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- pPiirpura Trombocitopénica Imunoldgica Aguda - *

Estudo Citoguimico

Sara Duarte Taveira *¥

1-RESUMO

No presente trabalho foi realizado estudo citogqui-
mico em 22 criancas com PTI aguda. A reacgio citoguimica uti-
lizada foi a do PAS - Schiff. Foi determinada a percentagem
de células sem granulagdes positivas (71,95%), com granula -
¢des grosseiras (14,64%), com granulacées finas (6,25%) e
feito comparagdes dos resultados com a literatura. Foi fei-
ta analise estatistica descritiva.

A reacio do PAS demonstrou ser de utilidade no dia
gndstico diferencial da PTI aguda e crdnica mas nao infor -

ma se a forma aguda evoluird ou ndo para a forma cronica.

* fTrabalho apresentado como requisito final ao IV

Curso de Especializagdo em Hematologia e Hemoterapia.

** Médica pediatra, residente do Servigo de Onco -
hematologia do Hospital Infantil Albert Sabin da Fundag¢aoc de

gaiide do Estado do Ceard.
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2 - INTRODUCAO

A Plrpura Trombocitopénica Imunoldgica € uma sin -
drome que se caracteriza por um quadro de sangramento devido
ao aumento da destruicao plaquetdria com um numero normal ou
aumentado de megacaridcitos na medula Ossea e auséncia de
uma doenca sistémica associada ou de fatores exégenosq's'zs.
£ uma das mais comuns doengas hematoldgicas encontradas em
pPediatria com uma incidéncia de 10 casos por 100.000 crian -
cas por anol'la. £ uma condig¢ao de natureza imune gue se ca-
racteriza por uma destruicdo imune-mediada de anticorpos e /
ou complemento contra plaquetas pelo sistema reticulo-endote
liall’ls'zs. Existem duas formas de PTI, a aguda e a cronica.
A aguda € transitdria e auto-limitada e & provavelmente se -
cundaria ao dano plaquetario dos imuno-complexos. A cronica
é persistente e representa um verdadeiro estado auto—imunel.

A PTI aguda na crianga pode ocorrer em gualguer i-
dade, mas é mais frequente dos dois aos nove anos de idade .
A incidéncia & igual em meninos e meninas, € menos comum em
negros do gue em brancos. Em 50 a 85% das criangas com PTI
existe uma historia de infeccio duas ou trés semanas antes
do inicio da doenca. Destas infecgbes prévias aproximadamen-
te 1/3 apresentam doenca exantematica (rubéola, varicela) .,
2/3 apresentam sintomas de infecgdo do trato respiratdrio su

periox ou uma vaga doenca febril. Raramente a PTI pode ser

precedida de imunizacgao viral, gastroenterite ou infeccdo ba

1
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cteriana. A PTI tem incidencia sazonal sendo mais frequen

te no inverno e na primavera1'5*25r12r32.

A PTI & causada por anticorpos centra antigenos vi
rais adsorvidos nas plaquetas. O exato mecanismo da destrui-
cio imune plaguetdria foi possivel com a eficicia da utiliza
cdo da gamaglobulina intra-venosa detendo a destruigao pla -
guetaria por bloguear os receptores FC dos macrofagoslz.

A PTT aguda é uma doenga auto limitada e a remis -
sio espontdnea ocorre em 80% dos pacientes num periodo de 6
a 12 meses independente da terapeutica ou n5027'33'12'25'21.
A mortalidade & rara e causada por hemorragia cerebral {em

torno de 1%333’21'7. 10% dos pacientes apresentam multiplas

recorréncias geralmente causadas por infeccoes virais. O0s pa
cientes que dentro de 6 meses nio apresentam remissaoc 880
descritos como portadores de PTI cronica e parecem ter meca-~
nismo patogénico diferente da PTI agudalz.

A terapia da PTI tem sido assunto controverso ha
cerca de duas décadas. Nido existem trabalhos cientificos com
bons controles avaliando os regimes alternativos de tratamen
to. A razio de criticas na intervencdo terapeutica é o fato
da doenca ter resolugdo sem tratamento na maioria dos ca -
8051,2,3,18,22,25_ Embora a prednisona tenha sido testada em
numerosos trabalhos cientificos, os resultados t+ém sido va -
ridveis e mal definidos. Muitos estudos mostram os benefi -
1,3,20,23,22

cios dos esterdides, outros nao A mais séria com

plicagio da PTI, a hemorragia intracraniana & infrequente e
nio existem estudos cientificcs investigando se  a terapia
especifica ou ndo, tem valor, isto &, se ela previne a hemoxr

ragia intracranianal.
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0 diagnéstico da PTL é feito atraves da  historia
clinica e exames laboratoriais. Na histdéria clinica enconta-
mos uma crianca previamente sadia gue desenvolve petégquias ,
equimoses e ig vezes sangramentos, geralmente 1 a 3 semanhas
apés uma infeccdo viral. O exame fisico mostra petéguias -
equimoses e auséncia de hepatoesplenomegalia ou linfoidenopa
tia. O hemograma completo é ﬁormal exceto pela trombocitope-
nia. 0 grau da trombocitopenia esta relacionado com © grau
de sinais e sintomas de sangramento. A anemia pode estar pre
sente se houver uma substancial perda de sangue, mas a con ~—
centracio de hemoglobina e a contagem de leucdcitos estao
normais. Uma vasinofilia leve maior que 4% € visto em torno
de 20% dos pacientes4'21. A linfocitose, com as formas atipi
cas, podem estar presentes mas sio proprias da idade e devi-
do a recente doenca viral. As plaguetas vistas noc esfregago
periférico sdao largas e consideradas células jovenszs'zs.

0 estudo imunolégico da PTI & de pequeno valor dia
gnoéstico ou progndstico. Consegue-seé diferenciar a forma agu
da da cronica gquantificando-se a gquantidade de imunoglobulina
G aderida a plaguetas ou através das diferencas na resposta
dos linfécitos & estimulagdo com fitohemaglutinina. Entretan
to, estas determinacoes ndo predizem a evolugao recorren -
t328,17,31.

0 exame da medula Ossea revela alteragbes, espe -
cialmente no setox megacariocitario. As alteracoes princi -
pais sao a hiperplasia megacariocitica, aumento de megacarid
citos jovens, sem atividade plaquetopoiética e a presenca de

alteracdes morfoldgicas do cltoplasma dos megacariocitos, es

pecialmente nas PTI cronicas.
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o estudo citoguimico, através da variagao do con -
tetdo de glicogénio dos megacaridcitos, nas parpuras plague-
topénicag, quer nas formas agudas ou crdnicas, trazem conhe-
cimentos sobre a fisiopatologia da doenca. A reagao do Acido
Periddico de Schiff {(PAS) evidencia a presen¢a no citoplasma,

de carboidratos (como glicogénio), mucopolissacarides, muco-

proteinas, glicoproteinas e glicolépide529'6'15'19. Pela rea

cao do PAS-Schiff, os megacaridcitos se classificam em célu-

las desprovidas de granulagbes e com granulacdes grosseiras ou

finas. Na PTI cronica ocorre predominio dos granulos grossei-

ros enguanto dque na PTI aguda nio ocorre este predominio no

citoplasma13'14.

0 objetivo deste trabalho é o estudo do comporta =

mento citogquimico dos megaridcitos na PTI aguda, em relagdo

ao conteiido de substé@ncias mucopolissacarides evidenciaveis

pela reagao de Hotchkiss - Mac Manus.
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3 - MATERIAL E METODOS

0 material estudado consistiu de esfregagos de me-
dula 6ssea de 19 criangas, de ambos Os sexos, com PTI aguda,
diagnosticadas no Servigo de Hematologia do Hospital Infan-
£il Albert Sabin da Fundacdo de Salide do Estado do Ceara e
de 3 eriancas do Instituto de Hematologia do Ceara, no perio
do de julho de 1988 a novembro de 1989. As ladminas escolhi -
das foram as que tinham melhcres condigoes técnicas e os ca
sos foram ndo consecutivos.

0s esfregacgos de medula Ossea foram colhidos do
esternc ou da apofise espinhosa antero-superior, ao ser dado
o diagnéstico. As laminas coradas pela citoguimica, foram in
terpretadas com o conhecimento prévio do diagnostico morfold

gico. O mesmo foi revisto pelo examinador.

A reacio citoquimica empregada foi a do Acido Pe
riddico de Schiff (PAS). A técnica utilizada na reacao foi a

29,2,26 04ificada por Hayhoezg'21 &

de Mc Manus - Hotchkiss
Os esfregagos depois de fixados com formalina a 10% em eta -
nol absolutc, foram lavados em agua corrente, cobertos com
Acido periddico por 10 minutos, novamente lavados e depois de
secos, imersos na fucsina basica de Schiff por 60 minutos .
Apés lavagens em agua sulfurosa por 2 a 3 minutos, foram la-
vados em agua corrente por 5 a 10 minutos e contracorados pe
la hematoxilina de Carazzi.

0s megacaridcitos, corados pelo PAS - Schiff foram
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contados e classificados em trés tipos, conforme a positivi-

dade da reacgao.

(a)

(b)

{c)

Assim se apresentam:

megacariocitos sem granulagdes: células com
niicleos ccrados pela hematoxilina e citoplas
ma com uma coloragac difusamente rosada, cor
respondente a presenga de substancias mucopg

lissacaridas, sem distribuigao granular.

megacaridcitos com granulagdes grosseiras
possuem além do citoplasma rOseo, numerosas
granulagdes de substancias PAS positivas, lo
calizadas junto dos nicleos ou em pleno cito

plasma.

megacariécitos com granulagdes finas: célu -
las grandes, em cujo citoplasma se observam
ou ndo plagquetas que se coram intensamente pe

= ; : ~ 19
la reacdo citoquimica em guestao™".

Foram contadcs 100 megacaridcitos.

A anilise feita foi descritiva, constando de tabe-

las, graficos e medidas de tendéncia central: média aritméti

ca e desvio padrao.
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4 - RESULTADOS

Dos 22 casos, 12 (55%) eram do sexo masculino e 10
(45%) do sexo feminino {(Tabela 1), com idades que variaram de
10 meses a 9 anos {Tabela 2).

Os megacaridcitos, corados pelo PAS - Schiff foram

contados e classificados em:

{a) - megacaribcitos sem granulacbes: células com
nicleos corados pela hematoxilina e citoplas
ma com uma coloracdo difusamente rosada, cor
respondente d presenga de substancias mucopo

lissacaridas, sem distribuicgdo granular.

(b) - megacariécitos com granulacoes grosseiras
possuem além do citoplasma rdseo, numero =
sas granulacdes de substadncias PAS positivas,
localizadas junto dos ndcleos cu em pleno ci

toplasma;

(c) - megacaribcitos com granulacdes finas: célu -
las grandes, em cujo citoplasma se observam
ou ndo plaguetas que se coram intensamente pe

la reacac citogquimica em gquestao.

Dos 22 casos estudados 71,95% das células nao apre

sentavam granulagdes no citoplasma (Tabela 4, Grafico 1) c

7
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14,64% das células apresentavam granulacbes grosseiras (Ta -
bela 5, Grafico 2). 6,25% das células apresentavam granula-

c3es finas (Tabela 6, Grafico 3).
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TABELA 1

Distribuicdoc dos pacientes com PTI aguda de acordo

com o sexo, do HIAS e IHC, no periodo de
Julho 88 - Novembro 89

SEXO FREQUENCIA %

masculino 12 55

feminino 10 45

TOTAL 22 100
TABELA 2

Distribuicao dos pacientes com PTT de acordo
com a idade, do HIAS e IHC, no periodo de

Julho 88 - Novembro 89
IDADE FREQUENCIA %
0+~ 2 5 23
24— 4 3 14
4 — 6 8 36
6+— 8 4 18
8 +— 10 2 9
TOTAL 22 100




TABELA 3

Distribuicao da frequencia das % das granulacdes
dos megacaridcitos, na PTI aguda, pela
coloracdo do PAS — Schiff

N % DE CELULAS % DE CELULAS COM % DE CELULAS COM
SEM GRANULA- | GRANULACOES GROS GRANULAGCOES FINAS
cOES SEIRAS (COM E SEM PLAQUETAS)

1 63 37 -

2 84 16 -

3 61 27 12

4 82 13 5

5 59 4] -

6 82 9 9

7 82 18 -

8 65 35 -

9 92 4

10 64 25 11

11 33 67 =

12 71 21 g8

13 74 26 -

14 70 30 -

15 90 10 5

16 66 28 6

17 87 13 -

18 59 39 2

19 42 33 25

20 83 17 -

21 92 8 -

22 82 9 9

MEDTA 71,95 23,9 4,13

s 15,63 14,64 6,25

10
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TABELA 4

Distribuicdo de frequéncia das % dos megacaridcitos
sem granulacées, na PTI aguda, pela
coloracao do PAS - Schiff

% DE CELULAS SEM N¢ DE CASO0S

GRANULACODES

33 — 45 2

45 +— 57 -

57 — 69

69 — 81

81 + 93 10
TOTAL 22

Ne de Casos

107

33 45 57 69 8l 93

GRAFICO 1
Distribuicdo de frequéncia das % dos megacaridcitos sem gra-
nulacdes, pela coloracdo do PAS — Schiff, na PTI aguda

11
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TABELA 5

Distribuicdo de frequéncia das % dos megacarioccitos
com granulagoes grosseiras, na PTI aguda pela
coloracao do PAS — Schiff

% DE CELULAS COM GRANU- N@ DE CASO0S
LACOES GROSSEIRAS

4 — 17 g
17 — 30 8
30 — 43 6
43 — 56 =
56 — 69 1l
TOTAL 22

N2 de Casos

0
4 17 30 43 56 69

GRAFICO 2

Distribuigdo de frequéncia das % dos megacaridcitos com gra-
nulacboes grosseiras, pela coloracao do PAS - Schiff, na PTI

aguda.

12
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TABELA 6

Distribuicdo de frequéncia das % dos megacarioécitos
com granulagoes finas, na PTI aguda, pecla

coloracao do PAS — Schiff

% DE CELULAS COM GRA Ne DE CASOS
NULACOES FINAS

0 — 6 15
6 — 12 5
12 - 18 1
18 — 24 -
24 — 30 1
TOTAL 22

N2 de Casos

14 +

10 T

2 +

PR [ 2
> 1o 24 30

0

6 1

GRAFICO 3

Distribuicao de frequencia das % das megacariocitas com gra-

nulacoes finas, pela coloragao do PAS - Schiff, na PTI aguda

13




FIGURA 1: Megacariocitos sem granulagdes na M.O. de uma crian

= ca com PTI aguda (coloracao PAS-Schiff, obj. 100)

: FIGURA 2: Megacariocitos com granulagoes grosseiras e plaque

tas na M.O. de uma crianca com PTI aguda (colora -
. cao PAS - Schiff, obj. 100)

14




FIGURA 3: Megacariocitos com granulacoes finas (com ou sem
plaquetas) na M.O. de uma crianca com Pl aguda

(coloracao PAS - Schiff, obj. 100)

15
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5 - DISCUSSAO

0 estudo do comportamento citoquimico dos megaca -

ridcitos, tem se mostradc iitil para o conhecimento das varia
¢des encontradas nestas cé&lulas em condigdes normais & na
pirpura trombocitopénica imunolégica (PTI}13.

_ 0 estudo da morfologia e fisiologia do megacaridci
to esta relacionado ao problema da PTI. A citogénese do sis-
tema megacariocitdrio assim como as suas caracteristicas mor
folégicas tém sido objeto de discussdo hd muito tempo. A
grande variacdo da morfologia do megacaridcito, encontrado em
medulas de individuos normais e principalmente nos portado -
res de piirpura, tem conduzido os autores a classificacao cu-
ja nomenclatura varia de um para outr013'14.

varios autores descrevem, com pequenas diferencas,
as principais alteracoes medulares que ocorrem ho setor mega
cariocitdrio que sdo: hipermegacariocitose, o aumento de me-
gacaridcitos jovens, sem atividade plaguetopoiética e altera
cbes morfoldgicas do citoplasma principalmente na PTL croni-
ca.

A presenga de substdncia mucopolissacarida nos me-
gacaridcitos estd relacionada com a fungédo plaquetogenética.
Normalmente a reacdo do PAS mostra uma positividade granular
difusa espalhada sobre o niicleo e o citoplasma do megacarid-

cito, com nimero variavel de "corpos de inclusao de glicogé-

nio" densamente positivos, &s vezes uma zona periférica nega

16
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tiva com uma orla de granularidade positiva indicando separa
cao plaquetériag.

STORTI et al mostraram a semelhanca existente na
composigdo quimica entre os granulos trombocitos e as granu-
lagbes presentes na periferia dos megacaridcitos. O mesmo au
tor observou em dois casos de PTI a diminuigao na quantidade
de glicogénio megacariocitario associado com formacao de pla
quetas. HUCKNER (1956) descreveu uma diminuigao no glicoge -
nio megacariocitdrio em casos de trombocitopenia de diferen-—
tes causas: pacientes com PTI, fase inicial da leucemia agu-
da, anemia perniciosa e hiperesplenismc. Esse autor relata a
importancia do estudo do glicogénio megacariocitario para ava
liar sua atividade e a consegquente formacao de plaqueta39'39

JAMRA & LORENSE (1959} realizaram um estudo da mor
fologia e citoquimica (PAS — Schiff) dos megacariocitos de
individucs adultos e normais. E em 1961 de 61 casos de PTT
foi demonstrado que nas formas cronicas da dcoenca, de acordo
com as observagdoes feitas por STORTI et al, havia um aumento
das granulagdes grosseiras enquanto gque na forma aguda da
doenca isto nio ocorre. Estes resultados significam gue na
PTI aguda a faléncia ocorre antes do aparecimento do glico -
génio enguanto qgue na PTI crodnica, oOs megacaridcitos alcan -
cam um estdgio mais avancado de diferenciagZo. A possivel fa
1éncia da formacdo plaquetdria leva a uma acumulagao excessi
va de glicogénio intracitoplasmatico na forma de granulagdes
grosseiras. A outra hipdtese & gue na PTI crdnica o aumen -
to do glicogénio represente uma condigdo de atividade metabo
lica aumentada, que ocorre como mecanismo compensatOrio para

» ) . ot L] 9
a excessiva destruigao plaquetaria”.
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0 nosso estudo constou do estudo citogquimico (PAS~
Schiff) dos megacaridocitos, em esfregago de medula Ossea ,
de 22 criangas com PTI aguda. Os resultados obtidos, que fo-
ram: aumento da percentagem de células sem granulagoes posi-
tivas, estao de acordo com os dados da literatura. Esse estu-
do permitiu a avaliacdo da fisiopatologia da doenga, o dia -
gndéstico diferencial entre a forma aguda e cronica da doen -

¢a, mas ndo oferece meios para se prever a evolugac da doen-

Ca.
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6 — CONCLUSAO

Realizamos o presente trabalho na tentativa de ava

liar os megacaribocitos, através de estudo citoquimico, na
PTI aguda.

Com esse estudo observamos:

(1) - através do estudo citogquimico avaliamcs a
fisiopatologia da doenga.

(2) ~ permitiu-nos treinamento de técnicas cito -
quimicas.

{(3) - Diferencia-se as formas agqudas das croénicas.

(4) A amostra reduzida e a auséncia de grupc con
trole, ou de estudos apenas em crianga, nao

permite tirar conclusoes definitivas.

19
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7 - SUMMARY

In the present study, we analised the bone marrow
citology of 22 children with acute I.T.P.. Through the
PAS - Schiff reaction, used in every case, it was possible to
determine the percentage of cells without positive granules
(71,95%), with coarse positive granules (14,64%) and with
fine positive granules (6,25%) and compare our results with
those in the literature. Descriptive statistical analysis was
performed.

Tt was demonstrated that the PAS - Schiff reaction
is useful for the diferential diagnosis of acute and chronic

I.T.P. but doesn't provide ' enough information if the acute

form will progress or not to the chronic form.

20
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