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ESTUDO DO FERRO LIVRE NOS ERITROBLASTOS DE
PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA ¥

MARTA JURACY SOLON PETROLA **

RESUMO

Estude da colorac¢ao de Perls para ferro livre nos
eritroblastos, foi realizado em esfregagos de medula OGOssea
de 31 pacientes com Leucemia Mieloide Aguda (LMA) do Hospi
tal Unviersitario Prof. Walter Cantidio. (HUWC).

O0s resultados dos escores foram correlacionados
com o sexo e classificagdo FAB mas nao foi observado signi

ficancia estatistica.

A coloracao Azul da Prussia nao demonstra utilida
de no estudo da LMA.

* Trabalhe apresentado cmo requisito final ao IV Curso de
Especializacgao om lHematologia e Hemoterapia.

** Médica Clinica Geral da STI do Hosppital Geral de Forta

leza e da Secretaria de Saude do Municipio de Fortaleza.
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INTRODUCAO

0 ferro é um elemento de importancia vital no me
tabolismo humano. O homem adulto possul cerca de 4 a 6g de
ferro dos quais 2/3 circulam no interior dos eritrocitos
(12), dai a importancia de sua demonstra¢do nas células ver
melhas como um guia Gtil para o estudo e diferenciacao de
varias patologias gue afetam o sistema eritropoiético (17},
O restante do ferro se distribui sob a forma de ferritina e
de hemossidgirina no figado, bag¢o, medula 0ssea e musculatu
ra {12). N3o sc obscorva trago desse metal nos leucocitos
(25). Além de scu papel central na eritroponiese ele esta
também envolvido em muitos outros processos intracelulares
em todos os tecidos do corpo tais como genéticos, de proli
feracao celular, sintese de proteinas e de defesa do corpo.

(1)

Nos eritrdcitos e seus precurscres os granulos de
ferro, demonstravel pela reacao do Azul da Prussia, podem
se apresentar em forma de agregados citoplasmaticos ou como
grandes agregados intramitocondriais. A forma como eles ocor
rem tem implicacoes fisioldgicas e patologicas bastante di

ferentes. (7)

Conforme a etapa de maturacdo da célula se distin

guem:

- os sideroblastos, termo usado em 1954 para de

finir eritroblastos gque continham granulos de

ferro (19), & um achado normal em pessoas sa
dias.
- siderdcitos reticulados sao reticulécitos com

granulos de lerro. (7, 19,22)
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- siderbcitos sao hemdcias com granulos de ferro.
Poram primeiramente relatados por Gruneberg, em
ratos em 1941. (14)

0s aspectos gue distinguem as duas classes de cé

lulas eritrdides siderdticas foi sumarizada por Cartwright
e Duss (7) como apresentado a seguir.

Em condigdes normais a maturacao do sideroblasto
ocorre com expulsac do niicleo e eliminacdo dos granulos de
ferro que nic foram utilizados para a sintese derleme, ain
da na medula &ssea. Com alguma frequéncia, observa-se a 1i
beragdo, para a circulagao do reticuldecito com ferritina
{siderbcito reticulado) (27). O siderbdcito maduro,as vezes,
observado em individuos normais pode se dever a maior velo
cidade de degeneragado mitocondrial e do reticulo  endoplas
matico que dos granulos de ferro. Nestes casos © ferro dos

siderécitos sao removidos pelo bago. (7, 10)

Os sideroblastos estdo diminuidos na anemia  por
deficiéncia de ferxo (3, 6, 7, 11, 27, 32), febre reumatica
aguda (6) e deficiéncia de dcido ascoriico (6); estdo nox
mais na anemia aplasica (6), nas anemias das doencas renais
{6) e nas infecgoes (6); estio aumentados nas anemias hemo
liticas agudas e cronicas (8, 6, 19, 26) talassemia e ane

mias megaloblastica (6, 26}.

0 actmulo de ferro na mitocdndria dos eritroblas
tos, visto a microscopia otica, como um eritroblasto que tem
5 ou mais granulos de ferro arranjados em anel ao redor do
niicleo ou em ancl parcial sc estcndendo a cerca de 1/3 ou
mais da circunferéncia nuclear em esfregacos de medula 6s
sea coradas pelo Azul da Prassia. (6, 7). Na&o sdo  observa
das em condigdes normais e tem sido observado em muitas pa
tologias, tais como: anemia normoblastica refrataria (2, 3,
5, 6, 7), sindrome mieloproliferativa principalmente em uso

de quimioterapicos {6, 20, 21), talassemia maior (3, 4, 19,
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27), anemia responsiva a piridoxina (7, 15, 18, 24, zéi,ang
mia sideroacgfstica congénita (23, 26) envenenamento por

chumbo (3, 4, 11, 19), sindrome de Di Guglielmo (13), ane
mia hemolitica mecanica (30), porfiria cutanea (13} e tera

pia com cloranfenicol (13, 18).

0 acimulo de ferro intramitocondrial & sempre uma
manifestacdo morfoldégica de um particular defeito enzimati
co {2, 5, 6, 7, 8, 18, 23, 26, 30, 31) quer seja, bloqueio
na biossintese da hemoglobina ou defeito genético na sinte
se de globina ou blogueio biogquimico adquirido, como na ane
mia sideroblastica refrataria (4, 15, 18, 26, 29). Fala con
tra essa idéia o acumulo intramitocondrial de ferro em pa
cientes com anemia hemolitica mecénica pos colocagdo de pro

tese valvar cardiaca observada por Petz e Goodman (30}).

0 achado de sideroblastos anormalmente aumentados
com disposicdo em anel, associado a anemia nao responsiva
foi primeiramente descrita, como uma entidade propria sob o
nome de anemia refratdria crdnica com medula Ossea  sidero
blistica, por Bjorkman em 1955 (5). Neste estudo de 64 ca
sos o autor faz uma descricao bem detalhada do guadro clini
co e laboratorial desta patologia, sugere sua associgado com

LMA e arrisca considera-la como "anemia preleucémica."”

A relacdo de anemia sideroblistica refrataria e
leucemia migldide aguda, foi observada também por Dacie e
Cols, cm 1959, mas a idéia gue ele defende é a de que 08 pa
cientes com ancmia sidecroblatica refrataria que evoluiram
para leucemia mieloblastica na verdade seriam formas muito
crdénicas de miclose eritr@mica (8). De acordo com Dacie e
Cols também estao Dameshek, gue em 1965 observou que 50% das
anemias sideroblasticas rofratarias evoluem para leucemia
mieldide aguda e considera esta anemia como a primeira fase
da sindrome de¢ Di Gugliclmo, a miclose eritrémica (9) e Hi

nes e Grasso quando concluiram que a anemia sideroblastica
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refratiria associada a leucose seria um evento secundario a
doenca de base (18).

A pequena positividade ao PAS observada por Hay
hoe e Cols na anemia sidercblastica refrataria idiopatica
(23, 16) reforca a idéia de que esta e a sindrome de Di Gu

glielmo sao patologias distintas.

O objetivo deste trabalho é estudar o comportamen
to do ferro nos esfregagos de medula Ossea de pacientes com
leucemia mieldide aguda e comparar os resultados com as ob

servadas na ancmia sideroblastica refrataria idiopatica.
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MATERIAL E METODOS

O material estudadco consistiu de esfregagos da
médula Ossea obtidos por pungao esternal de 31 pacientes de
ambos 0s sexos, com leucemia mieldide aguda, e de um caso de
ASRI diagnosticados no Scrvigo de Hematologia do Hospital
Universitario Prol. Walter Cantidio (IIWWC) da Universidade
Federal do Ceara, no periodo de abril de 1988 a dezembro de
1989.

Os casos foram nao consecutivos, classificados pe
los critérios FAB. As laminas estudadas foram as obtidas a
&poca do diagnéstico. Foram coradas para demonstragdo  de
ferro e o método de fixacao e coloragao utilizado é o empre
gado na rotina do laboratdrio do HUWC. (Técnica de  Kaplan
modificada) (19) '

A técnica consiste em fixar os esfregacos por
10' no metanol e deixar secar ac ar. Emergir 30 min numa so
lugdo &cida de ferrocianeto. Lavar com agua destilada. Con
tra-corar por 8 a lqihcom safranina aquosa a 0,1%, filtrada
sobre o esfregaco. Lavar com agua destilada. Secar a tempera

tura ambiente.

Os reativos ultilizados sao:

metanol absoluto;
, solucao de lerrociancto acido de potassio
o lerrociancto de potiassio 1 ?f
dgua d+ tilada 50 ml
7 dcido cloridrico 0,2N 50 ml

. salfranina aqucsa a 0,1%
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Cem eritroblastos foram contados e a intensidade
da reacgao de Perls foi avaliada pelo método de "score" pro
psoto por Baumgartner-Staubli/Beck em 1977 (2), gue trans

crevemos abaixo:

= nenhum granulo de ferro

= um Unico fino granulo de ferro

dois ou mais finos granulos

= um ou mais (<€ 5) granulos grosseiros

= numerosos ( > 5) granulos grosseiros

L N "
I

A analise estatistica realizada foi descritiva
constanlo de tabelas, graficos e medidas de tend&ncia cen

tral (média aritmética e desvic padrao).
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RESULTADOS

Dos 31 casos de LMA estudados, 16 (52%) eram do
sexo masculino e 15 (48%) do sexo feminino, (Tabela 1, Gra

fico 1) com a idade variando de 11 a 60 anos.

Na nossa casuistica havia oito (25,8%) casos due
pertenciam a classe Ml' nove (29%) a classe Mz;da classe M3
havia trés (9,7%) casos; seis (19,4%) casos pertenciam a
classe M4; da classe M5A havia dois (6,45%) casos; dois
6,45%) eram da classe M6 e um (3,2%) caso nao tinha a clas

sificacdo. (Tabela 2, Grafico II)

O3 escores do ferro variaram de 0 a 131 com média

de 41,28.

Em 16 (52%) casos foi possivel a contagem de 100
eritroblastos para o calculo do escore. Em 7 (23%) casos te
ve que ser feito uma projegdo para cem eritroblastos uma
vez gque o nimero encontrado foi menor. Em 6 (19%) nao foram
visualizados nenhum precursor eritréide na lamina  examina
da, nestes caso o escore foi considerado zero. (Tabela 3).

De 2.500 eritroblastos contados, 2.019 (80,76%)
nio continham granulos de ferro; em 125 (5%) havia apenas um
fino granulo de ferro; varios granulos finos de ferro foram
encontradcs cm 173 (6,92%) eritroblastos; granulos grossei
ros de ferro, cm numero inferior a cinco foram .. observados
em 171 (6,84%) células estudadas. Sideroblastos em anel foi
observado cm apenas cinco esfregagos e a gquantidade de side
roblastos daste tipo cra 12 cores .pondendo a 0,48% dos eri

troblastos estudados. (Grafico III)
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TABELA 1
DISTRIBUICAO DE 31 CASOS DE LMA ESTUDADOS
DE ACORDO COM O SEXO
SEXO NOMERO DE CASOS %
MASCULINO 16 52
FEMININO 15 48
TOTAL il 100
GRAFICO I
DISTRIBUIC.RO DE 31 CASOS ESTUDADOS DE LMA
DE ACORDO COM O SEXO
Y ///
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TABELA 2

DISTRIBUICAQ DE 31 CASQS ESTUDADROS DE LMA

DE ACORDO COM A CLASSIFICACAO FAB

13

CLASSIFICACAC FAB FREQUENCIA ]
Ml 8 26
M2 9 30
M, 2 10
M4 € 20
MSA 2

Mg 2

TOTAL 30 100
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GRAFICO I1I

DISTRIBUICAO DE 31 CASOS ESTUDADOS DE IMA DE
ACORDO COM A CLASSIFICACAO FAB .
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TABELA 3
DADOS REFERENTES A 31 CASOS ESTUDADOS DE LMA
COM (S ESCORES DO FERRO

CASO CLABSIFL
SEXO| CACRO 0 1 P 3 4 TOTAL

N© FAB e

1 M, B6 0 0 14 - 42

) F M, 77 0 16 6 - 51

3 F M, - = = = = =

3 M M 68 - 32 - = 64
5 M M, 89 10 1 - = 12
6 F M, 96 3 = 1 = 06
7 F M, 64 14 19 3 = 61

8 F M, = = = - = -

9 F M 50 5 15 30 - 125
10 M M, 74 3 14 ) = 58
11 M My = = — = = .
12 F M, - - - - - -
13 M M, 97 i 2 = - 5
14 M My 94 2 2 2 = 12
15 F M, 90 10 5 - - 10
16 F M, 75 o e 78
17 M M, 94 2 2 2 = 12
18 F M, = = = = = =
19 M Mg 74 8 18 - = Y
20 M M, 54 1 6 38 1 131
21 F M, B6 5 3 30
22 M N, 91 4 = 5 | - 19
23 N M, 88 2 2 3 30
24 M M, 82 16 = - 20
25 i M, ) 3 2] 5 106
26 F M, - - - - - -
27 M M, 50 5 2 3 = 18
28 M M . T - - - - 0

1
i
|
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{(Continuacidoc da Tabela 3 - DADOS REFERENTES A 31 CASOS ES

TUDADOS DE LMA COM 0OS ESCORES DO FERRO ...-.-ccco... cesns)
29 F M, 78 5 5 12 = 51
30 M M6 72 9 4 14 1 63
31 M M2 B8 10 2 = = 14

x|

80,76 5 6,92 6,84 0,48 41,28

S 13,54 4,41 8,18 10,07 1,19 36,20
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Fig. 1 - Sideroblasto tipo 1

(coloragdo de Perls, obj

100)

Fig. 2 -—Sideroblasto tipo 2
100)

{coloracdo de Perls, obj.
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Fig. 3 - Sideroblasto tipo 3
(coloragdo de Perls, obj. 100)

[~ Sideroblas to-tipo 3

(coloracao de Perls, obj. 100)
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Fig. 5 < Sideroblasto tipo 3
(coloragiao de Perls, obj. 100}

6 - Sideroblasto em anel (tipo 4)
(coloragao de Perls, obj. 100)

20
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DISCUSSAQ

A ocorrencia de sideroblastos em individuos sadi
os indica que a presenga de ferro nido hemoglobinizado coréd

vel nos normoblastos & um fendmeno normal. (8, 14, 23) [y
quanto que o achado de sideroblastos em anel & sd observado
em condicoes patoldgicas. (2, 3, 4, 5, 6, 7, 11, 13,15, 18,

19, 20, 21, 23, 24, 26, 27)

Ha trés métodos classicos de demonstracdo do fer
ro inorgénico:wgzul da Prussia de Perls, azul de Turnbull e
0 iron sulphide staining techniquis (17). O mais largamente
usado em hematologia & o Azul da Prussia, que gquando utili
zado, sao observados predipitados azul ou azul esverdeado
nos sitios de reacdo (17).

O estudo dos sideroblastos & dificilmente justifi
cado como procedimento de rotina, mas pode ser dtil na inves
tigacac de anemias obscuras com medula O6ssea normal ou hi
perplasiada.

Os pioneiros pesquisadores ac estudarem os sidero
blastos (4, 6, 7, 16, 19, 27) relataram os resultados de
seus estudos em forma de percentuais que davam apenas infor
magoes quantitativas dos dados obtidos., Kaplan em 1954 (19)
foi o primeirc a observar que entre os sidercoblastos havia
variagao na guantidade, apresentagao e disposigdo dos granu
los de ferro em scu citoplasma. Esta cbservagédo fez com gue
outros estudiosos desenvolvessem métodos de andlise dos re
sultados que oferecessem, além de informagoes quantitati
vas, informagodes qualitativas sobre os sideroblastos. A par
tir de entdo o método de escore tem sido utilizado com mui

L0 sucosso.
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A contagem de sideroblastos através de "score" for
nece dados indiretos sobre a utilizacdo e o transporte do
ferro, que de outra maneira sd poderiam ser avaliados por
elaboradas técnicas, tais como, a cinética do ferro ou a ne
dida quantitativa da ferritina sérica. (17)

A média dos escores do ferro nos 25 casos de LMA
estudados ¢ gue continham eritroblastos, foi de 41,28 com
amplitude de 131 variando de 0 a 131.

O tipo de eritroblasto de maior incidéncia foi o
0 com uma incidéncia 168 vezes maior que o do tipo 4.

Os esfregagos que continham sideroblastos em anel
tiveram um escore médio 2 vezes maior gque o restante embora

esse achado nao seja significativo devido 3 pequena amostra.

A relagac entre o escore de sideroblasto e o sexo
bem como com a classificacaoc FAB nio foi estatisticamente
significativa. (Tabelas 4 e 5)

Nossos resultados, na LMA, néo puderam ser compa
rados com os encontrados na ASRI uma vez gque 56 dispunhamos
de 01 caso de ASRI com esfregago de medula Gssea em condi
gao satisfatéria de ser estudado. Com os dados da literatu
ra também nao foi possivel fazé-lo porgue ou os autores,ape
sar de apresentarem casuisticas de até 97 casos (18) ndo fi
zeram o escore dos sideroblastos, cu as amostras eram muito
pequenas e além disso cada autor elabora o seu "proprio” es
core (2, 16, 27, 28) sendo gquase impossivel realizar uma

analise comparativa.
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TABELA 4

ESCORES DE FERRO E O SEX0 EM 31
CAS0S ESTUDADOS DE LMA

‘\\\\ SEXO
MASCULINO FEMININQ TOTAL
ESCORES
ATE 50 11 6 17
50 ATE 100 3 3 6
ACIMA DE 100 1 1 2
TOTAL 15 10 25

X2 = 0,88 NAO SIGNIFICATIVO (p = 0,05)

OBS.: Fara fins de cdlculos estatisticos ndo foram con

siderados os casos que ndo se observaram eritro
blastos no esfregago.

23
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TABELA 5
ESCORES DE FERRO E A CLASSIFICACXO FAB
EM 31 CASOS ESTUDADQS DE LMA
FAB

M, M, M, M, Mg, Mg TOTAL
ESCORES
ATE 50 4 5 1 3 gl 1 15
50 ATE 100 1 2 1 1 - 1 6
ACIMA DE 100 1 - - 1 1 - 3
TOTAL 6 7 2 5 2. 2 24

x2 = 11,40; NAO SIGNIFICATIVO {(p = 0,05)

Cbs.: Para fins de calculo estatistico, ndo foram considerados

0S8 cagos em que nac foram encontrados eritroblastos

esfregaco.

no

Um caso sem classificacdo FAB também nio foi considerado.
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CONCLUSAO

A amostra reduzida e a auséncia de grupo controle
nao nos permite tirar conclusdes definitivas muito embora

possamos inferir que:

- E necessaria a padronizagado dos escores para o©
estudo do ferrc livre nos eritroblastos a fim
de que resultados de diferentes trabalhos pos

sam ser comparados.

- A relacdo dos escores do ferro com o sexo nao

foi estatisticamente significativa. (Tabela 4)

- Nao houve corrclagido entre a classificagdao FAB

e o escore do ferrc. {(Tabela 5) '

- Pela pequena quantidade de sidercblastos em anel
encontrados, parece nao haver defeito enzimati

co, na sintese dec heme, na LMA.

- 0 estudo do ferro na medula Cssea de pacientes
com LMA ndo parece ser um método util para reg

forcar a idéia da evolucgdo da ASRI para LMA.
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SUMMARY

Study of Perl's stain for free iron, in erythro
blasts, was made in Bone marrcow's smears of 31 patients with
AMI. from Universitary Hospital Prof. Walter Cantidio.

The positivity degree of sideroblast score was
correlated to sex and FAB classification. Nostatisticalsig

nificance was tound in any of these variables.

The Prussian Blue stain did not demonstrate utili
ty in study of AML.
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