço de
Hematologia. UFC

A distribuição dos pacientes com alteração de maturação segundo a linhagem
envolvida evidenciou dlsmegacarlopoese em 72,7% dos casos, disgranulopoese em
39,4% e diseriü-opoese em 12,1% (Tabela 6 e Figuras 13, 14 e 15).
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Tabela 6 - Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo a Dispoese
- Fortaleza - Jan/82-Dez/96
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Figura 13 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Dispoese - Fortaleza -jan.82/dez.96.
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Figura 14 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Dismegacariopoese. Colo-
ração por HE. Aumento de 200X.
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Figura 15 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Dismegacariopoese. Colo-
ração por HE. Aumento de 400X.
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A avaliação do número de linhagens com dispoese mostrou mn maior percentual
de pacientes (42,4%) com apenas uma Imhagem envolvida e, em 78,8% dos casos,
pelo menos uma linhagem estava acometida (Tabela 7 e Figura 16).

Tabela 7 - Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo o Número de Linhagens
com Dispoese - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Figura 16 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo o Número
de Linhagens com Dlspoese - Fortaleza -jaii/82-dez/96
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Em 11 pacientes (34,4%) foi evidenciado aumento da rede de reticiilina (Figura
17 e Figura 18).
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Figura 17 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Espessamento da Rede de
Reticidlna. Coloração pela Prata-reticiillna. Aumento 200X.
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Figura 18 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Espessamento da Rede de
Reticiilina. Coloração pela Prata-reÜcullna. Aumento 400X.
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Na maioria dos casos, portanto, não foi observada flbrose medtúar por ocasião
do diagnóstico (Figura 19). Quando presente, o espessamento da rede de reticullna
foi mais frequente no subtipo AR (21,9%) (Tabela 8).

Figura 19 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presença de Fibrose - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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34,4%
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Tabela 8 - Distribuição dos 32 Pacientes com SMD Segundo a Classificação FAB em
Função da Presença de Flbrose - Fortaleza -Jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC
* Em um paciente a avaliação da rede de reticullna foi prejudicada.

Uma associação significativa entre a presença de fibroso e dlsmegacarlopoese
não foi observada (p=0,2093), embora, dos pacientes com dlsmegacarlopoese, 41,7%
possuíam fibrose, enquanto dentre aqueles sem esta dispoese o percentual cai para
12.5% (Tabela 9 e Figura 20).
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Tabela 9 - Disü-ibulçâo dos Pacientes com SMD Segundo a Presença de Fibrose em
Punção da Presença de Dlsmegacariopoese - Fortaleza - Jan/82-dez/96.
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Teste exato de Fisher - p = 0,2093

* Em um paciente a avaliação da rede de reticiillna foi prejudicada

Figura 20 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a Fibrose em
Função da Dlsmegacarlopoese - Fortaleza - jaii/82-dez/96
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

A presença de ALIP foi observada em 13 pacientes (39,4%) (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Grupamentos de Precurso-
rés Imaturos em Localização Interti'abecular. Coloração por HE. Au-
mento de 400X.
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Figura 22 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Grupamentos de Precurso-
res Imatiiros em Localização Intertrabecular. Coloração por HE. Au-
mento de 400X.
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Na maioria dos casos (60,6%), a localização anormal dos preciu-sòres imatiiros
não foi observada (Figura 23).

Figura 23 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
presença de ALIP - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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l Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Quando presente, os maiores percentuais (12,1%) foram observados nos subüpos
AR e AREB (Tabela 10).

Tabela 10 - Distribuição dos 33 Pacientes com SMD Segundo a Classificação FAB em
Função da Presença de ALIE - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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A anáüse da distribuição dos pacientes, segundo a presença de ALIP em função
do escore Boiirnemouth obüdo l, 2, 3 ou4, evidenciou que, respecüvamente, 0,0%,
50,0%, 53,8% e 60,0% deles apresentavam ALIR o que sugere uma relação dlreta
entre o escore e a presença de ALIP (Tabela lie Figura 24).
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Tabela 11- Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo a Localização Anornaal de
Precursores Imaturos em Função dos Escores Bournemouth
- Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Figura 24 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presença de ALIP em Função dos Escores BOURNEMOUTH

- Fortaleza - jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

A presença de nódulos línfóides foi observada na medula óssea de 9 pacientes
(27,3%) (Figuras 25, 26, 27, 28 e 29 ), sendo 7 casos de AR, l AREB e l AREB-t
(Tabela 12).
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Figura 25 - Percentagem de Pacientes com SDM Segundo a
Presença de Nódulos Llnfóldes - Fortaleza -jaii/82-dez/96.
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia. UFC

Tabela 12 -Distribuição dos 33 Pacientes Portadores de SMD Segundo a Classifl-
cação FAB em Função da Presença de Nódulos Linfóides - Fortaleza -

jan/82-dez/96
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Figura 26 - Corte Histológico de Medula Óssea Exibindo Pequeno Nódulo Lúifóide.
Coloração por HE. Alimento 200X.
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Figura 27 - Corte Histológico de Mediria Óssea Exibindo Volumoso Nódulo Linfólde
bem Delimitado. Coloração por HE. Aumento 200X.
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Figura 28 - Corte Histológico de Medula Óssea Evidenciando Pequeno Grupamento
Lüifólde nas Proximidades da Trabécula Óssea. Coloração por HE. Au-
mento 200X.

Aw

I í tk I K

*s

^ ^^. » s><•^9 f»*.5 «'?^?^ï
.'fc m^.»

^ í »í t
^ï—t. .*i 'fe *ya-s% Jt»•^

íâIf "1 ïf ^ss, m'.< It ys."^ í
».^ »31»*

Í «i i* »»N •i ï ».^í % •-^ f*» tm Tft •t•«' f ^^ 7^f *?v
y"^ ^

^m*i € •It. ^€t>-
»^»• •^.^fc e^ s*

tá »
it » 1I I*

»«t 'A f ^ «•*« w^^J s
^ 'M >. ïyK^ «

% !^^ <i?-i» »»-3 '! ?S#3m^ •r. w i'l^^ a ^^m Si.t v^'<» a«fe. f<v ^^^m / ^ ï•u»
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tes Pouco Precisos. Megacariócltos Dlsü-óflcos. Coloração por HE. Au-
mento 200X.
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Quando avaüada a presença de nódulos linfóides em funçáo da presetiça de fibrose,

observou-se existir uma associação estaüsticamente significaüva (p=0,0349). Dos
pacientes que apresentavam nódulos lüifóldes, 66,7% tainbém possuíam fibrose; dos
que não apresentavam nódulos, 78,3% também não possuíam fibrose (Tabela 13 e

Figura 30).

Tabela 13 - Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo a Presença de Fibrose
na Medula em Função da Presença de Nódulos Llnfóldes - Fortaleza -
jan/82-dez/96
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Teste exato de Fisher - p = 0,0349

* Ein um paciente a avaliação da rede de reticiüina foi prejudicada.

Figura 30 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presença de Flbrose em Função da Presença de Nódulos

Llnfóldes - Fortaleza - jan/82-dez/96.
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Não foi observada associação enü-e a faixa etária e a presença de nódulos linfóides
(p= 0,6808). Em ambas as faixas analisadas, no máximo 45 anos e no mínimo 46
anos, os maiores percentuais de pacientes não possuíam nódulos Unfóides (Tabela 14

e Figura 31).
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Tabela 14- Disüribuiçâo dos Pacientes com SMD Segundo a Presença de Nódulos
Llnfóides em Função da Faixa Etária - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Teste exato de Fisher p = 0,6808

Figura 31 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presença de Nódulos Llnfóldes em Função da Faixa Etária -

Fortaleza - jan.82/dez.96.
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

O estudo ünunohlstoquímico revelou expressão aumentada da proteína p53 em
5 pacientes (15.2%) (Figuras 32, 33 e 34). Os percentuais de céliúas positivas em
cada caso foram 54%, 39%. 27%, 59% e 36%. Nos 10 pacientes portadores de doen-
cãs benignas, utilizados como controles externos, a proteína p53 não foi detectada.
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Tabela 14- Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo a Presença de Nódulos
Linfóldes em Função da Faixa Etária - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Figura 31 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presença de Nódulos Lliifóldes em F\inção da Faixa Etária -

Fortaleza -Jan.82/dez.96.
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O estudo imunohlstoquímico revelou expressão alimentada da proteína p53 em
5 pacientes (15,2%) (Figuras 32, 33 e 34). Os percentuais de céltúas positivas em
cada caso foram 54%, 39%, 27%, 59% e 36%. Nos 10 pacientes portadores de doen-
cãs benignas, utilizados como controles externos, a proteína p53 não foi detectada.
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Figura 32 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Expressão Amnentada da Proteína p53

- Fortaleza -Jan/82-dez/96.
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Figura 33 - Corte Histológico de Mediila Óssea Exibindo Posltívldade para o Marcador
Anti-p53. Técnica APAAE Alimento 200X.
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Figura 34 - Corte Histológico de Mediria Óssea Exibüido Positivldade para o Marcador
Anti-p53. Técnica APAAE Aumento 400X.
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Não foi observada associação entre idade e expressão proteica anormal
(p= l ,0000). Em ambas as faixas etárias consideradas, o maior percentual de pacien-
tes não evidenciou alteração (Figura 35).

Figura 35 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
a Presença da Expressão Aumentada de p53 em Função da

Fabía Etária - Fortaleza - ian.82/dez.96.
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l Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Dos casos com expressão aumentada, 2 (6,1%) pertenciam ao subüpo AR, l (3,0%)
ao subtipo AREB e 2 (6,1%) ao subtipo AREB-t (Tabelas 15, 16 e 17).
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Tabela 16 -Distribuição dos 33 Pacientes com SMD Segundo a Classificação FAB
em Função da Expressão Aumentada da Proteína p53 - Fortaleza -
jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Tabela 17 - Distribuição dos 33 Pacientes com SMD Segundo a Classificação FAB em
Função da Expressão Aumentada da Proteína p53 - Fortaleza - jan/82-
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

A análise dos casos positivos em função dos grupos prognósücos definidos pela
classificação FAB não mostrou associação significaüva (p=0,3041). È interessante
notar, no entaato, que dentre os pacientes com pior prognóstico, 27,3% evidenciaram
posltividade para p53, enquanto no grupo de melhor prognóstico este percentual é
reduzido para 9,1% (Tabela 18 e Figura 36).
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Tabela 18 -Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo a Presença da Expressão
Aumentada da Protema p53 em Função dos Grupos ïïrognósticos - For-
taleza -jan/82-dez/96.
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Teste exato de Fisher, p = 0,3041
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Figura 36 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a Presença da
Expressão Aumentada da Protema p53 em Punçào dos Grupos Prognósticos

- Fortaleza -jan/82-dez/96
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Fonte: HUWC - Serviço de Hematologia - UFC

Retirando-se da amostra os casos de LMMC, o percentual de posltivldade para
p53 no grupo de pior prognóstico passa para 33,3%, o que também não permite uma
associação significativa (p= 0,1313). Quando avaliados em função do escore de
Bournemouth, observou-se que pacientes com expressão aiunentada da proteína p53
pertenciam exclusivamente aos escores 3 e 4 (Figura 37).
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Figura 37 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a Presença
da Expressão Aumentada da Proteína p53 em Função dos Escores

Bournemouth - Fortaleza - jan/82-dez/96
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Fonte: HUWC-Serviço de Hematologia- UFC

Foi observada uma associação significativa entre a expressão aumentada da
proteína p53 e a evolução para subtipo mais agressivo da doença e/ou leucemia aguda

(p= 0,0019). De acordo com os dados observados, 100% dos pacientes com

posltlvidade para p53 evoluíram, enquanto apenas 21,4% daqueles sem essa

posltivldade tiveram alguma forma de evolução da doença (Tabela 19 e Figura 38).

Tabela 19 - Distribuição dos Pacientes com SMD Segundo a Evolução da Doença em
Função da Presença da Expressão Aumentada da Proteína p53 - Fortale-
za-jan/82-dez/96.
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Figura 38 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Evolução da Doença em Função da Presença da Expressão
Aumentada da Protetna p53 - Fortaleza -jan/82-dez/96.
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Discussão

Síndromes mielodisplásticas são desordens adqiiiridâs da célula progenitora
hematopoética, caracterizadas por displasia em uma ou mais linhagens celiilares da
hematopoese, além de graus e combinações variáveis de citopemas periféricas. O dlag-
nóstico permanece baseado principalmente no exame citológico do aspirado medular
(BENNETT, 1982). A biópsia óssea, ínü-oduzida iniciaünente como auxílio nos casos de
diagnóstico difícü, tornou-se indispensável por fornecer avaliação precisa da celularidade
global, detecção do aiiinento das fibras reticulínicas, maior sensibilidade na detecção da
displasia megacariocítica e a observação de alterações na arquitetura medular, como o
deslocamento do sítio da grani-dopoese de sua localização normal parati-abecular para a
região central intertrabeci-dar da medula (TRICOT, 1984a; TRICOT, 1984b; RIOS, 1990;
SAAD, 1994; LAMBERTENGHI, 1993; BARTL, 1992; KAMPMEIER, 1992). Por essas
vantagens, a biópsia óssea estabeleceu-se, nos últimos dez anos, como procedimento de
rotina no diagnóstico de pacientes com SMD.

No presente estudo, 43 fragmentos de biópsia óssea obtidos de 33 pacientes
previamente diagnosücados foram revisados. Seis pacientes foram submeüdos a mais
de uma biópsia, como método de avaüação da evolução da doença. Cinco critérios
forain analisados: celularidade global, presença de fibrose, ALIR dispoeses e nódulos
linfóides.

A maioria dos pacientes com SMD tem medula óssea nomio ou hipercelular (mais
que 50% do espaço intertrábecular ocupado por tecido hematopoético). Um subgrupo distin-
to tein medula hipoplástica por ocasião do dlagnósüco. Nesses casos, o diagaósüco diferencial
com leucemia mielóide aguda hipoplástica ou anemia aplástica pode ser eventualmente difícil.
(POHLMEISTER, 1985; KAMPMEDER, 1992; ROSATI, 1996).De acordo com a inaioria dos
investigadores as SMD são consideradas hípoplásticas qiiando a celularidade medular é igual
ou inferior a 30%. Tais casos representam, em média, 15% (NAND, 1988; YOSHIDA, 1988;
TRICOT, 1984a; RIOS, 1990; LAMBERTENGHI, 1993; HTAGAWA, 1989). Saad e colabora-
dores(SAAD, 1994)observaramiunaíncidênciaelevada(45,6%)de casos hipoceliilares, ques-
tionando o papel do uso indiscriminado de substâncias mielotóxicas, tais como agrotóxicos.
No nosso estudo, apenas quatro casos (12,0%) exibiram medula óssea hipocelular. Uma desses
pacientes estava cronicamente exposto a tintas e vernizes. Em outros oito pacientes, onde uma
e?q)osição a prováveis agentes mutagênicos pôde ser observada, a medula óssea era nonno ou
hiperceliilar.
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Diseritropoese, disgranulopoese e dismegacariopoese podem ser observadas em

cartes histológicos, sobretudo quando é uülizada a inclusão em plástico em vez de

parafina (DELACRETAZ, 1987). Além do que a detecção da dismegacariopoese é mais

precoce e mais fácü nos fragmentos de biópsia que em esfregaços de aspirado medu-
lar (TRICOT, 1984a; mOS, 1990). No nosso estudo, foram observadas características

displásücas na Imhagem mecagariocítica em 72,7% dos casos, imi resultado que está
de acordo com ouüros relatos (TFÍICOT, 1984a; RIOS, 1990; LABERTENGHI, 1993;

SAAD, 1994), enquanto a detecção de diseritropoese, em apenas 12%, foi niüdamente

inferior. Saad e colaboradores (SAAD, 1994), num estudo histológico da medida

óssea de 46 pacientes portadores de SMD, não observaram atipias celtilares nem

topografia anormal de células ein 21,7% dos casos. Sumlarmente, não observamos

caracterísücas displásücas em 21,2% dos pacientes.

A descrição inicial da coexistência de nüelofibrose em pacientes portadores de

SMD foi publicada por Sultan e colaboradores (SULTAN, 1981). Discreto a moderado

aumento em número e/ou espessura das fibras reticiúínicas é relatado niim percentual

variável de casos, de 17 a 65%, mais coraumente nas formas secundárias (TRICOT,

1984a; RIOS, 1990; LAMBERTENGHI, 1993; SAAD, 1994; MASCHEK, 1992). Nos

casos deste estudo, foi observada fibrose mednlar em 34,4%, o que está de acordo

com os relatos da literatura. A mielofibrose nas doenças hematológicas malignas é

provaveknente resultado de lima resposta reacional ou inespecífica a estímtúos ou

injúria à medida (Mc CARTHY, 1985; DÜHRSEN, 1996) e é ati-ibmda à liberação

excessiva ou anormal de substâncias estimuladoras da prolrferação fibroblástica pe-

los megacariócitos (CASTRO-MALASPINA, 1981). A associação frequente entre
mielofibrose e proliferação atípica de megacariócitos dá suporte a essa hipótese.
Maschek e colaboradores (MASCHEK, 1992) observaram uma correlação enü-e a pre-

sença de dlsmegacariopoese e o desenvolvimento de fibrose na análise de 352 pacien-

tes. Essa associação foi observada nos casos estudados, embora não alcance

significância estatísüca.

Eventuahnente, o diagnósüco diferencial entre SMD com fibrose e desordens

mieloproliferativas é difícü (KAMPMEIER, 1992; ROSATI, 1996; VERHOER 1991;
NEUWIRTOVÁ, 1996) e se quesüona se não seria uma entidade clinico-patológica
distinta (LAMBERTENGHI, 1991)

A localização anormal de precursores imaturos (ALIP) foi primeiramente des-

crita por Tricot e colaboradores (TRICOT, 1984b) que assim definiram os agregados

de três ou mais mieloblastos e promielócitos localizados na região central da mediila

óssea. A presença de ALIP pode estar presente em qualquer dos subtipos FAB e

mesmo na ausência de aumento significativo dos elementos imaturos. Inicialmente

descrita como fator prognósüco adverso, relacionada com, menor sobrevida e maior

probabüidade de transformação leucêmica (TRICOT, 1984b), é também Importante
para substanciar o diagnóstico de casos difíceis, porque tem o significado de vin
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padrão anormal de hematopoese (FÍEIZENSTEIN, 1992). A sua presença, no entan-
to, não é um achado patognomônico de SMD, unia vez que tem sido observada na
regeneração mediilar após hipoplasia induzida por quimioterapia na leucemia
rmelóide aguda, na leuceinia nüelóide crónica em crise blástica e após transplante de
medula óssea (VAN DEN BERGHE, 1990). No nosso estudo, casos considerados po-
siüvos, com pelo menos três agregados no mesmo corte, foram observados em 13
pacientes (39,4%), numa frequência inferior à de outros autores (TRICOT, 1984a;
RIOS, 1990; SAAD, 1994). O reconhecimento de ALIP pode ser difícü em cortes de
parafina. A inclusão em plástico permite uma avaliação citológica mais detalhada,
possibüitando melhores resiütados (TR[COT, 1984a; MANGI, 1992). Além das difi-
culdades técnicas, quando biópsias ósseas são analisadas por mais de um observa-
dor, discrepâncias na detecção de ALIP são frequentes, podendo alcançar 17% dos
casos (RIOS, 1990).

Nódiúos linfóides benignos são um achado relaüvamente comiun na mediúa ós-
sea (MAEDA, 1977). Nos cortes histológicos são, em geral, bem delimitados e consti-
tuídos por pequenos linfócitos maduros, de permeio a raras células reticulares,
plasmócitos, eosmófüos e inastócitos. Raramente são niunerosos ou apresentam cen-
ü-o germinativo. A incidência é variável de acordo coin o local biopsiado, são discreta-
mente mais frequentes no sexo feminino, raros na mfância e mais comuns após a
quarta década, auinentando com a idade. Em indivíduos normais, a incidência média
é de 15% (NAVONE, 1985). Uma frequência elevada de nódulos linfóides é observada
em doenças auto-imunes sistêinicas, doenças inieloproUferaüvas, anemias hemolíücas
e no ciirso da sindrome da imunodeficiência humana adquirida (SIDA) (BRUNNIG,
1996). Nas SMD a incidência de nódulos linfóides é variável, alcançando em alguns
estudos 27,3% (MASCHEK, 1992). A importância e o significado desse achado é ain-
da motivo de controvérsias na literatura. Faulkner-Jones e colaboradores, em estudo

sobre a evolução de pacientes com nódiüos linfóides na medula óssea, demostraram
que 22% evoluíram para doença linfoproliferativa, sugerindo que o achado de agrega-
dos ünfóides, ainda que morfologicamente normais, pode não ser fisiológico e alertando
para o risco elevado de síndrome Unfoproüferativa, em especial linf ornas não-Hodgkin
( FAULKNER-JONES, 1988). Com os recursos da Imunofenoüpagem muitos anticorpos
monoclonais têm sido propostos para diferenciar nódiilos linfóides reacionais benig-
nos de malignos (BEN-EZR^ 1994; KUBIK 1989; BLUTH, 1993). Observamos nódu-
los linfóides em 9 pacientes (27,3%), uma frequência elevada quando comparada à de
outros autores (TRICOT, 1984a; RIOS, 1990; MANGI, 1992) e sünüar à de Maschek e
colaboradores (MASCHEK, 1992) (Tabela 20).
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Tabela 20 - Revisão de Dados da Literatura sobre o Achado de Nódulos Linfóides na

Medula Óssea de Pacientes Portadores de Síndromes Mielodisplástlcas.
.i''

Autores -Ano
Presença de Nódulos ^Jl

Linfóldes^%)^.:,:-^j|
Trlcotetal., 1984

Navoneet al., 1985

RlosetaL, 1990

Mangl etal.. 1992

Mascheketal.. 1992

l  de Casos

li
2.540

96 25,0

126 10.0SSE'

^

'vs

Presente-estudo. 1997-;':;r^|gB|Bg|gg||ÍÏ&
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Contrariando o conceito de que nódulos linfóides são mais frequentemente
observados após a quarta década, não observamos associação entre a faixa etária
e a presença de agregados linfóides. Maschek e colaboradores (MASCHEK, 1992),
num estudo de 352 casos, observaram nódulos linfóides em 24% dos pacientes

sem fibrose associada e em 40% dos pacientes com fibrose. Similarmente observa-

mos uma associação significativa entre a presença de nódulos linfóides e a fibrose,
sugerindo que alterações do estroma, além de fatores ambientais, possam ter um
papel na formação desses agregados.

A associação SMD-doença linfoproliferativa tem sido amplamente relatada e
muitos mecanismos são discutidos para justificá-la (MANOHARAN, 1981;

GREENBERG, 1983; COPPLESTONE, 1986; HAMBLIN, 1996): a) é provável que
nas SMD ou na neoplasia linfóide fatores de crescimento sejam liberados pela

célula neoplásica estimulando outi-as linhagens; b) células natural killer (NK) são
um componente imune importante na vigilância imunológica contra tumores, e, se
reduzidas em número e/ou com função deficiente nas SMD, podem facilitar o apa-

recimento de uma outra neoplasia; c) a ocorrência simultânea de duas neoplasias

hematológicas pode ser resultado de suscetibilidade genética; d) a doença
linfoproliferativa associada à SMD poderia ser consequência de proliferação
neoplásica de linfócitos originados de uma célula progenitora comum. No entanto,
a análise da população linfóide em pacientes com SMD demonstrou que linfócitos
policlonais são detectados na maioria dos casos, sugerindo que, em geral, a célula
progenitora neoplásica é provavalmentejá comissionada com a linhagem mielóide
(CULLIGAN, 1992). Estudos posteriores, em especial sobre o sistema linfóide e as
alterações imunológicas nas SMD, serão necessários para o esclarecimento dessa

associação. Em três dos nossos casos, est-idados anteriormente (MAGALHÃES,
1997),uma evolução distinta foi observada: a) a presença de nódulos linfóides apa-
rentemente não interferiu com a evolução da doença; b) nódulos linfóides volumo-

sos corn expressão exclusiva da cadeia leve lambda e com localização paratrabecular
sugeriam associação com síndrome linfoproliferativa; c) nódulos linfóides de limi-
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tes pouco precisos exibindo fenôtipo T "aberrante", caracterizado por perda
antigênica, precederam a evolução para LMA. É necessário, portanto, salientar a
importância da detecção, melhor caracterização e seguimento de agregados linfóides

nestes pacientes.

Na última década, notáveis avanços contribiiíram para a melhor compreensão

dos defeitos moleculares atuantes nas doenças malignas humanas. Um número cres-
cente de genes relacionados à tuinorigênese vêm sendo identificados. Proto-oncogenes
assiunem iim potencial de transformação nialigna através de alterações estruturais

ou expressão anormal de proteínas que participam no conü-ole e regulação da proli-

feração celular, diferenciação e apoptose (BISHOI5 1991). A perda de função dos genes
supressores de tumor, através de deleção, mutação ou alteração epigênica tem igual-
mente papel relevante nesse processo (MARSHALL, 1991; WEINBERG, 1991).

As SMD constituem um bom modelo para o estudo do processo de mülüplas

etapas da leucemogênese, através dos mecanismos moleculares responsáveis pela
disfunção hematopoéüca que precede o desenvolvimento da leucemia aguda. Para

explicar a ü-ansformação leucênüca, Jacobs (JACOBS, 1991) propôs uma evolução

gradual da célula progenitora hematopoéüca através de uma sequência de eventos, a
partir de uma injúria genéüca inicial até o estado preleucêmico e a progressão para

leucemia aguda. Esse conceito está de acordo com o já estabelecido processo de múl-
üplas etapas da transformação maligna (BISHOR 1991). A nati-u-eza da lesão, o tipo
de célula micialmente acomeüda e, provavelmente, a sequência de lesões adquiridas

definem o fenótipo resiütante e a apresentação clínica da doença.

O gene supressor de tumor p53 teca merecido destaque por exercer um papel
importante na regulação do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (LEVINE, 1991;
OREN, 1992; LANE,1990; LEVINE, 1994; ARROWSMITHJ996; EWEN, 1996), e sua

relevância e aplicação clínica têm-se tornado evidentes (DOWELL, 1994a; HAREíIS,

1993; TOMINAGA, 1992). Sua mutação é considerada a alteração genética mais co-
mi-un no câncer humano (HARRIS, 1990; HOLLSTEIN, 1991) e está por vezes altera-

do também nas neoplasias hematológicas (IMAMURA, 1994; PROKOCIMER, 1994;
BI, 1994; FENAUX, 1992; PROKOCIMER, 1986; SANDER, 1993; MORI, 1992;

ICHIKAWA, 1997). O gene p53 tem sido, nos últimos anos, exaustivamente pesquisado
em diferentes tumores humanos (ESRtG, 1994; RODRIGUES, 1990; SCOTT, 1991;

BOSARI, 1995; PORTER, 1992; BOERS, 1996; NAKANISHI, 1996; POLLER, 1993;

OSTROWSKI, 1991; SCHMITT, 1995; SASAKI, 1996). Em levantamento de 210 tra-

balhos, publicados entre janeiro de 1990 e junho de 1993, a pesquisa de alteração do

p53, por análise iinunocitoquünica e/ou niolecular em diferentes tumores sólidos,
evidenciou anorm.alidades em 40% das neoplasias estudadas, com maiores frequências

para melanoma maligno (88%), carcinoma testicular (87%) e carcinoma colorretal
(58%) (DOWELL, 1994a).
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A caracterização do p53 nos pacientes portadores de SMD evidenciou que em 5 a

10% dos casos se observam mutações, em especial do tipo "mlssense" (ADAMSON,
1995; JONVEAUX, 1991; LUDWIG, 1992; SUGIMOTO, 1993; NEUBAUER, 1993;

FENAUX, 1990; TSUSHITA, 1992; KANEKO, 1995) (Tabela 21).

Tabela 21 - Revisão de Dados da Literatura sobre Alteração do Gene p53 e / ou sua
Expressão nas Síndromes Mielodisplásticas.

Autores -Ano
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PCR: reação em cadeia da polünerase

SSCP: polimorfismo de conformação de hélice simples

Em número significativo desses pacientes, o segundo alelo é perdido devido à
deleçâo do braço curto do cromossomo 17, lima alteração evidenciada aü-avés do
estudo citogenético (LAI, 1995). Mutações do gene p53 predominam nos pacientes
com subtipos mais agressivos da doença (AREB, AREB-t e LMMC) e estão, em geral,
associadas à elevada incidência de aberrações citogenéücas complexas indicando,
portanto, pior prognóstico (KANEKO, 1995; WATTEL,1994).

A detecção de alterações do p53 pode ser feita através de técnicas aplicadas a
nível cromossômlco, do gene ou da proteína. Anormalidades da expressão proteica
podem ser investigadas através de Imunocltoqiumlca e imunohlstoquímlca, com ma-
terlal a fresco ou incluído em parafina e, mais recentemente, pela dosagem sérica de

anücorpos anü-p53 (ANGELOPOULOU, 1994), com base na associação existente en-
tre a estabüldade aiunentada da proteína e a presença de mutação (BAAS, 1994;

GANNON, 1990). A proteína codtíicada pelo gene p53 mutante tem conformação alte-
rada e maior estabüldade (GANNON, 1990), o que promove seu acúmulo e permite
sua detecção por técnicas imunológlcas. Nas neoplaslas hematológicas, a
imunocitoquímlca mostrou resultados concordantes com a análise do DNA em 96%
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dos casos (LEPELLEY, 1994) enquanto nos tumores em geral a tmunomarcação (pro-
teína) evidencia alteração numa frequência superior (DOWELL, 1994a), sugerindo
que o estudo da proteína seja mais relevante, por informar com mais precisão sobre
o síaíus funcional do gene (WYNFORD, 1992; MALL, 1994; DOWELL, 1994b). Alguns
pantos no entanto inerecem consideração: a) o uso de técnicas de recuperação
antigênica pode alterar o limiar do nível detectável da proteína, indiizmdo à perda da
correlação enure mutação e expressão proteica aiunentada (McKEE, 1993); b) células
expostas a agentes genotóxicos ou erros genéticos espontâneos, que ocorrem com
elevada frequência nas céliúas tumorais, podem apresentar expressão alimentada da
forma normal da proteína (wt-p53); c) fatores não-mutacionais, tais como ligação a
proteínas celulares ou virais são capazes de estabüizar a proteína induzindo resulta-
dos posiüvos, por vezes pela simples redução ou interrupção na sua via normal de
degradação (MIETZJ992; SCHEFFNERJ990; MOMANDJ992). Também resultados
falso-negativos podein ocorrer, ou seja, ausência de positividade à imunohistoqi-iímica
na presença de mutação do gene, como ocorre, embora raramente, se há deleção de
ambos os alelos ou mutação do tipo "stop codon". Mesmo levando-se em considera-
cão esses aspectos, o consenso é de que a imtuiohistoquímica tem valor real no estu-
do do câncer, com relevância clínica no diagnóstico (COSSMAN, 1991 ; DOWELL, 1994c;
HALL, 1991), prognóstico e avaliação da progressão da doença (DOWELL, 1994a).

Recentemente, Prioleau e Schnitt (PRIOLEAU, 1995), em estudo da expressão do

p53 em câncer de mama, relataram progressiva diminuição da positividade à
iini.mohistoquíniica, em lâmmas armazenadas em temperatura ambiente. A perda
anügênica nesses casos poderia ser causa de resiútados falso-negaüvos. Posterior-
mente, Jacobs e colaboradores (JACOBS, 1996) evidenciaram dmünuição da marca-

cão em 75% dos casos estudados, com alguns casos posiüvos tornando-se negativos
após armazenados em temperatura ambiente por 12 semanas. A perda da
imiuioreatividade também foi observada no estudo de outros antígenos (HENSON, 1996).

Nos trinta e ü-ês casos aqui analisados por imunohistoqi-iímica, uma expressão
aumentada da proteína foi evidenciada em 5 pacientes (15,2%). Essa alteração não se
denionstrou associada à instabüidade genômica própria do programa normal de en-
veüiecimento, uma vez que em ambas as faixas etárias consideradas, no máximo 45
anos e no mínimo 46 anos, o maior percentual de pacientes não apresentou níveis
detectáveis da protema.

No presente estudo apenas marcação nuclear foi obseryada. No entanto, é sabido
que a forma mutante do p53 pode eventualmente ser detectada no citoplasma, devi-
do em parte à sua interaçâo com proteínas do choque térmico (hsp70), de localização
citoplasmáüca (FINLAY, 1988). No estudo do carcinoma colorretal Bosari e colabora-
dores (BOSARI, 1995) observaram que o acúmulo nuclear da proteína está signlfica-
tivamente associado à mutação do gene, enquanto expressão citoplasmáüca foi ob-
servada em tumores com a forma normal do gene, portanto sem correlação com.
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mutação. A localização citoplasmáüca foi ainda descrita no estudo do câncer de mama
por Moll e colaboradores (MOLL, 1992). A observação, nesses casos, de ausência de
mutação levou à sugestão de mais iim mecanism.0 de inaüvação da proteína normal,
definido pêlos autores como exclusão nuclear. A niaioria dos investigadores, portanto,
sustenta que só a marcação nuclear é imi indicador genuíno de mutação do gene p53.

Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994), através de estudo
imunohistoqiiímico de 51 pacientes portadores de SMD, evidenciaram expressão
nuclear aumentada de p53 em 14% dos casos, um percentual comparável ao aqui
observado e superior àqueles que utilizam técnicas de análise do DNA (Tabela 21),
em concordância com. os achados de Dowell (DOWELL, 1994a) para tumores em
geral. Assim como Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994) e, conürariando o
relato dos demais autores, observamos dois casos de expressão aumentada no subüpo
AR, sugerindo que a alteração do p53, quando presente, não seja necessariamente
tim evento tardio ao longo do processo da leucemogênese. No entanto, a baixa
frequência de alterações de p53 nas SMD, súnüar àquela observada na LMA (FENAUX,
1992), sugere que, diferentemente do que acontece com os tumores sólidos, inuta-
coes do p53 podem não exercer um papel relevante como fator iniciador nas SMD.

Mutações do gene p53 estão associadas com a progressão da doença nos linfomas
folictúares (SANDER, 1993) e corn a evolução para crise blástica na leucemia nüelóide
crónica (MASHAL, 1990). Uma associação similar não foi ainda convincentemente
estabelecida para as SMD. No nosso estudo a expressão aumentada da proteína p53,
como indicador de mutação , esteve sigmficaüyamente associada com a evolução para
formas mais agressivas da doença e/ou leucemia aguda, o que está de acordo com os
achados de Kltagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994). Uma posiüvidade para
p53 foi observada eni 45,5% dos pacientes que evoluíram e, ainda, todos aqueles com
expressão proteica aumentada sofreram alguin üpo de progressão da doença, suge-
rindo que a alteração do p53 possa conferir vantagem seletiva de proliferação ao
clone mutante e, assim, contribuir para o acúmulo de lesões genômicas e consequente
evolução. Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994) mostraram ainda uma
posiüvidade crescente em biópsias sequenciais, durante a evolução dos pacientes
estudados, alcançando marcação em mais de 30% das células por ocasião da trans-
formação leucêmica. Esse achado não foi observado no presente estudo, possivel-
mente, em função das limitações de um estudo reü-ospecüvo.

A análise da genética molecular nas SMD deu suporte ao conceito de múltiplas
etapas da leucemogênese. No entanto, lesões genômicas específicas não foram até
então inequivocamente demonstradas. As implicações clínicas de alterações
moleculares nessa doença incluem, no momento, seu uso como marcador clonal na
elucidação do modo de ação e monitorização da eficácia de diferentes agentes
terapêuticos (BARTRAM, 1996; MUFTI, 1992a).
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O conhecimento das bases moleculares de controle da hematopoese normal e
anorinal tem conü-ibiudo para melhor compreensão da fisiopatogenia das doenças
onco-hematologlcas e progressivamente perinitido sua aplicação clínica (SACHS,
1996). Tambem os recentes conhecimentos sobre apoptose e seu papel em muitos
processos fisiológicos e patológicos têm propiciado imia melhor compreensão da
oncogênese (WILLIAMS, 1991; WRIGHT, 1994; WYLLIE, 1995; KERR, 1994;
WILLIAMS, 1993). E sabido que os fatores de crescimento promovem a proliferação
e diferenciação dos precursores hematopoéücos aü-avés da supressão da apoptose
(WILLIAMS, 1990) e o gene p53, na sua forma fisiológica (wt), tem parücipação no
processo de diferenciação das células hematopoéticas (KASTAN, 1991b). Nas
neoplasias, a apoptose é iun fator iinportante no equilíbrio entre ganho (proltíeração)
e perda celular (diferenciação e morte). Nos tumores malignos, a apoptose induzida
pelo p53 é capaz de restringir a proliferação tuinoral e a progressão da doença
(SYMONDS,1994; DONEHOWER, 1996). Nas SMD, a apoptose é um achado comum
na medula óssea, correlacionando-se com a elevada taxa de morte intra-medular e
consequente citopenia periférica (CLARK, 1990;YOSHIDA, 1993a; RAJAPAKSA, 1996;
RAZA, 1996a; RAZA, 1996b; BOGDANOVIC, 1996; LEPELLEY, 1996). A progressão
da doença para leucemia aguda está, em geral, associada à diniiniüção da apoptose e
maior sobrevida das células imaturas, com consequente expansão do clone anornial
(RAJAPAKSA, 1996; RA.ZA, 1996b). Mutações do gene p53 podem, portanto, contri-
buir para a evolução da doença, não só possibüitando o acúmulo de lesões genômicas
(perda do mecanismo de reparo), mas também através da perda de um agente indutor
de apoptose. O controle genético desse mecanismo de morte celular, a participação de
citoquinas e a mterrelação enti-e as vias p53-dependente e p53-independente (PELED,
1996) permanecem ainda objetivo de muitas pesquisas.

A pesquisa e identificação de lesões genéticas associadas coin a génese e pro-
gressão de preleuceinia para leucemia aguda, além de contribiürem para melhor
compreensão dos mecanismos envolvidos na leucemogênese, podem vir a identificar
pacientes com risco elevado de ü-ansformação, complementando o estido citogenéüco
e, eventuaünente, consütuindo novos alvos para uin ü-atamento mais específico e
eficaz dos pacientes com SMD.
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Condusões

l. A distribmção dos subtipos AR (57,6%), ARSA (9,1%), AREB (15,2%), AREB-t
(12,1%) e LMMC (6,1%) foi simüar à de outras séries.

2. Os critérios morfológicos, tais como celularidade, presença de caracterísücas
displásücas, espessamento das fibras de reticulina e localização anormal de pre -
cursores imaturos (ALIP), não diferü-am. de forma relevante daqueles observados

por outros autores.

3. Nódulos linfóides na medula óssea de pacientes com SMD foram mais frequentes

que em outras séries. Não houve correlação com a faixa etária nos casos estuda-

dos, mas foi observada uma associação significativa com a presença de fibrose.
Uma maior atenção deve ser dispensada para a detecção e seguimento de agrega-
dos Unfóides nestes pacientes.

4. A detecção de alteração no gene p53 através do estudo da sua expressão proteica
por üniuiohistoquímica inostrou luna frequência maior que as técnicas de análi-

se do DNA, quando comparada com dados da literatura.

5. Quando presente, a alteração da expressão proteica do gene p53 não é necessari-

amente iun evento tardio ao longo da evolução da doença.

6. A baixa frequência de alterações do p53 encontrada (15,2%) não permite uma

conclusão sobre sua participação como evento iniciador na SMD.

7. Uma vez presente, a expressão aumentada da proteína p53 pode conferir vanta-

gem seletiva de proliferação ao clone mutante, permitindo o acúmulo de lesões
genômicas e a diminuição do índice de apoptose, contribuindo assim para a pro-
gressão da doença. Tem, portanto, utilidade para predizer a evolução.

8. Estudos posteriores, com um maior número de casos são necessários para uma

melhor compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na iniciação e pro-

gressão da SMD.
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Anexo 1

Síndromes Mielodisplásticas

01. PRONTUÁRIO  :

NOME:

IDADE: SEXO:

PROCEDÊNCIA:

ENDEREÇO:

FICHA  :

COR: EST. CIVIL:

PROFISSÃO:

02. EXPOSIÇÃO A AGENTES MUTAGÊNICOS:

ESPECIFICAR:

SIM

03 PmMEIROS SINTOMAS

NÃO

(QUEIXA PRINCIPAL RELACIONA DA À SÍNDROME ANÊMICA, SIND. INFECCIOSA, SIND. PURPÚRICA OU

OUTROS)

04. DATA DOS PRIMEIROS SINTOMAS

(ATÉ O DIAGNÓSTICO EM MESES )

05. EXAME FÍSICO:

[ ] PALIDEZ [ ] GÁNGLIOS

[ ] FEBRE [ ] FÍGADO

[ ] MANIE HEMORRÁGICAS [ ] BAÇO

[ ] PERDA PONDRAL [ ]OUTROS

06. EXAMES LABORATORIAIS:

cm

cm

HEMOGRAMA INICIAL EM: / /

G.V: HTC.: % HB.: g/dl VCM.:_
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MORFOLOGIA: [

] ANISOCITOSE

] MICROCITOSE

] MACROCITOSE

] NORMAL [ ] POIQUILOCITOSE

[ ] HIPOCROMIA

[ ] POLICROMASIA

[ ] PONT. BASÔFILO

[ ] HOWELL- JOLLY [

LEUCÓCITOS:

MB PRO MIE

BAST SEG EO

ERITROBLASTOS/100:

OBS:

OUTROS

./L

MET

BAS Li

PLAQUETAS:_

FERRO SÉRICO:

1ST: :

/L RETICULÕCITOS:

.mg^dl C.L.L.F.:_

% TRANSFERRINA::

MO

_/L

mg/dl

mg/dl

MIELOGRAMA CELULARIDADE: [ ] NORMO

RELAÇÃO MIELÓIDE/ERITRÓIDE:_ :

HIPER

CELULARIDADE ESPECÍFICA:

NORMO HIPO

t ]

[ ]

[ ]

LINHAGEM

S.E.

S.G.

S.M. [ ]

DISPOIESES(+ a ++++):

SÉRIE ERITRÓIDE: [ ] SÉRIE GR^N.:

BLASTOS: % AUER:

PERLS

HIPER

HIPO NA

PREJUDICADA

CITOQUÍMICA:

CITOGENÉTICA:

BIÓPSIA ÓSSEA ( la) EM I ^ /_

SÉRIE MEGA :[

60



CELULAmDADE ESTIMADA:

ALIP: FIBROSE:

DESCRIÇÁO:

NOD.LINE

IMUNOHISTOQUÍMICA (P53):

TAP: % seg. TTPA: seg. COOMBS DIRETO:_
mg/dl CREATININA:_mg/dl TGO:_m^dl TGP: mg/UREIA:

dl

BILIRRUBINAS T:_mg/dl D:_

T3: T4:

mg/dl I:_mg/dl

ELETROFORESE DE PROTEÍNAS SÉRICAS:

TSH:

FAN: CEL.LE.: ER.:

ANTI-HCV

DOS.B12:

HIV:

DOS. AC. FÓLICO:

HBsAg.:_

HTLV l e 2.:

HAM:

07. CLASSIFICAÇÁO:[ ] AR [ ] ARSA [ ] AREB[ ] AREB-t [ ] LMMC

08. ASSOCIAÇÃO COM MIELOFIBROSE:

[ ] SIM [ ] NÃO

09. TRANSFORMAÇÃO PARA LEUCEMIA AGUDA:

[] SIM [ ] NÃO

TEMPO DE EVOLUÇÃO P/LEUCOSE AGUDA:

(DA PmMEIRA CONSULTA AO DIAGNÓSTICO DE LEUCOSE AGUDA )

10. PERÍODO DE AVALIAÇÃO:

(DA PRIMEIRA CONSULTA Á ÚLTIMA NOTÍCIA)

11. ÚLTIMA NOTÍCIA: DATA:_ / _ / .

61



ESTADO CLÍNICO:

[ ] ÓBITO EM:

[ ]OUTROS:

/ / [ ] SEM NOTÍCIA

12. REQUERIMENTOS TRANSFUSIONAIS (MENSAL):

[ ] HEMÁCIAS [ ] PLAQUETAS

13. CONDUTA TERAPÊUTICA:

[ ] SUPORTE [ ]ESTERÓIDES [ 1PIRIDOXINA [ ]B12/FOLATO

[ 1CITOTÓXICA [ ] OUTROS:

14. EVOLUÇÃO
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Anexo 2

Lâminas tratadas com gelatina

Mergulhar duas vezes as lâminas em água destilada

Colocar no s^uinte meio:

10 g gelatina

l g sulfato de cromo Hl de potássio (alúmem de cromo)

2.000ml H^O destilada aquecida (não é necessário ferver)

Preparação do meio

• Aquecer a água e juntar a gelatina, dei?{ando dissolver até ficar clara e üransparente

• Adicionar depois o siilfato de potássio (alúmein de cromo), obtendo uma solução
esverdeada

• Filtrar

• Retirar as lâminas da água destilada e colocar nesta solução durante 30 minutos

• Deixar secar as lâminas muito bem à temperatura ambiente, normalmente de um dia

para o outro.
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Anexo 2

â
I

Lâminas tratadas com gelatina

Mergulhar duas vezes as lâminas em água destilada

Colocar no s^ulnte meio:

10 g gelatina

l g sulfato de cromo Dl de potássio (alúmem de cromo)

2.000ml H^O destilada aquecida (não é necessário ferver)

Preparação do meio

• Aquecer a água e juntar a gelatina, deixando dissolver até ficar dará e transparente

• Adicionar depois o sulfato de potássio (alúmera de cromo), obtendo uma solução
esverdeada

• Fútrar

• Retirar as lâminas da água destilada e colocar nesta solução durante 30 minutos

• Deixar secar as lâminas muito bem à temperatura ambiente, normalmente de um dia

paraoouü-o.
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Anexo 3

Substrato

Naftol AS-MX fosfato .............. 20 mg

Dimeülformamida..................... 2 ml

Tris 0,1 M pH 8,2.................... 98 ml

Levamisol 1M......................... 100^1

Sal Fast Red TR.................... 100 mg

Preparar esta solução dissolvendo o naftol AS-MX fosfato em dünetilformamida num
tubo de vidro. Düuir no tampão Tris 0,1 M pH 8,2 e adicionar o levamisol para
bloquear a fosfatase alcalma endógena, sem interferir com a fosfatase alcalina do
complexo. Esta solução pode ser armazenada no congelador sem o "Fast Red" adício-
nando-o imediatamente antes de usar, fütrando diretamente sobre as lâminas
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