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SUDAN BLACK~B E ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS) NO DIAGNGSTICO

DIFERENCIAL E PROGNGSTICO DAS LEUCEMIAS AGUDAS.

LIDUINA RIBEIRO SANTANA ¥

’ RESUMO

A mon‘éncia do Sudan black = B e do acido periddico de Schiff
(PAS) no diagnéstico diferencial das leucemias agudas, foi avaliada em 69
pacientes d:.agnosncados no Servico de Hematologia do Hospltal Universita-
rio Prof. Walter Cantideo da Un:.vers:dade Federal do Ceari. 0 diagnéstico
morfologmco efetuado em duas ocasioes: d:.agnostmo de terapeutlca e diag~
nostico de rev:l.sao, foi comparado com o d:l.agnost:tco citoquimico. Os indi=
ces de concordancia foram respectivamente de 96% e 94%, sendo estatistica-
nente semelhantes. )

A positividade do PAS na leucemia linfdide aguda (L1A) foi corre=
lacionada ao sexo, idade e sobrevida dos pac:.&tes. Nac foi encontrada s:t.g-
. nificincia estatistica com nenhuma dessas variaveis. A reacao do PAS nap de~
monstrou ser de utilidade no diagndstico diferencial das leucemias agudase
sua reatividade nao foi considerada como um importante fator de progndstico.

1 = INTRODUCAD

O emprego das reagoes citoquimicas e a sua utilidade no diagnds -~
tico diferencial das leucemias agudas, tem sido objeto de muitos trabalhos
(2-6-15-20-23).

Havhoe e colaboradores (14) publicaram uma monografia na qual car
cluiram; a partir de wm estudo de 140 casos, que a combinacac de critériocs
citomorfoldgices com reacoes citoquimicas, conduziriam a um diagndstico me=
nos subjetivo do tipo celular, na maioria dos casocs de leucemias agudas.Pos-
teriormente surgiram novos trabalhos (4~26-31), explorando varias técnicas
histoquimicas, tentando demonstrar componentes celulares caracteristicos das

células primitivas.

*parmaceutica Bicquimica do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado o

Ceara e aluna do curso de Especializa&:;o em Hematologia e Hemoterapia,



Em 1976, o grupo cooperativo Prances - Americano - Britanico
{FaB) (5), propos uma classificagao das leucemias agudas baseada nos cri-
térios morfoldgicos e citequimicos das celulas dlasticas, com a finalida-
de de wniformizar um sistema de .classificat;'ao e nomenclatura dessas leu-
cemias, Na ocasiao foram wtilizadas diversas reacoes citoquimicas. A rea=
gao da mieloperoxidase ou alternativamente o Sudan black ~ B, esterases
e a reagao do PAS Poram de especial importancia. Outros estudos {10) ti-
veram por finalidade, verificar a utilidade desta classificagao em avaliar
a resposta terapeutica e ¢ progadstico. -

A comparagao entre o diagndstico morfoldgico e o diagnéstico
citoquinico (4,26), tem possibilitado uma redugac nos resultados equivocos.
0 considerivel aumento da identificatao celular, tem propércionado a es=
colha da terapeutica mais apropriada.

0 Sudan black - B e 0 acido periddicc de Schiff (PAS) sao as
reagoes citoquimicas mais usadas rotineiramente para a diferenciagao das
lencemias agudas. O Sudam black - B tem por finalidade evidenciar a presen—
ca de lipideos celulares e tissulares (1-8-17-20), Muitos hematologistas
(12,20) tem procurado demonstrar o comportamento dos leﬁcécitos normais e
leucemicos diante desta rezgao, Existe uma uninime concordancia de que a
maioria das celulas blasticas leucémicas, de origem mieldide, sao sudané=
filas. Ao contrario, os blastes leucemicos de origem linfdide, apresentam
pequena ou, O que & mais frequente, nerhuma pesitividade frente a esta
reagac.

A reacao do acido periddico de Schiff (PAS) evidencia a pre-
senca,’ no citoplasma, de carboidratos (como glicogénio), mucopolissacari-
des, mucoproteinas, glicoproteinas e glicolipideos (8~17-20). A aplicagao
desta técnica em hematologia, caracteriza a presenca das substancias aci-
ma referidas nas diversas linhagens 1eucocit§\rias, como tambem suas alte~
racoes em consequencia de diversos estados patoldgicos.

Os blastos da leucemia linfdide aguda , geralmente apresen—

tam um variado grau de atividade do PAS, com a presenca de gr‘émxlos de va=
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rios tamanhos (finos, grossos ou blocos), contrastando com os blastos leu~
cemicos da linhagem mieldide, cuja positividade limita-se a uma coloragao
rdsea difusa ou rarcs finos gramulos (20). Trabalhos mais recentes (4, 11),
levantaram a questao sobre estes diferentes tipos de positividade nas duas
linhagens e consequentemente sua utilidade na identificacao dos blastos lem
cemicos. O uso da reaczo do PAS na leucemia aguda tem sido avaliade em di-
ferentes trabalhos (14-20-22-24-27), os quais procuram correlacionar tanto
a quantidade como a distribuicac da positividade desta reacac nas leucemias
de origem linfoide. Outros (3-9-16-18) tem procurado ligar esta reacao a
algum valor progndstico, incluindo a duracao da primeira remissac, a sobre-
vida e a idade do paciente. Os resultados e as conclusces sao em geral com-
" flitantes. _

A partir destas consideragoes, planejamos este estudo com os
seguintes propdsitos: verificar a validade dessas duas reacgoes no diagnds-—
tico diferencial das leucemias agudas; comparar, através dessas duas técni-
cas, o diagndstico citoquimico com o diagndstico morfoldgico; investigar wm
possivel correlacionamento entre a intensidade da reagao do PAS e o sexa;'a

idade e a sobrevida dos pacientes na leucemia linfdide aguda.

2 - MATERIAL E METODOS

0 material estudado consistiu de esfregacos _éa medula Ossea de
69 pacientes, de ambos os sexos, com leucemias agudas, diagnosticados no
Servico de Hematologia do Hospital Universitario Prof. Walter Centideoc da
Universidade Federal do Ceara, no periodo de janeiro de 1983 a dezembro de
1985,

Todas as aspiracoes medulares foram realizadas ao nivel do ma-
nubrio, antes do inicio da terapéutica.

As laminas coradas pela citoquimica, foram interpretadas sem
o corhecimento prévio do diagndstico morfologico.

0 diagnostico morfoldgico inicial - diagndstico de terapeuti~

ca = foi recentemente revisto pelo mesmo examinador, que emitiu um segundo
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laudo diagnéstico de revisao (7). Ambos os diagndsticos, baseados na classi-
ficacio FAB foram comparados com o diagndstico citoquimico.

As reacoes empregadas incluiram o Sudan black -~ B e o acido pe-
riddico de Schiff (PAS). A reac¢as do Sudan black -~ B foi executada usando o
método recomendado por Sheehan e Storey (28,29). Apds os esfregacos serem
fixados com vapor de formaldeido, foram corados pela solugac do Sudan por
1 hora. As l3minas depois de imersas em etanol a 70% para remogad do exces—
so de corante, foram contracoradas pelo Giemsa. A positividade desta reagac
nas células blasticas lencemicas foi determinada pela contagem de 200 blas—
tos, verificando o percentual de blastos sudanofilos.

A técnica utilizada na reagao do acido periddico de Schiff (PAS)
_foi a de McHarus - Hotehkiss (15,21) modificada por Hayhoe (14). Os esfrega~
cos depois de fixados com formalina a 10X em etanol absolute, foram lavados
em Agua corrente, cobertos com acide periddico por 10 minutos, novamente
lavados e depois de secos, imersos na fuccina basica de Schiff por 60 minu-
tos. Apds lavagens em agua sulfurosa por 2 a 3 minutos, foram lavades em a=
gua corrente por 5 a 10 minutos e contracorados pela hematoxilina de Carazzie.
A positividade do PAS nos blastos leucémicos, foi avaliada pelo método semi-~
quantitativo de achrdo com Hayhoe e colaboradores (14). Os "scores” nas cé-
Iunlas blasticas de cada amostra estudada foram dados pela scma de 100 células
class:.f:.cadas individualmente, A reatividade das células variou de O a 4+. Em
9 casos, esta reagao foi executada utllzzando-se . esf‘regat;o ja previamente
corado pelo método clissico pandptico (May - Grinwald - Giemsa) (13,23).

Os "scores" do PAS na leucemia linfcide aguda foram correlacio-
nados a tres variaveis clfinicas: idade, sexo e sobrevida, atraves do teste
exato de Fischer e do teste do Y A sotrevida foi considerada o tempo entre
a consulta inicial e a morte ou o @ltimo contato com o paciente.

Poi aplicado o teste de 2 proporcoes, para verificar, se os indi-
ces de concordincia das comparagoes do diagndstico morfoldgico com o diagnos-
citoquinico sao significativos,

Todas as analises estatisticas foram efetuadas baseadas noof =

0,05% .
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3 - RESULTADCS

Dos 69 casos, 40 (58%) eram do sexo masculinc e 29 (42%) do
sexo feminino, com a idade variando de 6 meses a 79 anos., ’

Trinta e nove (56,5%) apresentaram positividade com a reacao
do Sudan black -~ B, sendo que 36 variaram de 4 a 85%, 1 apresentou 3% de
positividade e 2 casos tiveram 2X de positividade. Os 30 casos restantes
foram negativos. As células blasticas positivas apresentaram um grau de po-
sitividade variavel, com raros gramilos espalhados ou uma fraca reagac loca-
lizada até wma forte positividade local ou por toda a celula. .

Os "scores® do PAS nos 69 casos, variaram de 0 a 214, As células
blasticas positivas apresentaram uma reatividade variavel, com a presenca de
granulos interpretados como + a ++++, Sendo observado em algumas l3minas blo-
cos de material PAS positivd.

A distribuigao de frequencia dos "scores" do PAS foi correlacio~
nada i positividade do Sudam black ~ B, ou seja - 36 pacientes Sudan black~
B positivos variando de 4 a 85% apresentaram a distribuicac de frequencia ex~
pressa no grafico 1. Vinte e nove casos (80,5%) apresentaram "scores" abaixo
de 50, cinco (14%) tiveram “scores" variando de 50-100 e 2 casos {5,5%) fo=-
ram fortemente PAS positivos com 03 Yscores" acima de 150. Os dois casos com
“gcores! elevados apresentaram granmulos de tamanhos variados (+ a ++++) ) sen~
do observado em um deles a presenca de blocos e nUMEerosos eritroblastos tam~-
bém intensamente PAS positivos

O3 Yscores" dos 33 pacientes restantes, ou seja, .30 Sudan black
B negativos, 2 casos com 2% de positividade e 1 com 3% de positividade , se
encontram no grafico 2. Em dezenove casos (58%) Fforam observados Vscores" a-
baixo de 50, sete (21X) tiveram "scores" entre 50 ~ 100 e 7 (21X) apresenta=
ram "scores" acima de 100.

Os 36 casos com o Sudan black - B positivo varimdode 4 a 85%;&;«-
ram diagnésticados como leucemia mieldide aguda ( LMA}. Os 33 restantes ( 30
Sudan black = B negativos, 2 com 2% de positividade e 1 com 3X de positivida-

de), foram diagnosticados como lemcemia linféide aguda (LLA).
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As tabelas I e II mostram as comparagoes entre o diagnéstice ci-
toquimico e os dois diagndsticos morfoldgicos (diagndstice de terapeutica e
diagndstico de revisio). O indice de concordancia entre o diagndstico citoqui-
mico.e o diagndéstico de terapeutica foi de 96%. Considerando o diagndstico
morfoldgico de revisao, obteve-se um indice de concordancia de 94%. 'Compa-.-
rando os indices de concordancia atraves do teste de 2 proporgoes (Z), eles
foram estatisticamente semelhantes (2= 0,427), .

As tabelas III, IV e V referem-se respectivamente is correlagoes
entre a média dos “scores" do PAS e a sobrevida (anos), o sexo e a idade (a-
nos ) dos pacientes com leucemia linfoide aguda.

- 0 teste exato de Fischer foi aplicado para verificar a dependen—
cia entre o PAS (média dos "scores") e a sobrevida (anos) dos pacientes. ©
resultado n2o foi estatisticamente significante (P = 0,236).

Nao existiu correlacao entre o PAS (média dos “scores") )a idade (&
nos.) e o sexo dos pacientes. Um “score" alto ou baixo do PAS nao mostron cor=
relacao com a idade abaixo ou acima de 10 anos ou com o sexo do paciente. A=
través do teste do X2 os resultados mao foram estatisticamente significantes

(¥2= 2,34; x2= 3,03).
4 -~ DISCUSSED

Stass e colaboradores em recente trabalho (30), levantou a questao
sobre a espeéifiéidade do Sudan black - B no diagnéstico da leucemia mieldide
aguda e numa revisao de 350 pacientes com leucemia linféide aguda, encontra-
ram 6 pacientes com 5% ou mais de blastos sudandfilos. No nosso estudo, o Su-
dan black ~ B foi considerade ser uma reagao util no diagndstico diferencial
das leucemias agudas. Sequmdo oS criterios da classificacao PAB (5), quando
mais de 3% das células blisticas sao Sudan black - B positivas, o paciente &
considerado como tendo leucemia mieldide aguda. Baseado neste eritério, acha~
nos razoavel considerar como leucemia linfoide aguda, o casos que foram Su-~
dan black = B negativos ou que apresentaram 3X ou menos de positividade fren-—

te a esta reagao.
0 Sudan black - B mostrou uma especial importancia na distingao

entre leucemia mieldide aguda subtipo M1 e leucemia linfdide aguda subtipo L2,
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TABELA | 1

EOMPARACAO ENTRE O DIAGNGOSTICO CITOQUIMICO E O DIAGNOSTICO MORFOLOGICO
{diagnostico de Terapéutica)

DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO

LEUCEMIA CITOQUIMICO MORFOLOGICO

LEUCEMIA

MIELOIDE 36 33

AGUDA (LMA)

LEUCEMIA

L.INFOIDE 33 35

AGUDA (LLA)

INCONCLUSIVO* — 01

TOTAL 69 69

NDICE DE CONCORDANCIA gg - 0,96

* INCONCLUSIVO L2 ou M1

TABELA

COMPARACAO ENTRE O DIAGNOSTICO CITOQUIMICO E O DIAGNOSTICO MORFOLOGICO
{diagndstico de revisdo}

DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO

LEUCEMIA CITOQUIMICO MORFOLOGICO

LEUCEM!A "

MIELOIDE 35 ' ' 39

AGUDA {LMA)

LEUCEMIA

LINFOIDE 32 28

AGUDA (LLA)

TOTAL* 67 67
fNDICE DE CONCORDANCIA -—-23— - 0,94

* O diagnéstico morfoldgico de revisdo néo foi efetuado em 2 casos por falta de condigGes dos esfregagos.



TABELA 1N

CORRELACAO ENTRE 0OS “SCORES” DO PAS E A SOBREVIDA {ANOS)
DOS PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

SOBREVIDA
(ANOS)
PAS <1 > 1 TOTAL
“MEDIA DOS SCORES” '

<5b 11 3 14

> 55 8 ) 0 8
TOTAL 19 3 22*

P = 0,236

* Esta correlagdo fol feita com os pacientes diagnosticados até dezembro de 1984

TABELA IV

' CORRELAGAO ENTRE OS ““SCORES” DO PAS E O SEXO DOS PACIENTES COM LEUCEMIA

LINFOIDE AGUDA

SEXO
PAS g Q TOTAL
“MEDIA DOS SCORES
<55 10 9 19
> 55 11 3 14
TOTAL 21 12 33
X2 = 2,34
TABELA V

CORRELACAO ENTRE OS “SCORES” DO PAS E A IDADE (ANOS) DOS PACIENTES COM

LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

IDADE
<10 > 10 TOTAL
“MEDIA DO “SCORE ] :
=55 4 15 19
> 55 7 7 14
TOTAL 11 22 33
X? = 303




tendo sido definido por meio desta, ¢ caso inconclusivo do diagnéstico more
Poldgico.

Ao contrario, a reagac do PAS nao provou sua utilidade no diag-
nostico diferencial das leucemias agudas. Como pode ser observado (Graficos
1 e 2), a distribuigao de frequencia dos “scores® do PAS foram variiveis tanr
to para a leucemia mieldide como para a leucemia linfdéide aguda, nao ofere-
cendo desta maneira requisitos para se definir um eritério de classificacao
através desta reagac. A presenca de granulos grosseiros ou até mesmo blocos
de material PAS positivos, que anteriormente s6 eram referidos no blastos
da leucemia linfdide aguda, tem sido encontrado agora em casos de leucemia
mieldide aguda.

Bennett (11), através de cuidadesa reviszo, mostrou que aproxi-
madamente 1/3 dos pacientes com leucemia mieldide aguda, 60% daqueles com
leucemia mielomonocitica e quase BO¥ com leucemia menocitica, apresentam po-
sitividade frente a reacao do PAS, com a presenca de anéis e agregados de
blocos. Esses dados confirmam o0s nossos resultados, onde encontramos 4 cases
com forte positividade do PAS em cases de leucemia mieldide aguda. Um caso
particularmente, Sudan black ~ B positivo, diagndsticado pela morfologia co=-
mo M4, chamou atengao pela intemsa pesitividade da reagao do FAS, com a pre-
senga de blocos na maieria dos blastos. Neste mesmo caso, foram observados nu-
merosos eritroblastos intensamente PAS positivos. Esta intensa positividade
nos eritroblastes, levou=nos a pensar ruma eritroleucemia fns), porém, morfo~
hgicmente 0os blastos apresentavam caracteristicas monociticas bem nitidas .
Entretanto nao dispiinhamos de reacoes citoquimicas adcionais , como as este~
rases, o que poderia ter levado a uma elucidacao mais clara do diagndstico,

Partindo dessas comsideragoes, a importancia da rea¢ao do PAS co-~
mo wma técnica de identificagac da leucemia linfdide aguda precisa ser reava~
liada., Sua utilidade torma—-se mais efetiva na suspeita de casos de eritroleu-
ceria (Hs); como tem sido comprovado por Hayhoe e colaboradores (25), mOstr ane
do um mnerc variavel de eritroblastos com reac¢ao intensa no citoplasma, ge~

ralmente granular no precarsores e difusa nos elementos mais maduros.
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A comparaGao entre o diagndstico citoquimico e o diagnédstico mor
folég‘ico;' fol feita somente entre o8 dois grandes grupos de leucemias agudas.
Ficaria dificil confirmar somente atraveés do Sudan black - B, um caso duvido-
so entre uma leucemia mieldide aguda (M4/M2), sem o auxilio de uma naftol AS-
D acetato (NASDA) com e sem fluoreto (4). Apesar dos indices de concordancia
terem sido altos com relagac aos dois diagndsticos morfoldgicos, a comparagao
feita somente entre os 2 grandes grupos de leucemias foi importante, pois a
citoquimica comfirmou o diagndstico morfoldgico e demonstrou sua utilidade
maior nos casos duvidoses como M1l ou L2.

Em criangas com leucemia linfdide agudai‘ a reagao do PAS tem sido
usada como wm fator de progndstico. A literatura esta repleta de resultados
., contrgversos. Laurie (18) descreveu em 1968, gue uma forte positividade do
PAS esta correlacionada a wma sobrevida e primeira remissao mais longas , em
criancas com leucemia linfoide aguda. Feldges e colaboradores. (9), concluiram
que a positividade do PAS estava diretamente ligada a duracan da primeira re-
missso. Nossos resultados foram consistentes com os de Bennett (3) e Bumphrey

(16). Estes autores nao encontraram indicacac de valor progndsticos ma reagac

do PAS.

5 = CONCLUSAO
No neosso estudo concluimos quet

I =~ A reagac do Sudan black = B, & uma reagao util no diagnéstico diferenci-
al dos dois grandes grupos de leucemias agudas.

II =~ A reacao do Sudan black ~ B possui uma importZncia maior nos casos duvi-

dosos entre LLA (12) e IMA (M1).

III - A reagao do PAS pode apresentar resultados variaveis, tanto para leuce =~

mia linfdide aguda, como para leucemia mieldide aguda.

IV =~ A reacao do PAS nac demonstrou sua utilidade no diagnéstico diferencial
das leucemias agudas, em especial no que se refere a identificacao da
leucemia linfdide aguda.



V =~ Na diferencia¢ao citoquimica das leucemias agudas, incluindo os subgru=

pos, € aconselhavel o uso de um nimero maior de reagoes citoquimicas.

VI = A reagao do PAS nao provou ser um importante fator de progndstico na

leucemia linfdide aguda.

. VII= O diagndstico citoquimico junto ao diagndstico morfoldgico , reduzs a
probabilidade de um diagndstico equivoco, nos casos de leucemias agudas.
6 = SUMMARY

The importance of Sudam black -~ B and of periodic acid - Schisgs
(Pas) in the differencial diagnosis of acute leukemia was evaluated in 69

'patients diagnosed in the Service of Hematology from the Universitary
Hospital Prof. Walter Cantidec from the Federal Umiversity of Ceara. The

morfological diagnosis effected in twe occasions: terapeutie diagnosis and
revision diagnosis was compared with the c¢ytochemical diagnosis. The index

of concordance were respectively of 96% and 94%, being estatistically

similar.
The positivity of PAS in the acute lymphoide leukemia (ALL), was

- correlated to sex, age and survival time of patients., No estatistical
significance was found in any of these variagbles, The PAS reaction did not
demonstrate utility in the differential diagnosis of acute }eul:emia and its

reactivity was not considered as an important factor of prognostic.



1.

2.

3.

4.

6.

.

8.

9.

0.

16

7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACKERMAN, G.A. A modificationof the Sudan black ~ B technique for the possible
cytochemical demonstration of masked lipids. Science, 115: 629-31, 1952,

BENNETT, J. M. & DUTCHER, T.F. The cytochemistry of acute leukemia:
observations on glycogen and neutral fat in bone marrow aspirates. Blood,

33 : 341~7, 1969,

BENNETT, Jo M . & HENDERSON; E. S. Lymphoblastic leukemia. Br. Med. J. ; 2:
513, 1969.

BENNETT, J. Mo & REED, C. E. Acute leukemia cytochemical profile: Diagnostic
and clinical implications. Blood Cells, 1 : 101 - 8, 1975.

BENNETT, J. M. 3 CATOVSXY, D.; DANIEL, M.T.; PLANDRIN, G.; GALTON, D, A. G. 3
GRALNICK, H. R. ; SULTAN, C. Proposals for the classification of the acute
leukaemias. Br. J. Eaéﬁat., 33: 451-8, 1976. .

CATOVSKY, D.; HOFFBRAND, A. V..i IKOXU, N. B.; PETRIE, A.; GALTON, D. As G .
Significance of cell differentiation in acute myeloide lenkemia. Blood

Cells, 1 : 201 ~ 11, 1975.

CAVALCARNTE FILHO, J. Q. Citomorfologia das leucemias agudas. Classificacao
FAB. 1986, f. Datilografado,

CHAVES, P.M. & MONTEIRO MARINHO, H. Citoquimica: suas aplicagoes em hemocito-
logia. Separata da Rev. Med, Est. Guanabara, 29 (4): 185 - 219, 1962,

FELDGES, Ae Jo} AUR, RoJeAs; VERZDSA, MoS.; DANIEIS, 8. Periodic - acid ~Schiff
reaction, a useful index of duration of complete remission in acute
childhood lymphocytic leukemia. Acta Haemat., 52: 8 - 13, 1974,

FONN, K.A.; NAIEM, F.; YALE, C.; GALL, R.P. Acute myelogenous leukemia: ..
merphologic classification and response to therapy. Leuk. Res., 3 (3):171~
3, 1979.



17

11. GRALNICK, H.R.; GALTON, D.A.G.; CATOVSKY, D.; SULTAN, C,; BENNET, J. M.
Classification of acute leukemia. Ann, Intern. Med., 87(6): 740 - 53,

1977.

12, HAYHOE, F.G.J. The cytochemical demonstration of lipids in blood 2nd bone

marrov cells. J. Path. Bact., 65¢ 413 - 21, 1953.

13. HAYHOE, F. G. J.; QUAGLING, D.; FLEMANS, R.J. Consecutive use of
Romanowsky and periodic-acid~Schiff techniques in the study of tlood

and bone marrow cells. Br. J. Haemat., 6: 23 ~ 5, 1960.

14. HAYHOE, F. Go J.; QUAGLINO, D.; DOLL, R. The cytology and cytochemistry of

acute leukaemias: a study of 140 cases. London, Her Majesty's

Stationery Office, 1964. 105p. (Medical Research Council Special Report

Series, 304).

15. HOTCHXISS, R. D. A microchemical reaction resulting in the staining of

polysaccharide. Structures in fixed tissue preparations. Arch Biochem.,
16: 131~41, 1948.

. 16. EUMPHREY, G. B.; NESBIT, M. E.; BRUNNING, R. D. Prognostic value of the _
periodic-acid-Schiff (PAS) reaction in lymphoblastic leukemia. Am. J.
Clin. Pathol., 61: 393~7, 1974.

17. JAMBA, M. & LORENZI, T. F. Citologia. Citoquimica, In: . Leucdcitos, leu

LT cemias, linfomas. Rio de Janeiro. Guanabara Koogan, 1983, 395p. cap. 2

P 8§ - 18,

18, LAURIE, H.C. Duration of remissions in lymphoblastic leukaemia of childhood.
Br. Med. J., 2 1 95 ~ 7, 1968.

19, LY, C. ¥. Leukemia Cytochemistry, Hayo.cnn. Proc., 56: 712 ~ 3, 1981,

20, LORENZI, T. F. Citoquimica das células do sangue como meio de avaliagao e
seguimento dos estados leucemicos., J. Ba M., 2 (11): 1227 - 63, 1965,

21, McMANUS, J. F. A. Histological demonstration of mucin after periodic acid.
Nature (London), 158: 202, 1946,



18

22, MITUS, W. J.; BERGNA, L. J. MEDNICOFF, I. B.; DAMESHEK, W. Cytochemical
studies of glicogen content of lymphocytes in lymphocytice

proliferations. Blood, 13: 748 - 56, 1958.

23. QUAGLINO, D. Cytochemical techniques in acute leukaemias. Separata do 3

LConagr. Europ. Sogc. Haemat., 7 London, 1959. Frocedings.s.. part 1I. p.
386 -~ 9, 1960.

24, QUAGLINO, D. & HAYHOE, P.G.J. Observations on the periodic - acid ~ Schiff
reaction in lymphoproliferative diseases. J. Path. Bact., 7B8: 521~32 ,
1959,

25. QUAGLINO, D. & HAYHOE, F, G. J. Periodic -~ acid = Schiff positivity in
erythroblasts with special reference to Di Guglielmeo's syndrome. Br. J.
Haemat., 6: 26 ~ 33, 1960,

26. SHAW, M, T. The cytochemistry of acute leukemia:; a diagnostic and .

prognostic evaluation. Semin. Oncol., 3 (3): 219 - 28, 1976.

27. SHAV, M. T. & ISHMAEL, D. R, Acute lymphocytic leukemia with atypical

cytochemical features. Am. J. ClinPathol. 63(3): 415 - 20, 1975.

28, SHEEHAN, H. L. The staining of leucocyte granules by Sudan black~B. Je Path.
Bact. ﬂg_! 580 = 81, 1939,

29, SHEEEAN, H. L. & STOREY, G. ¥. An improved method of stag’,ning leucocyte ..
gramulos with Sudan black = B. J. Path. Bact., 39: 336 = 7, 1947,

30. STASS, S. Ae; PUI, C - H.; MELVIM. S.; ROVIGATTY, U.; WILLIAMS, D.;
MOTRONI, T.; YALWINSKY, D,; DAES, G. V. Sudm black - B positive acute
lymphoblastic leukaemia. Br. J. Haemat., 57 (3): 413 - 21, 1984,

31, YAM, L. T.; LI, C. Y.; CROSBY, W. H. Cytochemical identification of monocytes
and gramulocytes. Ame J. (—;’iiﬁ-lsai':hél., §§_: 55; 283 - 90, 1971,




