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ELABORACAO DE UMA BIBLIOTECA DE LAMINAS DE PACIENTES
PEDIATRICOS COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA).

DEVELOPING A SLIDES LIBRARY OF PEDIATRIC PATIENTS WITH ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA (ALL).
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RESUMO

As leucemias sdo conhecidas como doencas que apresentam anormalidades
nas células progenitoras do sistema hematopoético ativo na medula oOssea. A
Leucemia Linfoide Aguda (LLA) representa cerca de um terco das neoplasias
malignas infantis, tendo um pico de incidéncia entre 3 a 7 anos. O objetivo deste
trabalho foi elaborar uma biblioteca com 28 laminas policarbonadas hematologicas
permanetes, sendo 12 laminas do subtipo L1, 12 do subtipo L2 e 4 laminas da
leucemia bifenotipica (M3 e L3) de pacientes pediatricos com LLA recém
diagnosticados e tratados em uma instituicdo oncolégica de Curitiba-PR. As laminas
foram preparadas conforme técnica de extensdo sanguinea, coloracdo e fixacdo
especificas. Através de microscopia Optica as laminas foram avaliadas quanto
alteracdes citoplasmaticas, nucleares e células em apoptose, sendo o diagnostico
definitivo fornecido pelos Servigos de Patologia e Analises Clinicas do hospital.
Ressalta-se neste estudo, a importancia da avaliacdo morfolégica das laminas para

um diagnéstico prévio e inicio rapido do tratamento de quimioterapia.
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ABSTRACT

Leukemias are known as hematopoietic progenitors malignancies related to
abnormalities at hematopoietic active progenitor cells in bone marrow. Acute
lymphoblastic leukemia (ALL) represents about one third of childhood malignancies,
with a peak incidence between 3-7 years. The objective of this work was develop a
library with 28 permanent polycarbonate hematological slides, being 12 slides from
subtype L1, 12 slides from subtype L2, and 4 slides from a biphenotypic leukemia
(M3 and L3), all of them from pediatric patients with ALL newly diagnosed and
treated in an oncology institution in Curitiba-PR. All slides were prepared according
to blood extension, staining and fixing specific techniques. Slides were analyzed
using optical microscopy, and were evaluated for cytoplasmic and nuclear changes,
and presence of apoptotic cells. Definitive diagnoses were provided by the
Department of Pathology and Clinical Laboratory of the hospital. This study highlights
the importance of morphological evaluation of hematological slides to a previous

diagnosis and rapid initiation of chemotherapy.

DESCRITORES: Leucemia, Morfologia, Linfoblastica LLA, Pediatrico.
DESCRIPTORS: Leukemia, Morphology, Lymphoblastic, ALL, Pediatric

INTRODUCAO

Existem hoje mais de 100 doengas que apresentam um crescimento anormal
e descontrolado de células e com capacidade de disseminar-se por outras partes do
organismo, tais doencas sdo conhecidas como cancer. Essas células possuem a
capacidade de multiplicar-se rapidamente com tendéncia de serem agressivas e

possuirem caracteristicas semelhantes ao tecido onde se encontram. .2
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A incidéncia de cancer em criancas e adolescentes ou adultos jovens é
relativamente baixa, menos de 1 em 600 criancas desenvolvem algum tipo de
doenca de carater maligno antes dos 15 anos. Os padrbes desse tipo de doencas
entre adultos e criancgas, diferem completamente, desde o local onde aparecem até
as caracteristicas histolégicas observadas. As neoplasias infantis apresentam
menores periodos de laténcia, crescem rapidamente, sdo invasivas, contudo
apresentam uma melhor resposta aos tratamentos de quimioterapia. As células
presentes no tumor infantil sdo semelhantes aos tecidos fetais nos seus diferentes
estagios de desenvolvimento, o que resulta em diversidade e transformacdes

celulares constantes & ¥,

Uma das doencas malignas de grande importancia e que ainda demanda de
estudos para aprimoramento do tratamento e melhora na sobrevida € a leucemia. As
leucemias sdo conhecidas como doencas que apresentam anormalidades nas
células progenitoras do sistema hematopoético na medula 0ssea. Tais células sé&o
progenitoras da formacédo de todas as células sanguineas e tornam-se diferenciadas
mediadas por fatores de crescimento até que se formem as linhagens sanguineas
maduras necessarias ao organismo. Acredita-se que na leucemia haja uma
alteracdo genética durante algum destes processos de diferenciacdo que influencie
também os genes do ciclo celular que controlam diferenciacdo, maturacdo e até
apoptose celular. Oitenta e cinco por cento das leucemias em criangas séo da forma
linfoblastica aguda (LLA), 10% mieloide aguda (LMA) e 5% Mieloide Crénica (LMC).

As leucemias linfoides cronicas (LLC) ndo se manifestam nesta faixa etaria® °.

As células sanguineas sao originadas de duas grandes linhagens, a linfoide e
a mieloide. Dessa forma as leucemias podem ser classificadas de acordo com a
linhagem celular afetada. As leucemias podem assim ser divididas, de uma maneira
geral, como as que atingem as linhagens linfoides e as que atingem as linhagens
mieloides sendo também classificaveis como agudas ou cronicas. Leucemias

agudas caracterizam-se por uma proliferacdo de células ainda bastante jovens e sdo

as que mais acometem criancas e adolescentes © ©.
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A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) representa cerca de um terco das
neoplasias malignas infantis, tendo um pico de incidéncia entre 3 a 7 anos, caindo
apos os 10 anos de idade e elevacdo de incidéncia secundéria apos os 40 anos. A
LLA representa 75 a 80% de todos os casos, enquanto que a Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) representa de 18 a 20% dos casos de leucemias infantis. Cerca de
75.000 novos casos de LLA sao diagnosticados por ano em todo mundo, sendo que
surgem 3 novos casos a cada 100.000 individuos menores de 15 anos. A LLA
precursoras de células B é a mais predominante nesta fase de vida com igual
nameros de casos para ambos sexos. Segundo INCA a estimativa de novos casos
de leucemia para 2010 no estado do Parana foi de 650 novos casos e de 120 novos

casos na capital Curitiba > 7.

O obijetivo principal deste trabalho foi estruturar uma biblioteca de laminas de
pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), e avaliar seus
subtipos e as alteracbes morfolégicas induzidas pela quimioterapia durante cada
fase de tratamento de acordo com diagndstico prévio da instituicdo. A elaboracdo de
materiais de consulta desta natureza terd particular importancia para a preparagao

de futuros profissionais da area de saude quanto ao diagndéstico apurado de LLA.

CASUISTICA E METODO

Este trabalho foi realizado em um hospital oncolégico de Curitiba-PR e
aprovado pelo CEP (Comité de Etica em Pesquisa) local. Todos os pacientes com
cbdigo internacional de doenca C91.0 — Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), foram
convidados e assinaram o um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
aceitando participar da pesquisa. As amostras foram coletadas durante os meses de
julho a outubro de 2011 a medida que foram surgindo novos casos da doenca.

Foram incluidos nesse estudo todos os pacientes diagnosticados com LLA,
em quimioterapia ou virgem de tratamento atendidos no periodo, enquanto que os

pacientes que passaram pelo processo de transplante de células tronco
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hematopoeticas, ou com diagnostico de outras leucemias como LMA, LMC e LLC
foram excluidos desse grupo.

As aliquotas de sangue total utilizadas no estudo foram obtidas durante as
coletas de rotina realizadas para o diagnéstico e acompanhamento do tratamento da
doenca dos pacientes incluidos no estudo. Aliquotas de 1,0 mL, coletadas em tubo
contendo anticoagulante EDTA, foram utilizadas para o preparo de extensdes
sangliineas em laminas policarbonadas, para posterior coloracéo e fixacao.

As extensdes sanguineas foram previamente fixada em metanol por 5
minutos, a seguir coradas com os reagentes de May- Grinwald (Newprov) e Giemsa
(Laborclin) conforme indicacdo dos fabricantes. Sobre cada extensdo sanguinea foi
colocado numero de gotas do corante de May-Grunwald suficiente para cobrir toda a
lamina, por um periodo de quatro minutos. Sem desprezar o corante colocado sobre
a lamina foi acrescentado igual nimero de gotas de agua por mais um minuto. Em
seguida foi desprezada a solucédo e, sem lavar a lamina, foi acrescentado sobre a
mesma a solucdo recém diluida do corante de Giemsa, (uma gota de corante para
cada mililitro de agua). Ap6s vinte minutos a solucdo foi dispensada e a lamina
lavada em agua. As laminas foram secas naturalmente em temperatura ambiente
(8,9).

As laminas coradas e secas, estas foram mergulhadas em xilol durante 5
minutos. Para finalizar o processo de confec¢cédo das laminas permanentes foram
utilizados laminula e a resina Entelan (Merck). Foi adicionado sobre a laminula 120
microlitros de Entelan. Assim que a resina secou foi retirado o excesso dos bordos e
a lamina foi seca em temperatura ambiente. As laminas foram preparadas em
duplicatas.

Uma vez as laminas montadas as mesmas foram avaliadas por microscopia
optica (MODEL L2000A) e classificadas conforme a classificagdo Francés-
Americano-Britanico (FAB). As laminas foram avaliadas quanto as alteracdes
citoplasmaticas, alteracdes nucleares, células em apoptose e células em mitose. Os
resultados foram comparados com o diagndstico definitivo fornecido pelo laboratério

de andlises clinicas e patologia da instituicdo participante. Garantimos que a
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confidencialidade da origem do material foi preservada e nenhum resultado obtido
neste trabalho teve valor diagndstico, ndo havendo o retorno dos resultados deste
trabalho aos pacientes.
Assim como nas demais doencgas malignas existentes, podemos classificar a
LLA de acordo com a caracteristica das células apresentadas durante a analise. A
classificacdo mais utilizada em termos morfolégicos € a do grupo Franco-Americano-
Britanico (FAB) que classifica a LLA como: L; - com blastos pequenos, homogéneos,
relacdo nucleo-citoplasma alta; L, — com blastos de tamanhos variaveis,
heterogéneos, reduzida relacdo nuclo-citoplasma, nucleolos grandes e bem visiveis
(podendo ser confundida com a Leucemia Mielocitica aguda tipo M; , também com
blastos pequenos); e Lz . com blastos grandes, citoplasma basofilo, abundante,
vacuolizado tipo Burkitt, sendo uma forma grave e com pior prognéstico (geralmente
LLA-B) *9.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A LLA € uma alteracdo de origem normalmente ndo conhecida das células
leucocitarias do sangue, caracterizada por um acumulo de células jovens
(blasticas/linfoblastos) anormais no sangue e na medula éssea, que substituem as

células sanguineas normais e plaquetas “?.

Existem algumas doencas e fatores predisponentes para o aparecimento e
desenvolvimento da LLA tais como a sindrome de Down, que apresenta incidéncia
de LLA 20 vezes maior do que em pacientes que ndo possuam a sindrome, a
sindrome de Klinefelter, a associacdo com infec¢des virais, além de fatores

quimicos, ambientais, exposicdo a radiacdes e alguns alimentos © 112,

De acordo com a classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude(OMS),
publicada em 2001 e cuja ultima atualizacdo ocorreu em 2008, as leucemias podem
ser melhor classificadas quanto ao seu padrao citogenético e clinico, incluindo
também a calssificacdo FAB. Na classificacdo da OMS os casos de L; com fenétipo

maduro e translocagées de linfoma de Burkit ndo séo classificados como LLA 9,
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As 28 laminas confeccionadas foram fotografadas para apresentacdo das
caracteristicas morfologicas de cada subtipo da classificacdo FAB, destas, 12
laminas eram do subtipo Li, 12 laminas do subtipo L, e 4 laminas do subtipo L3 e M3
(bifenotipica). . O Quadro 1, em anexo, apresenta exemplo de algumas das imagens
obtidas durante o trabalho.

Foram confeccionadas duas bibliotecas de laminas com 14 laminas cada,
sendo uma delas disponibilizadas para a disciplina de Hematologia das Faculdades
Integradas do Brasil e a outra para o servico de Hematologia da instituicdo na qual o
estudo foi conduzido.

Cinco destas pertenciam ao diagnéstico inicial de 4 pacientes. Infelizmente,
para a paciente denominada como A foi possivel confeccionar somente a lamina de
diagnéstico inicial, visto que a mesma foi a 6bito durante a realizacdo do estudo.
Através das caracteristicas celulares apresentadas, pode-se sugerir que a LLA desta
paciente era uma L;, tendo como principais caracteristicas blastos pequenos,
uniformes, um anico nucléolo, relacdo ndcleo citoplasma elevada, nacleo fendido ou
ndo. O diagnostico foi confirmado posteriormente com os resultados da instituicdo de
origem, sendo estes os resultados da diferencial de leucdcitos, e dos exames de
imunofenotipagem, que demonstraram marcadores CD13, CD15, CD33 e CD65, e
citogenética com a alteracdo 11923, além da presenca do cromossomo Filadélfia
(Ph), sendo assim confirmado uma LLA tipo L; de células pré-B.

A presenca do cromossomo Ph € caracteristica de mau progndstico. A
mesma caracteriza-se pela translocacao reciproca envolvendo os bragos longos dos
cromossomos 9 e 22, anormalidade caracteristica da LMC, mas que pode aparecer
em casos de LLA. Tal translocacéo leva a fusdo de dois genes nos cromossomos 9
e 22, chamados respectivamente de abl e bcr. A proteina quimérica Bcr-Abl
produzida pelo gene translocado € uma enzima tirosina-quinase anormal. Quando o
gene abl se funde com o gene bcr, a proteina resultante funciona de maneira
anormal e leva a uma falta de regulacdo do crescimento e da sobrevivéncia celular.
Para esta paciente foi incluido no esquema terapéutico o farmaco imatinibe, cujo

alvo de acdo é a proteina Bcr-Abl, inibindo a proliferacdo celular e induzindo a
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apoptose das linhagens celulares Bcr-Abl positivas, contudo a paciente nao
respondeu ao tratamento proposto ¢34,

Também com diagndéstico da LLA tipo L; um segundo paciente, denominado
aqui como paciente B, com caracteristica fenotipicas semelhante a paciente A (LLA
de células B), teve um acompanhamento do diagnostico até a fase inicial de
tratamento. Deste paciente foi possivel obter uma sequéncia de laminas de seis
dias. A lamina de diagnéstico deste paciente apresentava um diferencial de 6% de
neutrofilos segmentados, 89% de blastos e 5% de linfécitos.Ja nas demais laminas,
pode-se observar uma diminuicdo do nimero de blastos, chegando a 36% no quinto
dia de tratamento, contudo, até o ultimo dia que o paciente esteve internado para
tratamento antes da alta para intervalo de descanso o0 mesmo ndo havia zerado as
contagens de blastos em sangue periférico.

A citogenética deste paciente apresentou-se normal, apresentando apenas
positividade para imunoglobulinas na superficie dos linfocitos nos resultados de
imunofenotipagem.

A lamina do paciente C de LLA sub tipo L,, apresentava blastos variando em
seu tamanho e forma, pouco citoplasma, ndcleo grande, relacdo ndcleo citoplasma
menos elevada do que no sub tipo L;, nucléolos presentes na maioria dos blastos.
Na contagem diferencial de leucdcitos verificou-se uma grande quantidade de
blastos, linfécitos e presenca de 2% de eritroblastos (precursores eritrécitarios que
ainda nao sofreram processo de cariolise para expulsdo do nucleo),especificamente
a lamina apresentou 78% de blastos, 5% de linfécitos 13% de neutrdfilos, 1% de
mielocitos e 1% de mondocitos. Esta leitura diferencial foi realizada na lamina de
diagndstico do paciente e portanto o mesmo ainda ndo havia recebido nenhum
tratamento.

Durante a avaliacdo destas laminas, pode-se perceber a presenca de
manchas de Grumpecht (restos celulares) em algumas delas. Nos dias seguintes
gue se seguiram ao inicio do tratamento o paciente apresentava uma reducéo
significativa no nimero de blastos, que cairam para 5%, e aumento no niamero de

leucécitos e células maduras normalmente encontradas em sangue periférico (39%
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de linfécitos, 38 % de neutréfilos segmentados, 2% de mondcitos, 10% bastbes e
6% de eosindfilos), incluindo células em apoptose. Esta diminuicdo dos valores de
blastos presentes nas laminas dos dias que se seguiram ao tratamento (inicio um
dia apds diagnostico) pode ser atribuida a elevada sensibilidade das células
leucémicas aos farmacos antineoplasicos utilizados durante o tratamento, tanto que
guatro dias ap6és o inicio do mesmo ndo se observavam mais células leucémicas em
sangue periférico, no entanto, somente com uma nova imunofenotipagem e
citogenética seria possivel determinar se o tratamento realmente foi satisfatéiro.

A quarta paciente analisada, paciente D, apresentava uma condicao rara, no
caso uma leucemia bifenotipica, ou seja, apresentava tanto LLA como LMA
simultaneamente. Ainda que seja descrita como ‘“rara”, esse tipo de leucemia
apresenta perfil citogenético e de imunofenotipagem de células com linhagem
linfoide (células tipo T e/ou B) e também de linhagem mieloide. A lamina de
diagnéstico da paciente D, apresentava caracteristica bifenotipica para leucemia
mieloide aguda do sub tipo M3 (promielocitica), caracterizada por blastos bilobados
com granulos azurdéfilos pequenos, elevada relagdo nudcleo citoplasma (nucleo
ocupando quase que em totalidade a célula) sem presenca evidente de bastonetes
de auer nas células visualizadas. Ainda, foram visualizas células com caracteristicas
linfoides, os blastos apresentaram-se sugestivos de LLA subtipo Lz Blastos com
citoplasma densamente corado em azul, contendo inUmeros vacuolos perinucleares
pequenos. O diferencial de leucécitos desta lamina apresentou 43% de blastos de
ambas linhagens, 14% de linfdcitos, 2% de mondcitos, 2% de mielécitos, 1% de
metamieldcitos, 13% de promieldcitos, 3% de netrofilos bastdo e 22% de neutrdfilos
segmentados, também foram observadas algumas células em apoptose.

A citogenética desta paciente mostrou translocacdo do braco longo do
cromosso 4 e 11 e também o isocromossomo braco longo do 7. A imunofenotipagem
mostrou positividades para os marcadores mieloides CD15 e CD65, assim como
para os marcadores linfoide TCD2 (tipicos de células T) e imunoglobulinas (tipicos
de células B). Infelizmente ndo foi possivel obter amostras de sangue durante o

periodo de tratamento desta paciente.
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Como no processo de desenvolvimento da doenca ha uma prevaléncia das
células leucémicas sobre as normais, 0S pacientes apresentam algumas
manifestacbes clinicas especificas tais como anemia normocitica normocdmica e
trombocitopenia (reducdo do numero de plaquetas no sangue). Em algumas
situacdes ainda, ndo ha células leucémicas circulantes o que faz com que a
contagem de blastos em sangue periférico seja ainda muito baixa, levando a um
atraso no diagnéstico da doenca. Ainda, podem ser observados uma diminuicao da
imunidade, aumento do figado, baco e linfonodos, além de outros érgao que podem
ser acometidos. Os sinais e sintomas observados podem ser muito variaveis, nota-
se a crianca mais palida, com sinais de hemorragia como equimoses, petéquias e
sangramento gengival. A falta de apetite junto com dor nas extremidades inferiores

também podem estar presentes ¢ > ©).

Existem vérias alternativas efetivas de tratamento para LLA. Uma das
alternativas € a combinacéo terapéutica de medicamentos citotoxicos associadas ou
ndo ao transplante de células tronco hematopoeticas, com aumento em 80% nos
casos de cura em criancas portadoras desta doenca. Tais tratamentos podem ser

divididos em especificos e de suporte ¢ 59,

Para escolha do tratamento mais apropriado, existem alguns fatores de
orientacdo. Dentre eles analisa-se a idade (para diferenciar LLA em criangas e
adultos, visto ha um melhor prognéstico para individuos de 2 a 10 anos de idade do
gue gquando iniciam-se antes dos 12 meses ou na idade adulta), o niumero de
leucdcitos, o género, raca, infiltragcdo do sistema nervoso central (SNC) e falha na

resposta do tratamento inicial ¢ 7% 1),

A eliminacdo ou até reducdo total das células leucémicas através da
quimioterapia ou radioterapia sdo o principal objetivo das vérias fases do tratamento.
Quanto aos protocolos de quimioterapia, estes podem ser divididos em varios
estagios: inducdo de remisséao, intensificacdo ou consolidacao, tratamento dirigido

ao SNC, manutencao e tratamento de recidivas 9.
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Na fase de inducdo de remissdo, devido a alta carga celular existente e
grande risco de complicagcbes de medula O6ssea, esta etapa tem como objetivo
destruir rapidamente as células neoplasicas e reduzir o nimero de blastos a 5% na
medula 6ssea e niveis normais no sangue periférico, além da diminuicao ou reducéo
total dos sinais e sintomas da doenca. A inducdo ndo é a curada doenga, sem a
guimioterapia apos este procedimento € possivel que o paciente volte a ter recidiva.
Prednisolona ou dexametasona, vincristina e asparaginase sao medicamentos

habitualmente utilizados nesta etapa ©*°.

O valor para Doenca Residual Minima (MRD) vem sendo testado durante o
tratamento de consolidacdo, sendo que a intensidade da mesma ou da manutencao
sao reduzidas nos pacientes que se tornam MRD - negativos rapidamente. Quando
demonstram-se MRD — positivos, 0s pacientes tem o tratamento intensificado e até
transplante de células hematopoética pode ser indicado para pacientes que a

doenca inicial mostrou-se refrataria ao tratamento ou quando ha recaidas precoces
(5, 6)

Cerca de 25 a 30% dos pacientes com LLA apresentam recidiva da doencga. O
tratamento de recidiva, hoje mostra-se insatisfatorio, se ocorrer logo apés tratamento
com quimioterapia, mostra-se com uma perspectiva muito ruim. Novos
medicamentos vem sendo testados, no entanto, caso a recidiva ocorra, deve
continuar com o tratamento de quimioterapia e quando possivel transplante é

recomendado. *% 19,

Com o breve relato acima, € possivel verificar que o manejo da LLA néo é
simples e o diagnostico apurado e precoce desta doenca é fundamental para uma
boa abordagem terapéutica. Para tal, € de suma importancia que os profissionais
tenham conhecimento morfologico celular de leucemias para que se possa
direcionar, em conjunto com o médico, o tratamento adequado e de inicio rapido

para trazer uma chance de maior sobrevida aos pacientes.
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Quadro 1: Caracteristicas morfolégicas das laminas de diagndstico de leucemia

linfoblastica aguda encontradas durante a pesquisa.
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Imagem Tipo de Paciente Caracteristica
Leucemia
Ly A Quadro de leucemia
& linfoblastca do  tipo L1
apresentando uma
. 90 leucocitose.
g 6
*Diagndstico
@
Ly B Quadro de leucemia
linfoblastica do tipo L1.
Plaguetopenia  intensa e
predominio de linfoblastos
homogéneos, com citoplasma
€scasso.
*Diagnostico
L, C Quadro de leucemia
linfoblastica do tipo L2. Os
blastos, s&o heterogéneos
(tamanhos variados),
diferentemente.
*Diagndstico
Lo C Outro campo do caso anterior
mostrando a presenca
predominante de linfoblastos e
mancha da Gumprecht.
| J
. X
o &
: | *Diagndstico
i Y s Ls D Dois linfoblastos
- ; 0t s ¥ caracteristicos da leucemia
A TY, linfoblastica do tipo L3.
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