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RESUMO

O Exame de Medula Ossea (EMO) permite avaliagéo citolégica da medula, sendo
util no diagndstico e monitoramento de desordens hematologicas, quando exames
mais simples nédo sdo suficientes para esclarecer o quadro clinico. Investigagao
clinica e laboratorial completa deve ser realizada para garantir que a indicagao
apropriada exista. S&o requeridas pelo menos duas colora¢gdes (Romanowsky e Azul
da Prussia), onde devem ser avaliadas a qualidade da amostra, celularidade global
da mesma, contagem diferencial de células nucleadas, relacdo Mieloide/Eritroide
bem como cuidadosa avaliagdo quantitativa e qualitativa das trés linhagens
hematopoéticas (Granulocitica, Eritroide e Megacariocitica). O EMO fornece
informacdes relevantes no diagndstico e monitoramento de Leucemias/Linfomas,
Mieloma Multiplo (MM), Sindrome Mielodisplasica (SMD), Aplasia medular, doenca
metastatica na Medula Ossea (MO), infeccdes em HIV positivos, febre de origem
desconhecida e investigagédo de citopenias. Tendo em vista a classificagcdo da OMS
de 2008 para neoplasias mieldides e leucemias agudas cabe ressaltar a importancia
de unir achados citogenéticos, dentre os quais se destacam atualmente as mutagdes
génicas FLT3, KIT, NPM1 e CEBPA, aos achados morfoldgicos, imunofenotipicos,
citoquimicos e clinicos, alcangando desta forma marcadores diagnédsticos e
prognoésticos precisos que servem como guia para um tratamento eficaz. Este
estudo tem por objetivo identificar as principais indicagdes para o EMO no HCPA
bem como verificar a acuracia das mesmas. Foram analisados 400 pacientes
submetidos ao EMO na Unidade de Hematologia do HCPA no periodo de Janeiro a
Dezembro de 2009, tendo sido resgatados todos os resultados do Aspirado de
Medula Ossea bem como dados clinicos e laboratoriais relevantes obtidos do
prontuario médico. Verificou-se que cerca de metade dos pacientes submetidos ao
EMO em nosso centro sao para controle de tratamento, o que esta de acordo com
as caracteristicas do mesmo, o qual é referéncia regional para tratamento de
doencgas malignas. Nos pacientes que realizam o exame com propésito diagnostico
as indicagdes principais sdo suspeita de Leucemia e MM. Nos 260 pacientes com
suspeita de doenga hematoldgica primaria observou-se confirmagdo da mesma em
61% dos casos, nos 39% restantes foram encontradas alteragdes qualitativas e/ou
quantitativas (29%), MO normal (7%) e amostra insuficiente/diluida (3%). Dos
pacientes que fizeram o exame com proposito diagnéstico 20.5% nao fizeram
bidpsia. Com relagdo a acuracia da indicagdo, encontrou-se que 7 pacientes (2%)
provavelmente nado deveriam ter sido submetidos a este procedimento. Ressaltamos
a importancia de realizar em todos os casos Aspirado e Bidpsia de MO
simultaneamente uma vez que seus achados devem ser correlacionados e se a
Bidpsia for omitida o patologista pode ndo obter a informagdo maxima requerida.

Palavras chave: Aspirado de Medula Ossea; Biopsia de Medula Ossea; Principais
indicagdes; Diagndsticos.



ABSTRACT

The Bone Marrow Examination (BME) permits cytological assessment of Marrow,
being useful in the diagnosis and monitoring of hematological disorders, when
simpler tests are not sufficient to clarify the clinical picture. Are required at least two
colors (Romanowsky and Prussian blue), it should be evaluated the quality of the
sample, the same overall cellularity, differential count of nucleated cells,
myeloid:erythroid (M:E) ratio and carefull evaluation quantitative / qualitative from the
three lineages of hematopoietic (granulocytic, erythrocytic and megakaryocytic). The
BME provides information relevant to diagnosis and follow-up of leukemia/lymphoma,
multiple myeloma (MM), myelodysplastic syndrome (MDS), marrow aplasia, bone
marrow (BM) metastatic disease , infections in HIV positive, pyrexia of unknown
origin and investigation of cytopenias. The 2008 classification of the World Health
Organization (WHO) to the myeloid neoplasms and acute leukemia highlight the
importance of join cytogenetic findings - bring out currently FLT3, KIT, NPM1 and
CEBPA gene mutations - to the morphologic, immunophenotypic, cytochemical and
clinical findings reaching this way accurate diagnostic and prognostic markers that
serve as a guide to effective treatment. This study aims to identify the main
indications for the BME at HCPA and to verify their accuracy. It were analyzed 400
patients submitted to BME in the Hematology Unit of HCPA in the period January to
December 2009, having been rescued the bone marrow aspirate results as well as all
relevant clinical and laboratory data obtained from the medical records. It was found
that about half of patients submit BME in our center are to control treatment, which
agrees with the characteristics of it, it is a regional referral center for treatment of
malignancies. In patients who perform the test with diagnostic purpose the main
indications were suspected leukemia and MM. In 260 patients with suspected
primary hematological disease 61.2% turned out to be the case, the remaining 38.8%
had quantitative and/or qualitative BM alterations (29.6%), normal MO (6.5%) and
insufficient sample or diluted (2.7%). Of the patients who took the exam with
diagnostic purpose 20.5% had no biopsy. With respect to accuracy of indication, it
was found that 7 patients (2%) probably should not have undergone this procedure.
We emphasize the importance of performing in all cases aspirate and biopsy since
their findings must be correlated and furthermore if the biopsy is omitted the
pathologist can not get the maximum information required.

Keywords: Bone marrow aspiration; bone marrow biopsy; frequent indications;
diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A medula éssea contém em torno de um trilhdo de células e produz
aproximadamente 200 bilhdes de glébulos vermelhos, 100 milhdes de glébulos
brancos e 400 milhdes de plaquetas por dia em permanente equilibrio com o
consumo destes elementos figurados no sangue periférico [1].

O exame da medula éssea (EMO) fornece dados semiquantitativos e
qualitativos do estado de hematopoese e da normalidade das células sanguineas
precursoras de todas as linhagens [2]. Aspirado e Bidpsia de medula 6ssea séo
procedimentos bem aceitos para avaliar a celularidade da medula e a natureza das
células presentes [1]. O material coletado é utilizado principalmente para permitir a
analise citologica da medula, mas também serve para realizagdo de analise
imunofenotipica, citogenética e outras analises especializadas. O EMO deve ser
executado por individuos treinados, cientes das indicagdes, contra-indicacdes e
riscos do procedimento. E necessario saber se o paciente estd recebendo ou
recebeu alguma medicagédo que pode influenciar na contagem sanguinea e citologia
da medula, como drogas que tem um efeito adverso sobre a medula éssea ou
citoquinas que sdo prescritas para estimular a hematopoese [3].

A medula deve ser examinada quando a histdria clinica, os testes
laboratoriais ou o esfregago sanguineo sugerem a possibilidade de uma desordem
hematologica primaria ou secundaria que nédo pode ser esclarecida somente com
avaliacdo do sangue periférico, e analise morfoldégica ou estudos especiais da
medula podem auxiliar na conclusao diagndstica [2-4]. Embora seguras, as técnicas
de aspiracao e bidpsia de medula devem ser executadas com a idéia clara de como
esses resultados podem ser uteis no diagndstico diferencial ou fornecer dados para
o tratamento da patologia [2]. Coleta e processamento étimos das amostras de
aspirado e biopsia sdo criticos para garantir a obtengdo de um nivel maximo de
informacéo diagndstica. A combinagdao de amostras diagndsticas excelentes, testes
auxiliares apropriados e conhecimento do contexto clinico constituem a melhor
forma para distinguir entre reagcbes comuns e processos neoplasicos que envolvam
a medula éssea e evitar falhas diagnosticas nesta diferenciagcdo [5]. Aspirado e

bidépsia de medula sdo complementares [5-7].
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Dentre as indicacbes para o EMO, além de diagndstico e avaliagao de
tratamento de doengas malignas como Leucemias, Linfomas e Mieloma Muiltiplo,
também estdo Sindrome Mielodisplasica, Amiloidose, Mastocitose, doencas
Metastaticas, Anemia aplastica, pesquisa de infeccdes oportunistas em pacientes
HIV positivos e febre de origem desconhecida [1, 3, 6, 8].

O Servico de Hematologia e Transplante de Medula Ossea do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) é referéncia estadual para o tratamento de doencgas
hematoldgicas benignas e malignas, assim como para a realizagdo de transplante
autolégo e alogénico, aparentado e nao aparentado. O HCPA é também referéncia
para o tratamento de canceres sélidos e para portadores de Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). O EMO é, portanto, uma ferramenta diagndstica
utilizada assiduamente.

Este estudo visou definir as patologias para as quais o EMO é mais
frequentemente indicado no HCPA; a acuracia das indicagdes e a sua resolutividade

diagnostica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HEMATOPOESE

O Sistema Hematopoético (SH) é caracterizado por constante turnover de
células em um esforco continuo de reparagdo para manter as populagdes de
leucdcitos, plaquetas e eritrocitos em niveis normais. Em resposta a estimulos
apropriados, como hipdxia, sangramento ou infec¢gdo, pode haver um aumento
substancial na produgdo de tipos celulares especificos. O SH é mantido pela
presencga da Célula-tronco (stem cell) hematopoética, definida como uma célula com
a capacidade de se auto-renovar, bem como produzir progénie destinada a se
diferenciar [9].

Durante a vida fetal a hematopoese ocorre inicialmente em ilhotas sanguineas
do saco vitelinico (até o segundo més) e posteriormente no figado e no bago (do
segundo ao sétimo més). Desde entéo, esta fungdo € progressivamente assumida
pela medula 6ssea de praticamente todos os 0ssos da crianga, enquanto no adulto
ocorre predominantemente no esterno, ossos da bacia, costelas e nas vértebras [2,
10].

Figado e bago também podem reassumir a fungdo hematopoética fetal, o que
€ denominado hematopoese extramedular. A presenca de tecido hematopoético
ativo fora da medula éssea € denominada metaplasia mieldide, que pode ser um
fendbmeno compensatério ou indicar uma proliferagdo primaria (neoplasica). Em
criangas, a metaplasia mieléide compensatoria (ou reacional) € mais comum, mas
em adultos a observacao de tecido mieldide fora da medula éssea é geralmente
indicativo de processo neoplasico [10].

De maneira geral, o exame citologico das células da medula o6ssea é
realizado utilizando-se Coloragdo de Romanowsky (May-Grunwald Giemsa ou
Wright Giemsa), a qual confere a cor azulada a estruturas basofilicas e résea a

estruturas acidofilicas [2].
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2.1.1 Hematopoese da Linhagem Mielbéide — Mielopoese

Em meados de 1960, alguns pesquisadores desenvolveram técnicas de
cultura in vitro para células hematopoéticas e descobriram os fatores estimuladores
de colbnias (Colony Stimulator Factor — CSF). Logo, ficou entendido que estes
fatores s&o produzidos endogenamente e liberados durante neutropenia, infecgéo ou
apo6s administracao de endotoxinas.

Subsequentemente, avangos rapidos na biologia molecular permitiram a
clonagem de genes para estes fatores de crescimento e seus receptores.
Experimentos com modificagbes genéticas alvo (knock-out) em camundongos,
mostraram claramente que o fator estimulador de colonias granulocitico (G-CSF) e
seus receptores sao essenciais para a manutencao de niveis normais de neutrdéfilos
no sangue [11]. Além disso, G-CSF demonstrou exercer um papel critico na
leucocitose causada por infec¢ao bacteriana [12].

Terapeuticamente, o desenvolvimento de fatores estimulantes de colbnia
como agentes terapéuticos tem tido impacto maior na hematologia e oncologia
pratica. Ambos, G-CSF e o fator estimulante de colénia de granulécitos e mondécitos
(GM-CSF), tém efeitos farmacologicos multiplos, incluindo aumento na atividade
proliferativa de células progenitoras, encurtando o tempo da producéo de neutrdfilos
e maturacdo na medula, acelerando a liberagcao e maturagao de células da medula
para o sangue, aumentando também a produgdo dos granulos neutrofilicos, e
estimulando a liberac&o de proteases [13].

Uma unica Unidade Formadora de Colonia (UFC) altamente diferenciada
pode aparentemente gerar mondcitos e neutrofilos (UFC-GM), ao passo que outras
geram eosindfilos (UFC-Eo), basodfilos (UFC-Baso), eritrocitos (UFC-E) e
megacariocitos (UFC-Meg) [9].

2.1.1.1 Granuldcitos

O termo granulécito € usado para precursores e formas maduras de

leucdcitos caracterizados por granulos neutrofilicos, eosinofilicos ou basofilicos em
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seu citoplasma. A tendéncia global durante a diferenciagdo € uma diminuigcao
gradual no tamanho do nucleo, aumento da cromatina nuclear maciga e diminuigao
da capacidade proliferativa a medida que a célula amadurece o que é caracterizado
pelo aumento progressivo de granulos no citoplasma (Figura 1) [2].

Observa-se uma sequéncia no processo maturativo dos granulécitos:
Mieloblasto — célula grande com 2 a 5 nucléolos, com nucleo ocupando a maior
parte da célula; Promielocito — com granulos grandes e proeminentes no citoplasma
(granulagéo primaria) além de area clara de golgi; Mielécito — em geral com nucleo
excéntrico, nucléolos nao visiveis e granulagdo secundaria no citoplasma, a qual
pode ser neutrofilica (fina, de cor lilaz), eosinofilica (grande, laranja-avermelhado) ou
basofilica (grande, azul-escura); Metamielécito — com menor basofilia e nucleo
identado; Bastdo — com nucleo em ferradura; e finalmente, Polimorfonucleares
(segmentados) — com nucleo multilobulado, onde eosindfilo maduro tem somente
dois l6bulos, enquanto que a média de I6bulos no neutrdfilo € de 3 a 4 e o nucleo do
basdfilo é frequentemente obscurecido pela abundante quantidade de grénulos [1, 2,
9].

Myeloblast Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte Ba?ld Neutrophil
cel

M3

e ®_, 5% _
oo\ f“' oy ‘,, P f“:v-\ ‘:&Q g)

Common .
erythroid/granulocytic
precursor

Early erythroblast  Intermediate Late erythroblast ~ Polychromatic Mature
erythroblast erythrocyte erythrocyte

Proerythroblast

Figura 1: Diferenciacao e maturagdo Granulocitica e Eritrocitica.
Fonte: Bain BJ, Bain BJ. Bone marrow pathology. 3rd ed. Oxford ; Malden, MA: Blackwell Science
2001 [29].
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Klebanoff (2005) demonstrou que a mieloperoxidase, ja conhecida por ser
liberada dos granulos durante a fagocitose, esta envolvida na geracado de perdxido
de hidrogénio e propés que esta é a substancia antimicrobiana potencialmente
critica gerada dentro dos neutrofilos. Experimentos adicionais esclareceram que
outras oxidases, como NADPH oxidase, também tem um papel importante na
geracao de peroxido de hidrogénio e outras espécies reativas de oxigénio [14].

Experimentos posteriores demonstraram que o peréxido de hidrogénio
interage com mieloperoxidase e um haleto, predominantemente de cloro, para gerar
dentro do fagossoma o acido hipocloroso, uma potente substancia antibacteriana.
Apesar dos fagocitos terem outros mecanismos microbicidas, incluindo peptideos
antimicrobianos e proteases, a fagocitose com geracdo de espécies de oxigénio
reativas de acido hipocloroso, é ainda considerado o mecanismo critico de defesa
contra maioria dos patégenos invasores [13].

As moléculas antigénicas assim digeridas e espalhadas no espaco
extracelular sdo fagocitadas por macrofagos/histiocitos ou células dentriticas e por
estas apresentadas aos linfocitos compondo a primeira fase da resposta imunolégica
celular [9, 10].

2.1.1.2 Mondcitos

Mondcitos na medula normal sdo idénticos morfologicamente aqueles no
sangue periférico, com citoplasma abundante (levemente basofilo) e nucleo irregular
com chanfraduras. Pré-mondcitos tém cromatina mais delicada, nucléolo visivel,
freqientemente poucos granulos finos, e citoplasma um pouco mais basofilico,
Monoblastos tém nucleo arredondado, nucléolos aparentes e citoplasma escasso [2,
9].

Fagécitos monocucleares no sangue e tecidos sobrevivem por mais tempo
que neutrdfilos. Esta caracteristica dos fagocitos € clinicamente muito importante.
Ela protege pacientes de riscos de infec¢des fatais quando a produc¢ao de neutrofilos
esta transitoriamente interrompida, como ocorre na quimioterapia do cancer, reacoes

idiossincraticas a drogas e transplante de células tronco hematopoéticas [13].
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Os macrofagos (histiécitos) sao derivados de mondcitos, mas sao maiores,
chegando a atingir 20 a 30 ym de dimensao. O nucleo é oval com cromatina reticular
delicada e um ou dois pequenos nucléolos. O citoplasma varia de azul acinzentado a
palido e descolorido e frequentemente contém células fagocitadas, restos celulares
degenerados e vacuolos. Células vermelhas intactas sdo raramente visiveis dentro
dos histiécitos medulares. No entanto, a ativagcdo descontrolada de células
histiociticas leva a uma Sindrome Hemofagocitica associada com uma variedade

condigdes neoplasicas, virais e reativas [2].

2.1.2 Hematopoese da Linhagem Eritréide — Eritropoese

Paralelamente a sequéncia ordenada de aparecimento da hematopoese no
saco vitelino, baco, figado e medula, ocorrem uma série de mudangas nas
variedades de hemoglobina que sdo sintetizadas. As células do figado, bago e
medula produzem hemoglobina fetal. A hemoglobina adulta pode ser detectada in
vivo por volta da 11° semana de gestagdao, embora a producdo de hemoglobina A
seja apreciavel apenas nas ultimas seis semanas de gestagcdo. A mudanga de
cadeia gama para a beta esta praticamente completa no momento do nascimento
[9].

Durante a diferenciacao eritréide, o nucleo progressivamente torna-se menor
e a cromatina nuclear mais condensada, bem como a capacidade de proliferagao
celular diminui, enquanto que o citoplasma gradualmente perde a coloragdo azul
transmitida pelo RNAm, substituindo-a com a coloragédo rosa da hemoglobina
(Figura 1) [2].

Na sequéncia do processo maturativo dos eritrocitos sdo observados: Pro-
eritroblastos - sdo grandes e o0 nucleo ocupa quase toda a célula; Eritroblasto
basofilico — € menor e o nucleo ocupa parte menor da célula, com citoplasma
bastante basofilico; Eritroblasto policromatdfilo - citoplasma cinza devido ao aumento
da quantidade de hemoglobina; Eritroblasto ortocromatico — nucleo menor e
picnético e citoplasma vermelho como do eritrécito maduro; Policromatoéfilos - sao
células vermelhas maduras anucleadas que ainda contém RNAm residual para

transmitir uma leve cor acinzentada ao citoplasma. A cor cinza do citoplasma é
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devido a combinacao de RNA e hemoglobina citoplasmaticos; Eritrécito é a célula
vermelha anucleada [2, 10].

llhotas eritropoéticas sao nichos especializados nos quais os precursores
eritréides proliferam, diferenciam-se e perdem o nucleo. Estes subcompartimentos
sdo compostos de eritroblastos circundando um macréfago compondo o “ninho
eritréide”, o numero de eritroblastos por ilhota na medula humana varia de 5 até
mais de 30, tendo como componente chave o macrofago central [15, 16]. Atualmente
tem-se uma compreensao molecular melhorada dos processos operacionais dentro
dos ninhos eritréides, incluindo adesao célula-célula e célula-matriz extracelular,
feedbacks regulatorios positivos e negativos e fungdo do macrofago central. Estas
ilhotas sdo raramente vistas em aspirados de medula Gssea, pois sdo prontamente
destruidas durante a preparacao do esfregaco [15].

Interessantemente, e ao contrario do que ocorrem com os megacariocitos, as
ilhotas eritréides localizam-se ndo somente nas regides adjacentes aos sinusoides
da medula d6ssea, mas também espalhadas por toda a medula. Nota-se que as
ilhotas ndo adjacentes, contém significativamente mais proeritroblastos enquanto
que as ilhotas vizinhas a sinusoides tém eritroblastos diferenciados mais acidofilicos.
Este dado aumenta a intrigante possibilidade de que as ilhotas podem ser estruturas
moveis que migram em diregdo aos sinusodides quando seus eritroblastos tornam-se
mais diferenciados [17].

Historicamente, a Emp (proteina macrofagica eritroblastica), foi a primeira
molécula identificada em ambas as membranas, de macrofagos e de eritroblastos, a
qual parece ser capaz de formar uma ligacdo macrofago/eritroblasto [18]. Durante a
diferenciagdo do macrofago no figado fetal in vitro, a Emp parece ocupar diferentes
locais intracelulares nos macréfagos imaturos, enquanto que nas células maduras
estda amplamente presente na superficie celular, executando papel critico na
eritropoese [19]. A CD163a é outra glicoproteina de adesdo macrofagica, a qual
funciona como um receptor para complexos hemoglobina/haptoglobina. In vitro,
CD163 aumenta a expansao eritrdéide, mas nao altera a diferenciacao [20].

Os macréfagos centrais ndo somente ancoram os eritroblastos dentro das
ilhotas e provem interagdes que afetam a proliferacdo e diferenciacao eritréide,
como também executam outras fungdes, realizam a fagocitose do nucleo quando
este é expelido dos eritroblastos [15]. Outra fungédo originalmente proposta para

macrofagos centrais € a transferéncia de ferro diretamente para progenitores
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eritroides. Estudos recentes sugerem que a ferritina é sintetizada pelos macréfagos,
secretada via exocitose, e subsequentemente tomada pelos eritroblastos. Apds
endocitose, o ferro liberado da ferritina por acidificacdo e protedlise, € usado pelo
eritroblasto para sintese da heme [21].

Anormalidades na diferenciagdo macrofagica podem levar as perturbagoes na
funcdo do ninho eritréide. Dois importantes fatores para regulacdo da diferenciacao
e funcdo macrofagica sdo a proteina supressora de tumor retinoblastoma (Rb

protein) e a proteina paladina associada ao citoesqueleto [22].

2.1.3 Megacariopoese

Megacariécitos sao células grandes (30 a 150 ym) com coloragao escura e
nucleo irregularmente lobulado. O citoplasma € azul com textura de “algod&o doce”,
e as células mais maduras contém muitos granulos roxo-avermelhados.
Circundando cerca de metade dos megacariocitos existem plaquetas deles
derivadas [2]. A Trombopoietina € o fator de crescimento que regula primariamente a
megacariopoese. Estimula a proliferagédo e diferenciagao das células progenitoras de
megacariécitos e aumenta a producédo de plaquetas. As células megacariociticas
sdo as menores em numero (menos de 1% das células nucleadas), mas sao as
maiores de todas as células hematopoéticas [23].

A maturacdo megacariocitica € unica e caracterizada pela endomitose
(divisdo nuclear sem divisédo citoplasmatica), resultando em um aumento gradual na
segmentacao nuclear e conteudo de DNA [23].

Megacaridcitos normais devem ser distinguidos de osteoclastos, os quais séo
maiores, tem granulagao citoplasmatica similar, mas sao multinucleados ao contrario
dos primeiros, cujo nucleo € segmentado. Megacariocitos maduros em condigdes de
aumento da destruicao e utilizagao periférica de plaquetas, frequentemente tem seu

citoplasma reduzido, sugerindo “exaustao” por langamento prematuro de plaquetas,

mas este ndo € um achado diagnaostico definitivo [1].
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2.1.4 Linfopoese

Estudos em 1960 e 1970 demonstraram que linfocitos B e T sdo responsaveis
primariamente pelas fungdes basicas de produgao de anticorpos e respostas imunes
mediadas por células, respectivamente [24].

Os tecidos linféides podem ser classificados em 2 grupos: Os primarios,
também chamados de 6rgaos regenerativos, e os secundarios ou érgaos periféricos.
Os primarios sao os tecidos onde os linfocitos expressam, pela primeira vez, os
receptores antigénicos e onde adquirem a maturidade fenotipica e funcional. Nos
mamiferos, os 6rgéos primarios sdo a medula 6ssea e o timo. A medula 6ssea, além
de originar todos os linfocitos é o local onde ocorre a maturagdo das células B,
enquanto a diferenciagdo dos linfécitos T ocorre no timo. Os 6rgaos linféides
secundarios ou periféricos incluem os linfonodos, bacgo, o tecido linféide associado
as mucosas e pele [10]. O numero de precursores de células B na medula € maior
em criangas, onde eles podem ser tao freqlientes quantos elementos mielbides e

eritréides, e diminuem com a idade [1, 2].

2.1.4.1 Linfocitos B

O desenvolvimento das células B abrange estagios continuos que iniciam nos
orgaos linféides primarios com subsequente maturagdo funcional em orgaos
linféides secundarios. O ponto final protetivo e funcional é a producédo de anticorpos
por plasmaécitos terminalmente diferenciados [24].

Células plasmocitarias normais variam um pouco no tamanho, mas
geralmente tem de 12 a 16 ym de diametro. Elas s&o redondas ou ovais. O nucleo &
pequeno, redondo, localizado excentricamente, e corado densamente de purpura. A
cromatina € maciga e grosseira. Nucléolos ndo sao visiveis. O citoplasma é azul
profundo, freqlientemente com zona perinuclear clara. Formas binucleadas podem
ser encontradas em medula normal [2].

A expressao de RCB (receptor de célula B) é requisito para desenvolvimento

e sobrevivéncia das células B na periferia.
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Pelo menos 10 fatores de transcricao distintos regulam os estagios precoces
de desenvolvimento do linfécito B, sendo E2A, EBF e Pax5 particularmente
importantes na promogé&o da diferenciacéo da linhagem B [25].

Nos ultimos 25 anos, aproximadamente 10 moléculas de superficie
especificas de células B foram identificadas por tecnologia de anticorpos
monoclonais. A nomeclatura “clusters of differentiation” (CD) facilitou a classificagao
dos anticorpos monoclonais gerados contra epitopos de superficie celular de
leucdcitos. A maioria destas moléculas regula o desenvolvimento e fungdo das
células B, facilita a comunicacdo com o ambiente extracelular, ou prové um contexto
celular para interpretar os sinais RCB [24].

Células B de memoria persistem apds o estimulo antigénico, rapidamente
expandindo durante respostas secundarias, e podendo diferenciar-se em
plasmdcitos secretores de anticorpos. De uma forma similar aos estagios precoces
de desenvolvimento de célula B no figado fetal e na medula adulta, o
desenvolvimento dos plasmacitos é fortemente regulado por fatores de transcri¢ao,
mais notavelmente pelo Bcl-6 e BLIMP -1 [26].

2.1.4.2 Linfocitos T

Populagdes funcionalmente distintas de linfécitos T expressam diferentes
proteinas de membrana. Estas proteinas servem como marcadores fenotipicos de
diferentes populagdes linfocitarias. Por exemplo, a maioria dos linfocitos T-auxiliares
expressam uma proteina de superficie denominada CD4, e em sua maioria 0s
linfécitos T-citotdoxicos (CTLs) expressam outro marcarcador, denominado CD8. CD4
e CD8 sao glicoprotéinas da superficie dos linfocitos T que s&o expressas em
subgrupos mutuamente exclusivos de linfocitos T maduros com padrdes distintos de
restricaio do MHC (major histocompatibility complex). CD4 e CD8 servem como
moléculas acessorias, por facilitarem as interagcées dos linfocitos T com as APCs
(células apresentadoras de antigenos), ou do CTLs com as células-alvo [10].

Em 1986, foram identificados dois subtipos de células T CD4 ativadas, Th1 e

Th2, as quais eram diferentes uma da outra na sua fungdo e no padrao de producgao
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de citocinas. Hoje, pelo menos 4 subclasses de célula T CD4 sao conhecidas, Th1,
Th2, Th17 e Treg [10, 27].

As células Th1 produzem IL2 (interleucina 2) e IFN- y (interferon-gama),
desenvolvem-se quando a célula apresentadora de antigeno (APC) secreta
Interleucina 12 (IL12) e sao importantes por promover resposta contra patégenos
intracelulares. As células Th2 produzem Interleucinas 4, 5 e 13, desenvolvem-se na
presenca de Interleucina 4 (IL4) e promovem resposta humoral contra patégenos
extracelulares. As células Th17 produzem Interleucina 17 (IL17) e podem estar
associadas com doencgas auto-imunes [27].

As Células T reguladoras (Tregs) sao células T CD4 positivas que possuem o
fator de transcricdo Foxp3 ativo e, consequentemente, secretam IL-10 e TGF-beta
(Transforming growth factor beta). As que secretam mais IL-10 que TBF-beta sé&o
chamadas de Th3 e as que secretam mais TGF-beta que IL-10, de Tr1. Essas
células podem ser induzidas pelo contato com o antigeno (Treg induzidas) ou ja
sairem do timo com esse perfil (Treg naturais). A sua agéo é inversa a das células
Th17, levando a supressdo das respostas imunes que gerem lesdo tecidual. Em

resumo, as Tregs tém um papel supressor da resposta imune [28].

2.2 COLETA, PREPARO E ANALISE DA MEDULA OSSEA

2.2.1 Coleta e Preparo do Aspirado de Medula Ossea

A coleta de 10 a 20 mL do aspirado é realizada preferencialmente na crista
iliaca e as distensdes devem ser preparadas imediatamente apds o procedimento.
Apoés serem fixadas e coradas (coloragbes de Romanowsky, Azul da Prussia e
estudos citoquimicos) primeiramente deve-se proceder pesquisa de grumos e
precursores hematopoéticos no aspirado, os quais vao determinar se a amostra esta
adequada para analise ou se ha contaminagdo com sangue periférico [2,4,7,28].

A avaliacdo microscépica em menor aumento € ideal para determinagédo da
celularidade global da amostra, contagem de megacariocitos e pesquisa de células

malignas. Ja a observagdo com oleo de imersdao em maior aumento € adequada
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para avaliagdo qualitativa das trés linhagens celulares bem como para contagem
diferencial de células nucleadas e determinacédo da relacdo Mieloide/Eritréide [1-3,
6].

Para a coleta do aspirado, é recomendado o uso de seringa plastica de 10-20
mL e o volume aspirado néo deve ultrapassar 2 mL. Com o aumento do volume de
medula aspirada, ha uma diluicdo progressiva da amostra por sangue periférico, cuja
resisténcia a aspiracdo € menor. A quantidade de aspirado deve ser proporcional a
quantidade de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) no tubo para minimizar
artefatos induzidos pelo mesmo. [30] Uma segunda seringa deve ser utilizada para
testes complementares como citometria de fluxo, analise citogenética, estudos
moleculares ou cultura de MO.

Se ocorrer amostra caracterizada como “medula seca”, termo conhecido em
inglés como “dry tap”, ou se nado forem obtidos grumos (fragmentos), o aspirado
pode ser repetido em um angulo um pouco diferente ou em outro local, neste caso o
exame obrigatoriamente deve ser acompanhado de bidpsia de medula O&ssea,
seguido de “in print”, para que se obtenha o diagndstico. Os aspirados para
citometria de fluxo devem ser colocados em tubo com heparina sodica [6].

As distensdes da medula 6ssea devem ser preparadas imediatamente apods a
aspiracdo. Uma gota do aspirado é colocada em cada lamina. O esfregaco é feito
usando um distensor com as bordas chanfradas de forma que a largura deste
distensor € menor que a ldamina com a amostra. O distensor é colocado junto a gota
do aspirado em um angulo de aproximadamente 30 graus, puxado para traz para
fazer contato com a gota, permitindo que a mesma se espalhe ao longo da linha de
contado com a lamina e em seguida ele é impelido para frente em uma agao suave.
[6, 31] Outra técnica € a de grumos esmagados (squash slides) nela, uma gota da
MO contendo grumos é colocada no centro da lamina e uma segunda lamina é
colocada em cima da primeira, sendo que o peso da segunda lamina é suficiente
para esmagar 0os grumos, as laminas sdo separadas uma da outra na dire¢cdo do
eixo longo da lamina [6].

Cortes de coagulo podem prover informagdes adicionais e podem ser
utilizados se a bidpsia nao tiver sido realizada ou se existir suspeita de que a mesma
nao esteja adequada. O estudo histolégico de cortes de coagulo pode ser usados
para avaliar a celularidade da medula éssea (MO), morfologia de megacaridcitos ou

infiltrados tumorais e também para imunohistoquimica (IHC) ou Hibridizagao
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fluorescente “in situ” (FISH). Os cortes de coagulo devem ser descritos como as
amostras de biopsia [6, 30]. O coagulo é colocado em tubo contendo fixador
apropriado e processado usando o mesmo método de amostras de bidpsia, exceto
pela descalcificagdo, que nao é necessaria [5, 6].

Do aspirado de MO, usualmente sdo feitas pelo menos seis distensdes,
fixadas com metanol absoluto livre de acetona, onde: duas sado coradas por
Coloragdo de Romanowsky (May-Grunwald Giemsa ou Wright Giemsa); outras duas
coram-se por coloracdo de Azul da Prussia, restando ainda duas laminas para
estudo Citoquimico (Mielperoxidade/ Esterases nao especificas), Imunohistoquimica
ou FISH [6, 23]. Da mesma forma, as laminas de grumos esmagados (squash slide)
também fixadas com metanol absoluto livre de acetona sao coradas por coloragao

de Romanowsky e Azul da Prussia [31].

2.2.2 Adequacio da Amostra do Aspirado de Medula Ossea

Para o melhor conforto do paciente, a crista iliaca posterior € geralmente o
local preferido para a aspiragao [3, 6].

Primeiramente é importante observar se a amostra esta adequada para o
diagndstico. O melhor indicador de que a agulha penetrou a cavidade medular e a
medula foi retirada com éxito €, como ja foi ressaltado, a presengca de grumos no
aspirado e precursores hematopoéticos no aspirado (megacariocitos, células
vermelhas nucleadas) elementos ndo encontrados na distensdo do sangue periférico
2]

A aspiragcdo inadequada da MO pode ocorrer devido a falha técnica de
aspiracao - a mais comum delas pela aspiracdo de volume excessivo e consequente
diluicdo da amostra, ou por espago medular fibrético ou hipercelular, geralmente
leucémico (medula seca) [5].

Segundo Hyun (1986), sdo possiveis causas para ocorréncia de “medula
seca”. falhas técnicas; desordens mieloproliferativas com mielofibrose e
osteoesclerose; mielofibrose/osteoesclerose secundaria devido a tumores;
compactibilidade celular da medula (leucemias agudas, linfomas, discrasias

plasmaciticas); reticuloendoteliose leucémica; granulomas. Como recomendacoes
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para estes casos: repetir a aspiragdo por um profissional experiente se existirem
falhas técnicas; fazer biopsia (com “in prints”) sobretudo se houver suspeita de
mielofibrose/osteoesclerose ou reticuloendoteliose leucémica; repetir a aspiracao se
houver suspeita de compactibilidade celular da medula/granuloma [7].

Na auséncia de grumos, megacariécitos ou outros precursores
hematopoéticos, a amostra deve ser reportada como sangue periférico. Na auséncia
de grumos, mas na presenga de megacariocitos ou outros precursores celulares, a
amostra deve ser reportada com uma amostra de MO diluida e uma avaliagao

qualitativa pode ser realizada [6].

2.2.3 Avaliac&o da Celularidade do Aspirado de Medula Ossea

O padréo ouro para celularidade global da medula é o exame de uma amostra
de medula adequada obtida pela bidpsia. A celularidade normal (percentual de
espaco medular ndo 6sseo ocupado por células hematopoéticas) da crista iliaca
medular diminui de 80% na infancia para 50 a 30% entorno dos 30 anos, com
diminui¢ao adicional apds os 70 anos [2], portanto este valor deve ser interpretado
levando em conta a idade do paciente [1].

A medida da celularidade € menos fidedigna em preparagdes de aspirado,
pois a arquitetura do tecido foi perturbada e a amostra € inevitavelmente misturada
com variados graus de sangue periférico. Além disso, células que sdo abundantes
na medula 6ssea, mas fortemente aderentes a elementos de suporte do tecido,
podem ser sub-representadas no aspirado. O problema interpretativo mais comum é
uma estimativa falsamente baixa da celularidade baseada no aspirado devido a
diluicdo com sangue periférico durante a aspiragdo, enquanto que uma amostra de
aspirado celular com grumos adequados de medula concorda com a celularidade da
bidpsia [1, 2]. Aspirados obtidos de adultos com mais de 30% de linfécitos sao
provavelmente misturados com sangue periférico [2].

As ladminas de medula 6ssea devem ser examinadas sob aumento menor
para determinar o numero e a celularidade dos grumos, numero de megacariocitos e
para procurar por agrupamentos de células malignas. O exame em menor aumento

também permite a detecgdo de osteoclastos, osteoblastos, células de Gaucher,
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foliculos linféides e granulomas. A lamina toda deve ser examinada, incluindo as
particulas, e a amplificagdo maior deve ser empregada para estudo de
anormalidades descobertas [1]. Aumento focal de células de uma mesma linhagem
em particular deve ser notado [3]. Apds a pesquisa em menor aumento, as laminas
devem ser examinadas sob amplificacdo com d6leo de imersao para determinar os
varios tipos celulares hematopoéticos presentes e avaliar a adequacdo da

diferenciagdo em cada linhagem (Granulocitica, Eritréide e Megacariocitica) [2].

2.2.4 Contagem Diferencial de Células Nucleadas no Aspirado de Medula
Ossea

As distengdes devem ser analisadas de maneira sistematica de forma que
nenhuma informagéo relevante seja omitida [3]. A contagem diferencial de células
nucleadas (DCN) da medula deve ser feita para avaliar a atividade hematopoética,
comparar as proporgdes das diferentes linhagens com os valores de referéncia e
também para quantificar células anormais, se presentes. As células da medula
devem ser contadas em uma area onde estejam bem distribuidas com detalhes
citolégicos bons, e onde haja um numero menor de células lisadas [6].

Dependendo da indicacdo do Medulograma, DCN mais detalhado ndo é
necessario, por exemplo, se a suspeita clinica for deficiéncia de ferro ou anemia
megaloblastica. No entanto, se as caracteristicas forem de leucemia aguda ou
Sindrome Mielodisplasica (SMD) a porcentagem precisa de tipos celulares é
requerida para diagnostico da doenga, portanto contagem diferencial de pelo menos
quinhentas células em no minimo duas laminas deve ser realizada e todos os tipos
celulares devem ser enumerados [2, 3, 6]. Quando o DCN n&o for essencial para o
diagndstico, pelo menos 300 células devem ser contadas [6]. A contagem diferencial
deve abranger células blasticas, promieldcitos, mieldcitos, metamieldcitos,
bastonados, neutréfilos segmentados, eosindfilos, basodfilos, mastécitos,
promondcitos e mondcitos, linfécitos, plasmécitos e eritroblastos. O DCN nao deve
incluir megacariécitos, macrofagos, osteoblastos, osteoclastos, células estromais,

células lisadas ou células ndo hematopoéticas tais como células de tumor
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metastatico. Agregados linféides, se presentes, ndo devem ser incluidos nesta
contagem, mas sua presenca deve ser notificada [2, 6].

Mielécitos e precursores tardios sdo normalmente quase tdo abundantes
quanto neutrofilos maduros. Prémielécitos sédo infrequentes (menos de 10% dos
elementos mieldides), e blastos devem ser em numero menor que 5% das células
hematopoéticas nao linféides na medula [1].

Contagens diferenciais e propor¢do M/E (mielbide/eritroide) s&o consideradas
guias para caracterizar a medula como um todo. No aspirado, a proporgéo
Mieldide/Eritréide é frequentemente calculada para dar a celularidade relativa destas
duas linhagens maiores. Este valor normalmente deve ficar entre 2:1 e 4:1. Uma
diminuicdo da proporgédo M/E pode ser interpretada como hipocelularidade mieldide
ou hipercelularidade eritroide, dependendo da celularidade global da medula [2]. A
média mieldide/eritroide deve ser calculada pela expressdo da média de todos
granulécitos, mondcitos e seus precursores (mieloblastos, promielécitos, mieldcitos,
eosindfilos, promondcitos) por eritroblastos (em todos os estagios de maturagéo) [6].

Entre um més e um ano de idade ha um aumento nos precursores linféides e
uma diminuicdo nos precursores eritroides e granulociticos. Apés um ano a
contagem diferencial na medula varia pouco até 18 meses. [2] O numero total de
células contadas no DCN deve ser expresso no laudo. A contagem obtida deve ser
comparada com meédias normais publicadas para DCN em adultos ou em criangas e
neonatos. [6]

As caracteristicas citoldgicas associadas com a diferenciacdo das trés
linhagens hematopoéticas (Granulocitica, Eritréide e Megacariocitica) sdo centrais

para avaliar a medula éssea [1].

2.2.5 Avaliac&o de Estoques de Ferro no Aspirado de Medula Ossea

O exame da medula deve incluir avaliacdo de estoques de ferro,
especialmente se o paciente esta anémico. Cora-se a distensdo da medula por
técnica de Azul da Prussia. Os macrofagos medulares sao avaliados pelo estoque
de ferro, e os eritroblastos sdo examinados para presenga de granulos de ferro no

citoplasma (sideroblastos) [2]. Estoques de ferro podem ser graduados
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subjetivamente como ausentes, reduzidos, normais, aumentados ou marcadamente
aumentados [6].

O numero total de sideroblastos (normal, reduzido ou aumentado) deve ser
relatado e a frequéncia e localizagao (citoplasmatico ou perinuclear) dos granulos
siderdticos deve ser avaliada. Sideroblastos em anel sdo definidos pela presenca de
cinco ou mais granulos sideréticos circulando um tergco ou mais do nucleo. Pelo
menos 100 eritroblastos devem ser avaliados para porcentagem de sideroblastos em
anel, se presentes [2, 6].

Uma distensdo de MO com estoques aumentados de ferro deve ser usada
como controle positivo. Cortes de bidpsia sdo menos fidedignos que o aspirado para
avaliagao de estoques de ferro, uma vez que a decalcificagao remove estoques de
ferro, podendo ocorrer perda deste no processamento do tecido [5, 6].

O estudo de Stuart-Smith (2005) realizou uma comparagao entre os
resultados da Coloragdo de Perls’ em amostras de bidpsia descalcificadas com
acido formico e resultados da Coloracdo de Perls’ em amostras de aspirado,
comprovando que ha perda de ferro durante o processo de descalcificacdo da
amostra de bidpsia, uma vez que 44% das amostras do estudo tiveram presenga de
ferro no aspirado e auséncia do mesmo na bidpsia. Porém este estudo mostrou
também que a coloragcdo para Ferro na bidpisa pode ser util nos casos em que
amostras de Aspirado estdo inadequadas para avaliagao do ferro e quando nao ha

hemossiderina evidente na coloracido de Hematoxilina-Eosina da bidpsia [32].

2.2.6 Laudo do Aspirado de Medula Ossea

A celularidade dos grumos de MO deve ser avaliada pela analise de varias
particulas na distensdo. Esta pode ser descrita como acelular, reduzida, normal,
aumentada ou marcadamente aumentada [33].

Comentarios quantitativos e qualitativos devem ser feitos para as trés
linhagens celulares: eritréide, mieldide e megacariocitica. E importante a avaliagdo
do numero (aumentado, normal ou diminuido), da maturagdo e morfologia, devendo
ser descrito se estiverem anormais. Também é importante relatar o numero de

linfécitos e plasmécitos, bem como a morfologia destes [3]. Deve-se relatar o
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resultado da contagem diferencial de células nucleadas e respectivos percentuais,
além do resultado da Relagao Miel6ide/Eritroide [6].

Quando o numero de macréfagos esta aumentado, isto deve ser mencionado,
além de anormalidades em sua morfologia. Aumento no numero de mastdcitos e
qualquer caracteristica morfologica atipica ou agregada devem ser notados. Células
atipicas ou agregadas células estranhas a MO (tumor metastatico) devem ser
descritos e a presenga de numero significante de células lisadas também deve ser
documentada. Os resultados dos estoques de ferro e outras investigagdes
citoquimicas devem ser reportados [30].

Alguns autores advogam que para uma completa avaliagdo diagndstica, o
laudo do aspirado deve incluir os resultados da contagem sanguinea, por exemplo,
concentragdo da hemoglobina, contagem total e diferencial de glébulos brancos e
contagem de plaquetas, além de comentarios sobre a distensdo. A adequagao do
aspirado deve ser mencionada no laudo, se ha presenca de grumos na distensao ou
se o0 aspirado resultou em “medula seca” ou hemodiluida”. Achados relevantes de
citometria de fluxo, se disponiveis, devem ser sumarizados no laudo do aspirado.
Quando resultados de estudos genéticos moleculares s&o conhecidos e tiverem
impacto sobre o diagnostico, estes devem ser comentados [6, 30].

O aspecto do aspirado e da biopsia de medula devem sempre ser
correlacionados e se houverem discrepancias maiores, a razao precisa ser explicada
[29].

A conclusdo do laudo do aspirado de MO deve relatar o diagnéstico ou
diagnostico diferencial, com referéncia nas diretrizes do consenso internacional
quando aplicavel. Achados maiores podem ser sumarizados. Se o aspirado foi
executado para monitoramento de doenca os achados devem ser comparados com
laudos prévios de MO. Se o aspirado foi executado para confirmar um diagnéstico
clinico e o resultado foi negativo, isto deve ser relatado. Deve-se utilizar um codigo
de doencga apropriado de acordo com a terminologia do SNOMED (Systematized

Nomenclature of Medicine) ou ICD (International Classification of Diseases) [6].
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2.2.7 Coleta, Preparo e Laudo de Bi6psia de Medula Ossea

Com relagao a coleta, o comprimento do material em um adulto deve ter pelo
menos 2 cm. As amostras de bidpsia podem ser fixadas por diferentes métodos.
Pode-se usar formalina neutra tamponada por 6 horas. Outros fixadores comumente
utilizados incluem zinco formaldeido, B5 (cloreto de mercurio, acetato de sodio e
formalina), AZF (acido acético-zinco-formalina), IBF (formalina isotbnica tamponada),
Bounin's fixador (acido picrico, acido acético e formaldeido), ou formaldeido e
glutaraldeido. O tempo de fixagado varia dependendo do fixador usado, de no minio 1
hora até no maximo 24 horas. Estdo disponiveis diferentes métodos de
descalcificacdo. Solugbes comumente usadas sdo EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid), acido férmico, &acido acético, acido picrico ou agentes
descalcificantes comerciais. O tempo de descalcificagdo varia de 15 minutos a 72
horas, dependendo de ambos, o tipo de agente descalcificante bem como do
tamanho da amostra de bidpsia [6]. Apds a descalcificagdo a amostra de bidpsia é
embebida em parafina e cortada com micrétono [34]. A espessura recomendada dos
cortes € de 2 a 3 cm. Os cortes de bidpsia devem ser corados por Hematoxilina-
eosina (H&E). Pode ser feita uma coloragdo adicional de Giemsa além da H&E. O
Giemsa é util para identificar plasmacitos, mastdcitos, células linféides, eosindfilos e
para distinguir entre mieloblastos e proeritroblastos [6]. Um corte pode ser corado
para reticulina por método de impregnacgao de prata [35].

No laudo deve-se descrever a aparéncia e adequagao macroscopica da
bidpsia, além da qualidade e integridade da amostra. O padréo e percentual da
celularidade, e quaisquer areas necréticas, fibréticas ou hemorragicas devem ser
relatadas. Deve-se descrever a arquitetura da medula. A composi¢ao celular deve
ser relatada em termos de localizagao, proporgdes relativas, morfologia e padrao de
diferenciagdo para linhagens eritroide, mieldide, megacariocitica, linfocitos,
plasmdcitos e macréfagos [29, 36]. Células anormais, se presentes, devem ser
descritas. A conclusdo deve sumarizar os achados e o diagnéstico, com referéncia
as diretrizes do consenso internacional, se aplicavel [37]. Um codigo de doencga
apropriado pode ser utilizado. Recomenda-se uma conclusédo global que integre os

achados de ambos, amostra de aspirado e de bidpsia [6].
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2.2.8 Imunofenotipagem

A Imonofenotipagem pela Citometria de Fluxo permanece como ferramenta
indispensavel para diagndstico, classificagdo, estadiamento e monitoramento de
neoplasias hematoldgicas. Melhorias na instrumentagdo e disponibilidade dos
anticorpos e fluorocromos permitem identificar diferentes populacbes de células
normais e reconhecer fenétipos aberrantes, mesmo quando presentes em pequena
propor¢do das células analisadas [38, 39]. A escolha das linhagens celulares a
serem estimadas e dos antigenos a serem avaliados é baseada no tipo de amostra e
informacdes clinicas tais como, indicacdo para o exame, histéria clinica, achados
morfoldgicos, historico de outros testes anteriores de citometria e resultados de

outros exames laboratoriais [38].

2.2.8.1 Neoplasias Linféides Maduras

As neoplasias de células linféides maduras incluem leucemia linfocitica
cronica (LLC) e linfoma ndo Hodgking (LNH). Este grupo de doencgas é reconhecido
por um fendtipo similar as células linféides maduras normais (por exemplo,
imunoglobulina de superficie das células B maduras), e falta de caracteristicas
antigénicas de imaturidade, tais como expressao de TdT e CD34. Estas neoplasias
podem ser divididas em T, B e NK [37].

2.2.8.1.1 Neoplasias linféides maduras de linfécitos B

As células linféides B neoplasicas podem ser distinguidas de células normais
pela identificacdo de fendtipos anormais como restricdo de imunoglobulina de cadeia
leve e expressao de fendtipos aberrantes [38]. Ao contrario da maioria das
populagdes normais e reativas, as neoplasias de células B maduras geralmente

representam um clone simples de células que expressam somente uma classe de
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imunoglobulina de cadeia leve (kappa ou lambda) [40]. Outra caracteristica
encontrada é a aparente perda de intensidade para imunoglobulina de superficie
[41].

Fendtipo aberrante € a presenca de antigenos que normalmente n&do sao
expressos pelas células B (como antigenos mieldides CD13 e CD33). Notavelmente,
a expressao de CD5 em células B é frequentemente referida como um fendtipo
aberrante, porém existem pequenas populacdes de células B normais maduras
CD5". Por isso, a interpretacdo da expresséo de CD5 por células B requer avaliagéo
de outras anormalidades, incluindo restrigdo de imunoglobulina de cadeia leve e
intensidade alterada da expressédo de CD20, CD22 e CD79b [38].

Expressao de bcl-2 anormalmente aumentada (a qual é detectada por imuno-
histoquimica) pode ser encontrada na maioria dos linfomas foliculares, em alguns
linfomas difusos de células B grandes e em algumas LLA-B. Em contrapartida, o
Linfoma de Burkitt é geralmente CD10" e bcl-2™ [42].

Para avaliacdo de neoplasias de células B maduras, é util considerar a
expressdo de CD5 e CD10: em geral, populagdes CD5" e CD10~ podem indicar LLC-
B (FMC77) e Leucemia Pro-linfocitica (que também pode ser CD5~, CD10™ e CD23"),
as populacdes CD5"" e CD10~ podem indicar Linfoma folicular (bcl-2*) e Linfoma de
Burkitt (bcl-27), enquanto que populagées CD5 e CD10™ que expressam também

CD103 séao fortemente indicativas de Tricoleucemia [43-45].

2.2.8.1.2 Neoplasias linféides maduras de linfécitos T

As neoplasias de célula T maduras podem ser identificadas frequentemente
na imunofenotipagem pela expressado de antigenos aberrantes associada a perda
dos antigenos CD5 e CD7 [46]. Normalmente as células T CD4" do sangue
periférico, s&o em sua maioria CD26" (mais de 70%), por outro lado, as células CD4"
neoplasicas da Sindrome de Sésazy demonstram uma diminuigdo na intensidade do
CD26 e séo geralmente CD7" [47, 48].

A avaliagdo de combinagdo de CD7, CD26, CD3 e CD4 deve ser
correlacionada com achados clinicos e morfolégicos para estabelecer diagnéstico de

malignidade [38].
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Entre as neoplasias linféides maduras com fenétipo de célula T, a expressao
de CD4 e CD8 pode ser usada para formular possibilidades diagnésticas, onde:
CD4* e CD8™ = Sindrome de Sézary (CD7~, CD267); CD4" e CD8"" = Linfoma pro-
linfocitico de Células T (usualmente com perdas fenotipicas significantes),
Linfoma/Leucemia de células T do adulto (CD7~, CD25%); CD4~ e CD8"" = Leucemia
linficitica granular de grandes células T, Leucemia Linfocitica de células T

Hepatoesplénica e Enteropatia associada a Leucemia Linfocitica de células T [46].

2.2.8.2 Mieloma Multiplo (MM)

Dois antigenos s&o normalmente usados para identificar plasmadcitos normais:
CD38 (de alta intensidade) e CD138. Além disso, usualmente os plasmocitomas
demonstram fendtipo anormal com CD19™ e CD207, o que os diferencia dos
plasmécitos normais da medula e das neoplasias de células B [49]. Expressao
anormal de CD28 foi demonstrada em aproximadamente metade dos pacientes com
MM, bem como a perda de CD27 ocorre em propor¢ao similar de pacientes, estando
frequentemente associada com progressao da doenga. Aproximadamente 20% dos
plasmocitomas demonstram expressédo de CD117 [50].

A caracteristica mais util na distingdo entre Gamopatia Monoclonal de
Significado Indeterminado (GMSI) e MM é a identificagdo de proporcao significante
de células plasmociticas fenotipicamente normais associadas com células clonais.
Embora plasmaocitos ndo neoplasicos possam estar presentes em alguns casos de
MM, eles representam uma pequena propor¢cao do total de células nestes casos
[51].

2.2.8.3 Doenga Mieloproliferativa Cronica (DMC)

A imunofenotipagem tem um papel menos definido para diagnostico de DMC.
Anormalidades na expressdao de antigenos mieldides foram descritas,

particularmente em mielofibrose idiopatica cronica, e podem auxiliar na distingao de
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proliferacdes hematopoéticas reativas. Além disso, a contagem de blastos
permanece importante na distingdo entre fase crbnica e fase acelerada na Leucemia
Mieldide Cronica (LMC) [38].

2.2.8.4 Leucemias Agudas

Blastos frequentemente diferem da maioria das células maduras pela
expressao de marcadores de imaturidade e falta de antigenos expressos por células
maduras. Por exemplo, mieloblatos manifestam marcadores de imaturidade como
CD117 E CD34, e falta de marcadores de maturacdo como CD11b, CD15 e CD16
[38].

Células linféides B imaturas podem ser diferenciadas das células maduras
pela expressdo de CD34, TdT, CD10 e auséncia de imunoglobulina de superficie e
CD20. Ja células linféides T imaturas sao identificadas pela expressdo de CD34,
TdT, CD1a ou perda da expressao de CD3 de superficie [38].

Na distincdo entre Leucemia Linféide Aguda (LLA) e Leucemia Mieldide
Aguda (LMA), é importante considerar que LMA geralmente expressa antigenos
caracteristicos de diferenciacdo neutrofilica e monocitica tais como CD13, CD15,
CD33, CD64, CD117 e mieloperoxidase [52]. Na LLA, CD19 tem alta sensibilidade e
especificidade para deteccao de células da linhagem B e CD3 citoplasmatico para
detecgdo de células da linhagem T.

Nas LMA o estudo imunofenotipico tem grande valor na identificagcdo de
diferenciagao megacariocitica (LMA-M7) com expressao de CD41 e CD61. Enquanto
na Leucemia eritroide pura (LMA-M6), ha expressao de CD235a (glicoforina A) ou
CD 36 na auséncia de CDG64, mieloperoxidase e outros antigenos mieldides
associados. Embora estudos de citometria de fluxo sejam capazes de avaliar
diferenciagao monocitica (LMA M4/M5), o estudo citoquimico permanece como parte
importante do esquema de classificacdo atual da OMS (Organizagcao Mundial da
Saude) [53].
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2.2.8.5 Sindrome Mielodisplasica (SMD)

Com relagdo as células progenitoras mieldides CD34", podem ocorrer as
seguintes alteragbes fenotipicas: aumento ou diminuicdo da expressédo de células
CD34; expressao de CD11b e / ou CD15; perda da expressao do CD13, CD33, ou
HLA-DR; expressdo dos antigenos linféides (CD5, CD7, CD19, ou CD56);
diminuicdo da expressdo do CD45. Além disso, podem ocorrer anormalidades nas
células precursoras eritrdides como: expressdo anormal do CD45, expressdo do
CD34, expressao anormal do CD71 e/ou CD117 e/ou CD235 [52, 54].

2.3 PRINCIPAIS INDICAGOES PARA O EXAME DE MEDULA OSSEA

2.3.1 Suspeita de Leucemia

Na suspeita de Leucemia Aguda o aspirado de medula permite fazer melhor
progndéstico da doenga conforme a taxa de displasia. A analise citogenética é mais
bem sucedida utilizando células da medula, da mesma forma que € importante ter
uma linha de base para comparar com os aspirados de medula durante o tratamento
[3].

Avangos atuais na farmacogenética conduzem a idéia de que o tratamento
futuro de pacientes com leucemia provavelmente sera baseado em terapia
individualizada (farmacogendmicos), baseada nas caracteristicas genéticas de suas

células malignas e na sua propria composigao genética unica [55].

2.3.1.1 Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

A LLA - desordem maligna de células progenitoras linféides — afeta ambos,

criangas e adultos, com pico de prevaléncia entre 2 a 5 anos de vida. Em criangas, o
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desenvolvimento de tratamentos efetivos tem levado a cura em mais de 80% dos
casos [56].

Os eventos patogenéticos precisos que levam ao desenvolvimento da LLA
sao desconhecidos. Ha trabalhos, por exemplo, afirmando que o alto peso ao
nascimento € um fator de risco para LLA em criancas [57]. Existe ainda uma extensa
lista de relatos conflitantes ou isolados que podem estar relacionados com risco
aumentado desta doenca, incluindo, ocupacdo dos pais, histérico reprodutivo
materno, uso de alcool e tabaco, dieta materna, uso pré-natal de vitaminas,
exposicao a pesticidas e solventes e exposicdo a campos magnéticos de alta
frequéncia. Poucos casos (<5%) sado associados com sindromes genéticas
predisponentes tais como Sindrome de Down, Sindrome de Bloom, ataxia-
telangiectasia [58]. O foco atual da pesquisa sobre a patobiologia da LLA é a
compreensao das alteragcbes genéticas que frequentemente ocorrem, seus efeitos
na proliferagao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, visando elaborar tratamentos
alvo-seletivos contra produtos genéticos alterados destes clones leucémicos [59].

Pela classificagdo da FAB, baseada na morfologia celular, temos: LLA L1:
Células pequenas, homogéneas, cromatina densa, nucléolo pequeno ou ausente e
citoplasma escasso; LLA L2: células grandes e heterogéneas, cromatina
heterogénea, nucléolo proeminete, citoplasma escasso; LLA L3 = Células grandes,
cromatina granular, um ou mais nucléolos proeminentes, citoplasma vacuolizado e
abundante (Figura 2) [10].

Em torno de 25% dos casos de LLA de célula B — forma mais frequente da
doenga — abriga a fusdo genética TEL-AML1 gerada pela translocagéo
cromossdmica t(12,21)(p13;q22) [56]. Achados em camundongos estabeleceram o
gene Tel como importante regulador do desenvolvimento celular hematopoético,
essencial para hematopoese definitiva. Da mesma forma, o gene AmIl é essencial
para hematopoese embrionaria definitiva. A presenca da proteina da fusdo TEL-
AML1 em progenitores de células B parece conduzir a células pré-leucémicas com
propriedades de sobrevivéncia e auto-renovacéao alteradas [60].

Mais de 50% dos casos de LLA de célula T tem mutagdes que envolvem
NOTCH1, gene que codifica um receptor transmembrana, o qual regula o
desenvolvimento normal das células T [61]. Cerca de 15% das LLAs em criangas e
25% das LLAs e adultos sédo de células T [10].
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Figura 2: Linfoblastos de LLA-L3 com vacualizagao citoplasmatica caracteristica.
Fonte: McDonald GA, Paul J, Cruickshank B. Atlas of haematology. 5th ed. ed. Edinburgh: Churchill
Livingstone 1988. [65]

Em adultos, a translocagdo cromossdmica mais frequente é a 1(9;22), ou
cromossomo Philadelphia. A BCR-ABL tem um alvo terapéutico atrativo, onde
farmacos inibidores da ABL quinase tém se mostrado efetivos contra estas
leucemias BCR-ABL" [62].

Em geral, a presenca do cromossomo Philadelphia, t(4;11) com fusdo MLL-
AF4 e hipoploidia (<44 cromossdmos por célula leucémica) conferem piores
resultados, enquanto que hiperploidia (>50 cromossomos), fusdo TEL-AML e
trissomia 4, 10 e 17 sao associadas com prognoéstico favoravel [63].

A imunofenotipagem é essencial para estabelecer o diagndstico correto e
definir a linhagem celular envolvida. Expressdo de antigenos mieldides aberrantes
tem sido detectada em aproximadamente metade das LLAs [56].

A contagem de leucécitos tem progndstico variavel, contudo aumento das
contagens confere piores resultados, especialmente em pacientes com LLA de
célula B [64]. A idade ao diagnostico tem um forte efeito progndstico. Criangas de 1
a 9 anos tém resultados melhores que criangas com menos de 1 ano e

adolescentes. Os resultados do tratamento em adultos s&o piores [56].
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2.3.1.2 Leucemia Mielocitica Aguda (LMA)

O diagnéstico de LMA requer presenca de 20% de blastos do total de células
contadas no sangue periférico ou na medula. Nas leucemias mielomonociticas e
monociticas os promondcitos sdo considerados como blastos para fins diagndsticos
[66]. De acordo com a classificagdo FAB, as LMAs sdo separadas em 8 grupos.

A LMA com diferenciagdo minima (FAB-M0O) é uma leucemia aguda com
células blasticas uniformes, sem granulos citoplasmaticos, com Bastdo de Auer, e
reacao citoquimica negativa para Mieloperixidase (MPO) e Sudan Black [2, 66].

As LMAs que sao MPO positivas e estearase nao especifica negativas pela
citoquimica e que mostram menos de 10% de células com maturagdo séao
designadas como LMA sem maturacéo (FAB-M1) [1, 66].

A LMA com maturagdao (FAB-M2), é definida citoquimicamente de forma
semelhante a M1, mas com 10% ou mais de células mostrando maturagcdo. LMA
com t(8;21) € comum em criancas e adultos, somando aproximadamente 8% dos
casos de LMA. Os blastos sdo grandes com um contexto de maturacdo mieldide. Na
medula os blastos tém ocasionais Bastonetes de Auer e ocasionais granulos
grandes de cor salmao. Estas células expressam CD34, DC13, CD33 e MPO, com
tipica expressao aberrante de CD19 fraco [10]. Mutagbes KIT sdo comuns (20-25%)
e em adultos parecem ter pior prognéstico [10, 67].

LMA promielocitica (FAB-M3) compreende 5 a 8% dos casos de LMA. E mais
comum em adultos jovens. O reconhecimento do pronto diagndstico € essencial
devido a alta incidéncia de risco de CIVD. A t(15;17) (q22;921) resulta na fusdo do
gene promielocitico (PML) no cromossomo 15 com o gene do receptor do acido
retindico (RARA) do cromossomo 17. Duas variantes morfologicas sao conhecidas —
a hipergranular ou tipica e a hipogranular - tendo caracteristicas genéticas e
imunohistoquimicas distintas [68]. A LMA-M3 hipergranular ou tipica representa 60 a
70% dos casos. Os promieldcitos anormais tém numerosos granulos citoplasmaticos
grandes vermelho ou purpura (Figura 3), frequentemente obscurecendo o contorno
do nucleo. A maioria dos casos contém multiplos Bastonentes de Auer. A
imunofenotipagem mostra perda da expressdo de HLA-DR e CD34, com forte
expressao de CD33 e variavel expressao de CD13 [69]. A forma hipogranular ou

microgranular da LMA-M3 apresenta-se com leucocitose e numerosos promielécitos
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anormais, 0s quais possuem granulagao citoplasmatica fina. As reagdes de MPO e
Sudan Black sao fortemente positivas nas células anormais de ambas variantes. A
variante hipogranular mostra expressdo de CD13 e CD33 similar a hipergranular,
mas mostra diminuicdo de expressao de HLA-DR e CD34. Expressao aberrante de
CD2 é mais comum na LMA-M3 hipogranular [70]. Mutagdes FLT3 sdo comuns na
LMA-M3 e estdo presentes em aproximadamente 40% dos pacientes, sendo a
maioria mutagées de duplicagdo tanden internas (ITD). FLT3-ITD na leucemia
promielocitica, esta fortemente associada com variante hipogranular [68]. Casos
menos frequentes com caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas e clinicas de
leucemia promielocitica tem uma variante de translocagao citogenética que envolve
o gene RARA no cromossomo 17, mas ndo o gene PML no cromossomo 15. E
importante reconhecer estes casos, pois apesar de terem muitas das caracteriticas
tipicas da LMA-M3, algumas variantes RARA nao respondem a terapia com acido
trans-retindico (ATRA) [71]. Finalmente, o diagnéstico da leucemia promielocitica
deve ser rapido, o inicio da terapia ndo deve esperar pela confirmagdo genética
quando os achados clinicos, morfologicos ou de citometria de fluxo sugerem o

diagndstico [72].
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Figura 3: Promielécitos em LMA-M3 com granulagdes citoplasmaticas grosseiras
proeminentes.
Fonte: McDonald GA, Paul J, Cruickshank B. Atlas of haematology. 5th ed. ed. Edinburgh: Churchill

Livingstone 1988. [65]
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LMA com inv(16) ou t(16;16) tem uma caracteristica morfolégica de LMA com
eosindfilos anormais na medula 6ssea (FAB-M4Eo). Mieloblastos, monoblastos e
promondacitos tipicos sao vistos no sangue periférico e na medula. O imunofenadtipo
revela multiplas populacoées, incluindo populacdes de blastos imaturos expressando
CD34 e/ou CD117, e grupos de células exibindo diferenciagdo granulocitica (CD13,
CD33, CD15, MPO) ou monocitica (CD4, CD11b, CD11c, CD14, CD64, CD36). Co-
expressao aberrante de CD2 tem sido descrita, mas nao € especifica deste subtipo
de LMA [66]. Mutagdes Kit estdo presentes em aproximadamente 30% dos casos e
tem impacto progndstico negativo em adultos. Remissées moleculares sao possiveis
e tem boa correlagédo com remissao a longo prazo [73].

A leucemia aguda mielomonocitica (FAB-M4) é estearase nao especifica
positiva, refletindo diferenciacdo monocitica, com 20% a 80% de células blasticas na
medula. Quando mais de 80% dos blastos sdo estearase néo especificos positivos,
€ diagnodstico de LMA monocitica ou monoblastica (FAB-M5) [66].

Na LMA eritrocitica (FAB-MG), por definigdo, os precursores eritroides devem
representar 50% ou mais das células da medula 6ssea [66].

A leucemia megacariocitica aguda (FAB-M7) com t(1;22) € uma forma rara de
LMA infantil. A média de idade ao diagndstico € 4 meses e 80% dos casos sao
diagnosticados no primeiro ano de vida. A apresentagdo clinica € usualmente
mascarada com um tumor sélido e hepatoesplenomegalia e/ou lesdes esqueléticas,
algumas vezes sem envolvimento na medula éssea. Os blastos no sangue e medula
mostram caracteristicas tipicas de megacarioblastos, com pequena quantidade de

citoplasma agranular e presenca de “botdo” tipico, formando uma projecéo
citoplasmatica. A imunoreatividade a antigenos megacariociticos, CD41 e CD61, é
normalmente presente [74].

A deteccao de t(8;21), inv(16), t(16;16), ou t(15;17), é diagndstica de leucemia
aguda mesmo quanto blastos representam menos de 20% na MO ou sangue
periférico [66].

A Classificagao da FAB prové uma terminologia util comum para LMAs, porém
limitada no significado bioldgico, progndéstico e terapéutico. A classificagdo da OMS
de 2001 incorporou achados citogenéticos e moleculares e introduziu importantes
correlagdes prognosticas. A classificagdo da OMS de 2008 expandiu 0 numero de

entidades com translocagdes cromossémicas recorrentes e incluiu duas entidades
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provisorias caracterizadas por mutagdes genéticas, a LMA com mutacdo NPM1 e
LMA com mutacdes CEBPA [75].

Entre as LMA citogeneticamente normais (LMA-CN), as mutagbes FLT3 sao
presentes em aproximadamente um ter¢co dos casos, abrangendo todos os subtipos
da classificagdo FAB, sendo mais comum na LMA sem diferenciagdo (FAB M1) [76,
77].

A estradificagdo do risco da LMA nos grupos de progndstico favoravel,
intermediario e pior prognotico € baseada na citogenética e nos status de mutagao
génica (FLT3, KIT, NPM1 e CEBPA) o qual é utilizado para identificar quais
pacientes seriam beneficiados com transplante de células tronco alogénico [78].

LMA com mutagdo no gene NPM1 & encontrada em aproximadamente 50%
dos pacientes adultos com LMA de cariétipo normal (LMA-CN) e 20% dos pacientes
pediatricos com LMA e cariétipo normal [79]. Aproximadamente 40% dos pacientes
com mutagdo NPM1 sdo também FLT3-ITD positivos [66]. A mutagdo NPM1 em
LMA-CN é associada com prognostico favoravel na auséncia da mutagdo FLT3-ITD.
Em adultos a maioria dos casos com mutacdo NPM1 mostra diferenciacao
monocitica (FAB-M5a), enquanto que em criangas a maioria dos casos mostra
morfologia FAB M1, M2 ou M4 [80].

Mutacdes de ponto no gene CEBPA sdo detectadas em 13% dos casos de
LMA-CN em adultos e 17-20% dos casos em criangas. Anormalidades FLT3 sao
incomuns em LMA com mutacbes CEBPA. Na auséncia de fatores progndésticos

adversos, LMA com mutacbes CEBPA tem progndstico favoravel [81].

2.3.1.3 Leucemia Mieloide Cronica (LMC)

A LMC corresponde a 15-20% das leucemias em adultos. Embora possa
ocorrer em qualquer idade, a maioria dos pacientes sdo diagnosticados apos a
quarta década de vida [82, 83].

Ao diagndstico, os pacientes tipicamente apresentam medula hipercelular,
leucocitose, desvio a esquerda, eosinofilia, basofilia, trombocitose e esplenomegalia.

Quarenta por cento dos pacientes com LMC sao inicialmente assintomaticos. Fadiga
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€ observada em diferentes graus em 80% dos pacientes e aproximadamente 40%
apresentam esplenomegalia e anorexia [82, 83].

O cromossomo Philadelphia (presente em 95% dos casos de LMC), ocorre
como consequéncia da fusdo do gene abl do cromossomo 9 com o gene bcr do
cromossomo 22, originando o oncogene ABL/BCR. A respectiva oncoproteina
codificada por esta fusdo possui atividade constitutiva tirosino quinase, promovendo
divisdo celular e inibicdo da apoptose [84] alterando a capacidade de proliferagao e
sobrevivéncia destas células.

Interessantemente, o ponto de quebra no cromossomo 22 pode variar,
levando a producao de proteinas BCR-ABL com diferentes tamanhos: 190 KDa
(quilodaltons), 210 KDa ou 230 KDa [85]. A p210 é a forma mais comum associada a
LMC, sendo a p230 menos frequente. Contudo, a p190 ¢é frequentemente
encontrada na LLA. Isto pode ser especialmente util na distingdo entre pacientes
com LLA e pacientes com LMC em crise blastica [82].

Outras translocagdes provavelmente causam atividade aberrante adicional
que direciona a progressao desta doenga. Algumas das anormalidades citogenéticas
mais comuns incluem trissomia do 8, isocromossomo 17q, e aparecimento de Ph
adicional. O isocromossomo 17q € gerado por divisdo defeituosa, na qual o braco
curto do cromossomo 17 é perdido e o brago longo é duplicado. Esta € uma das
anormalidades cromossdmicas mais comuns na LMC e que pode ter um papel
importante na progressao da doenca [86].

O curso natural da LMC pode ser dividido em 3 fases: Fase Crbnica, Fase
Acelerada e Crise Blastica.

Na Fase Crbnica o sangue periférico tipicamente mostra leucocitose, com
desvio a esquerda e neutrofilia absoluta, onde o desvio a esquerda pode ser
marcado, mas o percentual de células blasticas e promielécitos circulantes € menor
que 10% [10]. A maioria dos pacientes apresenta anemia normocitica. A MO é
hipercelular com relagédo mieldide: eritréide aumentada, na maioria das vezes com
basofilia e eosinofilia [87].

Na Fase acelerada podem surgir sintomas constitucionais (suor noturno,
perda de peso, prurido). Com o passar do tempo, as células leucémicas adquirem
defeitos adicionais considerados responsaveis pela transicdo para fase acelerada e
Crise blastica. De fato, a resisténcia a terapia € geralmente a primeira manifestagao

da fase acelerada [88]. De acordo com os critérios da OMS o diagnéstico de Fase



41

Acelerada é feito a partir dos seguintes parametros: 10-19% de mieloblastos no SP
(sangue periférico) ou MO, >20% de basdfilos, trombocitopenia persistente
(<100.000/uL), trombocitose persistente (>100.000/uL), aumento de leucécitos e do
tamanho do bago ndo responsivos ao tratamento e ainda, surgimento de
anormalidades cromossomais adicionais, como citado anteriormente — trissomia do
8, isocromossomo 17q e aparecimento de Ph adicional [86, 89].

O diagnostico de Crise Blastica é feito com base em uma contagem de
células blasticas >20% no sangue periférico (SP) ou MO, bem como em presenca de
proliferacdo extra-medular de células blasticas [83].

Na auséncia de tratamento especifico, o paciente pode permanecer na Fase
Crénica por 2 a 5 anos, a fase Acelerada dura em torno de um ano e a média de
sobrevida apds entrar em Crise Blastica é de 3 a 6 meses [82].

O Unico tratamento curativo é o Transplante de Medula Ossea (TMO), todas
as outras formas de terapia sao nao curativas, embora algumas delas como mesilato
de imatinibe — inibidor da tirosina quinase — possa resultar em remissao citogenética
prolongada [90, 91].

Dez anos atras, a LMC era geralmente fatal para maioria dos pacientes dentro
de 5 anos, sendo curavel em casos de TMO bem sucedido. Atualmente, esta
patologia pode ser controlada com o uso de terapias orais, as quais podem aliviar e
estabilizar a doenga por anos. Este progresso tornou-se possivel através de

descoberta de terapias alvo com foco na patogénese molecular conhecida [82].

2.3.1.4 Leucemia Linféide Crénica (LLC)

A Leucemia Linfoide Crénica (LLC) é predominantemente uma doenga de
individuos mais velhos, na qual a maioria dos pacientes apresenta mais de 50 anos
ao diagnostico. Além disso, a doenga frequentemente tem uma progressao lenta
[92].

Agregados linfoides benignos podem ocorrer na MO em uma variedade de
condigdes reativas e também sdo mais provavelmente encontrados em individuos
mais velhos [93]. Condigdes associadas com presenga de agregados linfoides

benignos incluem doencgas auto-imunes e infecgdes por HIV, bem como neoplasias
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mieldides, tais como SMD e doencgas mieloproliferativas. Nestes casos, o excesso de
agregados de célula B ou aberragdes fenotipicas tais como co-expressdo anormal
de CD5 ou CD43 em células B, auxilia na confirmagdo de populagao linféide
neoplasica [5].

O sintoma mais comum presente na LLC € o aumento dos linfonodos,
enquanto que numero menor de pacientes relata sintomas como febre, perda de
peso e sudorese noturna e 25% dos pacientes sdo assintomaticos. Dentre os
achados fisicos mais comus estédo linfadenopatia (87%), esplenomegalia (54%), e
hepatomegalia (14%). A maioria dos pacientes assintomaticos s&o identificados com
base na presenca de linfocitose absoluta em hemograma de rotina [10, 94].

Dentre os critérios diagndsticos para LLC estdo a linfocitose no SP com
duracao superior a 2 meses, MO com celularidade normal ou aumentada com
linfocitose >30%, populagdo de linfocitos B positivos, os quais demonstram
monoclonalidade pela presenga de um unico tipo de cadeia leve de imunoglobulina,
Kappa ou Lambda, bem como positividade para os marcadores CD5, CD19, CD23,
CD20, CD21 e CD24. Expressao de CD38 e proteina zeta associada (ZAP-70) sao
achados imunofenotipicos de importancia prognéstica [92, 94].

Também é possivel obter informagao progndstica adicional pela pesquisa
citogenética de anormalidades cromossomais, tais como del[17p], del[11922-23],
del[13q14] e trissomia do 12 [94].

Doencas importantes a serem excluidas sdo Leucemia/Linfoma de Células do
Manto, Tricoleucemia e Leucemia pro-linfocitica. Leucemia/linfoma de Células do
Manto s&o distinguidas da LLC pela negatividade de CD23 e presenca de t(11;14).
Tricoleucemia e Leucemia pro-linfocitica sdo morfologicamente diferentes da LLC e
sem expressao de CD5 [94].

Ha quase trinta anos, os sistemas de estadiamento clinico desenvolvidos por
Rai e Binet estratificaram os portadores de LLC em trés grupos de risco: baixo (Rai
0, Binet A), intermediario (Rai I/ll, Binet B) e alto (Rai lll/IV, Binet C), apresentando
uma mediana de sobrevida estimada em >10 anos, 5 a 7 anos e 1 a 3 anos,
respectivamente.

O sistema proposto por Ray inclui presenga de linfadenopatia,
esplenomegalia, anemia e trombocitopenia como marcadores de progressao da
doencga, em estagios de 0 a 4 [95]; ja o Sistema proposto por Binet fundamenta-se

no numero de areas de envolvimento linféides e a presenca de anemia ou
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trombocitopenia em estagios que vao de A a C [96]. Entretanto, ainda que tenham
sido um bom parametro para decisao terapéutica na pratica médica, nenhum destes
sistemas € capaz de aferir precisamente o prognostico de um paciente com LLC.
Esta limitagdo inerente aos sistemas de estadiamento clinico deu inicio a uma busca
por marcadores clinicos e biolégicos que aprimorassem a predigdo evolutiva dos
portadores de LLC.

Varios marcadores biolégicos sado associados com a forma mais agressiva da
LLC. Estes incluem rapida duplicacdo da linfocitose, achados citogenéticos,
Beta-2-microglobulina e Timidina quinase séricas alteradas, expressao de CD38 e
ZAP70 [97-100]. O limiar para considerar como CD38 positivo é a expressao deste
em mais de 30% das células pela citometria de fluxo. Esta positividade foi associada
por alguns com sobrevida significativamente mais curta [100].

A auséncia de mutagcbes de imunoglobulina de cadeia pesada (IgVH),
também esta associada com alto risco para progressao precoce da doencga [99].
Porém o teste para detecgdo de mutagdes IgVH ndo esta amplamente disponivel.

A expressdao da molécula de sinalizagdo intracelular ZAP70 é altamente
preditiva de pacientes com progressdo mais rapida da doenga e morte. Triagens
prospectivas estdo sendo feitas para determinar se o tratamento mais agressivo de
pacientes com LLC ZAP70+ poderia melhorar os resultados clinicos [101]. A
determinacao da expressao de ZAP70 por citometria de fluxo intracelular é de dificil
interpretacdo e reprodutibilidade, portanto a analise de ZAP70 permanece como
ferramenta diagndstica de uso clinico incerto [94].

Varias mudangas citogenéticas sdo associadas com pior sobrevida. A
caracteristica mais desfavoravel é a delecdo do 17p, a qual esta presente em 7%
dos pacientes. Deleg¢ao 11q esta associada com risco intermediario [102]. Mudancas
citogenéticas associadas com prognostico favoravel incluem delegcao 13q14,
presente em aproximadamente metade dos pacientes e trissomia do 12, presente
em 16% dos pacientes [94]. O desenvolvimento da delecdo 17p é associado com
anormalidades no gen supressor de tumor p53 e ocorre provavelmente como uma
evolucéo clonal apos o diagndstico inicial [103].

O diagnodstico da LLC geralmente pode ser feito sem dificuldade a partir das
caracteristicas do sangue periférico e da imunofenotipagem. Por isso, o aspirado de

medula ndo € essencial particularmente em pacientes mais velhos, nos quais o
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tratamento pode nunca tornar-se necessario. A bidpsia é indicada se for o caso,

antes de iniciar o tratamento [3].

2.3.2 Suspeita De Mieloma Multiplo (MM)

O Mieloma multiplo (MM) é caracterizado pela infiltragdo (acima de 10%) de
plasmdcitos malignos na MO (Figura 4), demonstracéo de fendtipos anormais e/ou
clonalidade, associados a presenga de paraproteina no soro ou urina, lesdes 6sseas
osteoliticas, além de caracteristicas clinicas como doencga renal e imunodeficiéncia
[38, 104, 105].

Dosagem de paraproteina aumentada, muitas vezes descoberta
acidentalmente, durante investigacdo de anemia ou outros sintomas,
frequentemente leva ao EMO [5].

Geralmente plasmdcitos sdo raros na MO normal, porém seus niveis podem
aumentar em desordens reativas, tais como infecgdes e doencgas auto-imunes, as
quais também podem ter paraproteinas associadas [106]. O padrao plasmocitario é
util nestas situagdes, pois os plasmécitos em condigdes reativas normalmente
ocorrem em torno de vasos sanguineos e em pequenos agrupamentos e ndo em
grandes agregados ou longe da estrutura vascular [107].

O International Myeloma Working Group estabeleceu critérios para distinguir
MM assintomatico (sem necessidade de tratamento imediato) da doenga ativa,
quando o tratamento é essencial. Os principais indicadores para tratamento sao
sinais de dano em 6rgaos tais como insuficiéncia renal, anemia, hipercalcemia e
lesdes Osseas [108].

O compartimento n&o celular da MO é composto por fluido e proteinas da
matriz extracelular. A adesdo de células do mieloma multiplo a proteinas da matriz
extracelular — colageno, fibronectina, laminina — desencadeia sobrevivéncia celular e
resisténcia a drogas [109]. No compartimento celular da MO, as células do MM
interagem com células hematopoéticas e n&o hematopoéticas, o que causa

supressao imune e lesodes liticas [104].
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Figura 4: Nucléolos evidentes no nucleo de plasmoblastos em Mieloma Mdultiplo.
Fonte: McDonald GA, Paul J, Cruickshank B. Atlas of haematology. 5th ed. Edinburgh: Churchill
Livingstone 1988. [65]

O microambiente medular da MO ¢é afetado por osso cortical funcionalmente
diferenciado. As lesdes Osseas osteoliticas e osteoporose estdo associadas com dor
Ossea e fraturas. Estas complicagcbes sao causadas pela formagao e atividade
osteoclastica aumentadas e diminuigdo do numero de osteoblastos [110].

Alguns pacientes apresentam niveis anormalmente elevados de proteinas no
sangue ou na urina, sem demonstrar nenhum outro sintoma. Nestes casos o nivel de
paraproteina em geral ndo ultrapassa 3,0 g/dL de proteina M sérica, presenca de
menos de 10% de plasmdcitos na medula 6ssea e auséncia de lesbes de 6rgao
alvo. Essa condicdo €& chamada de Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado (GMSI). Os pacientes com GMSI podem desenvolver mieloma
multiplo, mas a GMSI por si s6 nao é prejudicial e ndo requer tratamento, somente
visitas periodicas ao médico [111, 112].

Estudos oncogenémicos mostram que existem poucas diferengas entre GMSI
e MM, o que reforga o papel essencial do microambiaente da medula 6ssea no
desenvolvimento, manutencéo e progressdo do MM [111].

No estudo de Elis et al. (2006) cujo objetivo foi avaliar a necessidade de
exame de medula éssea (EMO) em pacientes com MGSI, foram analisados 57
pacientes assintomaticos, sem lesbes 6sseas, que apresentavam niveis séricos
anormais de proteina monoclonal. O EMO foi executado em 30 destes 57 pacientes:

onde, 18 foram normais, 8 apresentaram excesso de plasmécitos morfologicamente
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normais e 6 apresentaram excesso de plasmadcitos com atipias morfolégicas. No
entanto, em apenas 2 destes 6 pacientes foi estabelecido diagndstico de MM. Este
grupo foi acompanhado por um periodo de 22 meses e somente 2 desenvolveram a
doenga. Segundo os autores, estes achados sugerem que o EMO nao deve ser
executado rotineiramente em pacientes com caracteristicas clinicas e laboratoriais
de MGSI [112].

No estudo de Ocqueteau et al. (1998), com objetivo de avaliar se os
plasmdcitos no MGUs e no MM séo fenotipicamente diferentes, foram analisados e
comparados por Citometria de fluxo 76 pacientes com MGSI, 65 pacientes com MM
e 10 pacientes controles. Observou-se que no MGSI ha claramente duas populagdes
distintas de plasmadcitos: populagédo A (33%): CD19" e CD56". Populagéo B (67%):
CD56 fortemente positivo e CD19™. Estudos de clonalidade confirmam a natureza
clonal da populagédo B e a origem policlonal da populagédo A. Embora a presencga de
plasmacitos policlonais residuais seja um achado constante no MGUs, € um evento
raro no MM. Somente 1,5% dos pacientes com MM tem mais de 3% de plasmacitos
normais, enquanto 98% dos pacientes com MGSI tem mais de 3% de plasmdécitos
normais. Portanto, o numero de plasmdcitos policlonais residuais € um poderoso

parametro para diagndstico diferencial de MGSI e MM [51].

2.3.3 Suspeita de Sindrome Mielodisplasica (SMD)

O termo Sindrome Mielodisplasica, € usado para descrever um grupo
heterogéneo de desordens que sao caracterizadas por hematopoese desordenada e
nao efetiva, displasia morfoldgica, citopenias periféricas e falha progressiva da
medula éssea. A SMD transforma-se em LMA em aproximadamente 30% dos casos
[113].

Os pacientes sofrem de morbidades associadas as citopenias que resultam
em risco de infeccdo aumentado, anemia dependente de transfusdo e
sangramentos. Organomegalia e linfadenopatia sdo menos comuns [114].

Os achados tipicos e que refletem a apoptose intramedular sdo a
hipercelularidade da medula com displasia uni ou multilinhagem levando a

pancitopenia periférica. Hipocelularidade da MO ¢é incomum, podendo ser
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consequéncia de SMD devido a tratamento quimioterapico e deve ser diferenciada
de anemia aplastica [115].

A morfologia da série vermelha é frequentemente normocitica ou macrocitica.
Achados periféricos tais como macroovaldcitos, eliptocitos, dacriécitos estomatocitos
ou acantécitos sdo comuns e representam anormalidades nas proteinas do
citoesqueleto das hemaceas. Leucopenia esta presente em 50% dos pacientes. A
morfologia dos granulocitos frequentemente mostra segmentacdo reduzida
(anormalidade pseudo Pelger-Huet), também podem apresentar granulagao
reduzida ou ausente. Apesar da trombocitopenia, os megacariocitos estdo em
namero normal ou aumentado podendo apresentar anormalidade morfolégica [7].
“Micromegacariocitos”, apesar de nao especificos, sdo sugestivos de mielodisplasia
[1].

O grupo FAB (French-American-British) propés uma classificagdo das SMDs,

a qual foi publicada em 1976 e revisada em 1982 e compreende cinco grupos (
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Tabela 1).

Em 2001, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), propés uma revisao da
classificagdo morfolégica da FAB. Esta reviséo incluiu uma diminuigdo no percentual
de blastos requerido para fazer diagndstico de LMA de 30% para 20%, causando a
eliminacdo da subcategoria de Anemia refratdria com excesso de blastos em
transformacdao (AREB-t). Além disso, a Leucemia mielomonocitica crénica (LMMC)
foi reclassificada de subcategoria de SMD para subcategoria de desordem
mielodisplasica/mieloproliferativa [37].

A displasia envolvendo precursores de células brancas e megacaridcitos foi
base para uma nova categoria denominada: Citopenia refrataria com displasia
multiinhagem sem sideroblastos em anel (CRDM) ou com sideroblastos em anel
(CRDM-SA). Pacientes desta categoria tem mudangas patolégicas n&o restritas as
células vermelhas com pelo menos 10% de displasia em duas ou mais linhagens e
menos de 5 % de blastos na medula 6ssea [114].

Houve uma divisdo da Anemia refrataria com excesso de blastos em AREB-1
E AREB-2. Houve também um acréscimo de duas novas categorias: a Sindrome
mielodisplasica inclassificavel e Sindrome Mielodisplasica com delegao 5q isolada
[54].
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Tabela 1: Classificagdo da FAB para SMD.

Classificacéo Sangue periférico Medula 6ssea

blastos < 5%

citopenias e < 1% de . .
celularidade variavel

Anemia refrataria (AR)

blastos T )
atipias diversas
o) H 0,
(ARSA) blastos < 1% sideroblastos em anel > 15%
. .. . . blastos 5-20%
Anemia refrataria com pancitopenia hipercelular com atipias nas
excesso de blastos (AREB) blastos < 5% 3 per P
séries
ngerzf‘orjgﬂzgfogog:n pancitopenia blastos 21-30%
blastos > 5% bastonetes de Auer

transformacao (AREB-t)

Leucemia mielomonocitica blastos < 5%

(0]
cronica (LMMC) monécitos > 1.000/uL blastos < 20%

Fonte: Zago MA. Hematologia: fundamentos e pratica. Sao Paulo: Atheneu 2001 [10].

A média de sobrevida apds o diagndstico de SMD varia de poucos meses a
mais de 10 anos, este progndstico variavel reafirma a importancia do sistema de
classificagcao pra predizer a resposta ao tratamento e os resultados clinicos para
cada paciente individualmente.

Mufti et al. (2008) descreve em seu estudo uma revisdo e redefinicdo dos
critérios morfologicos para classificagdo de SMD baseado no International Working
Group on Morphology of SMD (IWGM-MDS), onde ficaram estabelecidas como
recomendacgdes: (i) definicdo clara de blastos granulares e agranulares; (ii)
promieldcitos displasicos diferenciados de promieldcitos citologicamente normais e
de células blasticas granulares; (iii) contagem de numero suficiente de células para
dar percentual preciso de blastos; (iv) sideroblastos em anel definidos como sendo
eritroblastos nos quais exista no minimo 5 granulos sideréticos cobrindo pelo menos
um tergo da circunferéncia do nucleo [113].

Quando realizada a contagem diferencial na medula, a porcentagem de
mieloblastos deve ser determinada pela contagem de pelo menos 500 células
nucleadas, considerando que contagem de numero adequado de células & de
importancia critica para classificagdo de pacientes cuja contagem de blastos fica
proxima do limite entre categorias de SMD de diferente significado progndstico [75].

As anomalias cromossémicas em SMD sao clonais, ndo ocorrem ao acaso e
constituem-se, em geral, na perda de material genético, o que sugere a inativagao

de genes supressores tumorais necessarios para o desenvolvimento de células
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mieldides normais. As mais frequentes na SMD, envolvem os cromossomos: 5, 7, 8,
11, 13, 17, 20, 21 e X [116].

Aconselha-se que o carittipo seja repetido periodicamente, pois cerca de 30%
dos pacientes desenvolvem alteragdes adicionais com o passar do tempo e 12% dos
casos, de inicio, com cariotipo normal adquirem anomalias subseqlientes, e em
consequéncia, demonstram prognéstico desfavoravel comparados com aqueles que
permanecem com o cariotipo imutavel [117].

A avaliagcao da MO para alteracdes displasicas permanece como padrdo ouro
para diagnético de SMD. No entanto, caracteristicas morfolégicas similares podem
ser vistas em deficiéncia nutricional (vitamina B4, ou Folato), infec¢do, exposicao

toxica, medicagdes e alguns fendmenos imunes mediados [1, 54].

2.3.4 Investigacédo de Anemia

Niveis baixos de hemoglobina e hematdcrito justificam cuidadosa avaliagao,
incluindo indices hematimétricos, analise das distengdes do sangue periférico,
contagem de reticuldcitos, niveis séricos de bilirrubina, ferro, vitamina B4, e folato, e
em casos de anemia refrataria ou inexplicada, exame de MO e dosagem de niveis
de eritropoetina [118].

O EMO é necessario conforme o grau e duragdo da anemia e como descrito
acima, deve incluir o conhecimento do resultado do hemograma e da analise da
distensdo do sangue periférico, bem como, geralmente o hematologista ja deve ter
excluido anemia por deficiéncia de ferro, folato e vitamina B4, e possiveis efeitos de
drogas e/ou infecgdes [5].

A importancia do aspirado de medula 6ssea na investigagdo da anemia
microcitica ndo € bem reconhecido. Contudo, falso diagndstico de anemia de doenca
crébnica como sendo deficiéncia de ferro ndo é infrequente em pacientes que estao
sendo submetidos a algum tipo de perda sanguinea crbnica. Se os resultados dos
testes bioquimicos forem duvidosos pode ser importante realizar o EMO [3].

Tipicamente, em muitos casos de anemia ndo esclarecida a suspeita € de
SMD. O que torna importante o diagndstico de exclusdo, pois displasias

morfoldgicas tipicas de SMD podem ser vistas em uma série de condigcdes reativas:
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efeito de alcool, drogas ou toxinas, deficiéncias carenciais (vit. B12, folato) bem como
hemoglobinopatias [119]. Ao contrario da SMD que exibe uma desorganizagao da
estrutura da hematopoese, os processos reativos da medula tipicamente mantém
uma segregacao das ilhotas eritroides e mieldides [5].

Além da SMD, outras neoplasias apresentam-se com anemia, como Linfoma
e Mieloma Multiplo. A Tricoleucemia deve ser considerada, pois o padrdo de
infiltrac&o intersticial pode ser subito nos estagios precoces da doenga e as “Hairy
Cells” podem ser raras no sangue periférico e no aspirado. A imunohistoquimica
com CD20 e DBA44 é muito util nestas situagdes [119].

Envolvimento por Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN) pode
apresentar-se com anemia progressiva, a qual pode ser excluida com

imunofenotipagem do sangue periférico para CD 55 e CD 59 [5].

2.3.4.1 Anemia Megaloblastica

Nao € incomum um aspirado de medula ser executado na suspeita de anemia
megaloblastica. No entanto € aceitavel excluir esse exame se as caracteristicas do
sangue periférico forem totalmente tipicas e se as dosagens de vitamina B, e acido
félico forem sugestivas do estado de deficiéncia. Por outro lado, o aspirado de
medula € ainda indicado se o diagnostico nédo estiver claro e se o paciente
necessitar de tratamento urgente [3].

Um estudo realizado na india avaliou todos os pacientes com suspeita de
Anemia Megaloblastica (HB<10 e VCM>95) presentes em um hospital pelo periodo
de seis meses. A anemia megaloblastica foi detectada em 175 pacientes. Verificou-
se que a patologia pdde ser diagnosticada por completo pela contagem sanguinea,
indices hematimétricos, exame da distensdo do sangue periférico, dosagens da
vitamina B4, e do acido fdlico, além da presenca de sintomas caracteristicos como
fadiga, anorexia, gastrite, palpitacdes e os sinais da doenga como palidez, glossite e
ictericia branda. O estudo concluiu que o EMO nao foi essencial para o diagnostico
[120].
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2.3.5 Investigacdo de Trombocitopenia

Como principais causas de plaquetopenia estdo: Purpura Trombocitopénica
Idiopatica (PTI), Purpura do recém-nascido, Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Leucemia e Doengas infecciosas (Toxoplasmose, Virus Epstein Barr,
Citomegalovirus, Rubéola, Hepatites e HIV). Como causas menos frequentes estao:
as plaquetopenias por aumento de destruigdo: por drogas, poés-transfusional,
hipertireoidismo, anemia hemolitica-microangiopatica, Sindrome hemolitico-urémica,
hiperesplenismo; e as plaquetopenias por defeito na produgao: amegacariocitose,
Sindrome de Wiscott-Aldrich, Aplasia medular, Osteoporose, Mielofibrose,
Neuroblastomas [121].

Trombocitopenia isolada € menos comum como manifestacdo presente em
SMD ou leucemia aguda [122]. O papel do patologista € determinar se numero de
megacariécitos € normal ou aumentado e excluir mudangas displasicas diagnosticas
de SMD [5].

O diagnostico de PTIl deve ser por exclusdo das demais causas de
trombocitopenia, portanto, é importante lembrar, que varias situagdes podem ser
responsaveis por este quadro: na gravidez, onde as plaquetas diminuem de 10 a
30%; em grandes hemorragias; em muitas doengas virais; em quadros de
esplenomegalia; em quadros de coagulagao intravascular disseminada (CIVD); em
tratamentos de quimioterapia e radioterapia; na Purpura Trombocitopénica
Trombdética (PTT); e em doengas da medula como leucemias agudas [10].

A distincao entre PTI e outras causas de consumo de plaquetas tais como,
sequestro esplénico, Coagulagao Intravascular disseminada (CIVD) e PTT, nao pode
ser feito com base somente na medula [5].

A situagcdo inversa, de aumento anormal de plaquetas — Trombocitose
reativa — pode ocorrer em deficiéncia de ferro, infeccbes ou como um fenédmeno
paraneoplasico; Os megacariécitos em doengas mieloproliferativas sao quase
sempre anormais morfologicamente, em contraste com as doencas reativas onde o

numero de megacariocitos esta aumentado, mas sua morfologia € normal [123].
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2.3.5.1 Purpura Trombocitopénica ldiopatica

A PTI € uma das desordens hematolégicas mais comuns entre pacientes
pediatricos e frequentemente com historico de infeccdo viral nos meses
antecedentes. O exame fisico revela petéquias mucocutdneas e hematomas, em
areas nao expostas a trauma; porém figado, bagco e linfonodos n&o estéo
aumentados. Sangramentos, na maioria das vezes, com manifestacdes
hemorragicas leves a moderadas, limitadas a pele e mucosas. Sd0 mais comuns
sangramento de mucosa oral e nasal; hematuria e enterorragia sao menos
frequentes. O exame fisico mostra bom estado geral, afebril, sem dores. A contagem
de células sanguineas € normal, exceto pela trombocitopenia, cuja severidade é
variavel [124]. Nesta patologia a depuragédo habitual das plaquetas no figado e no
baco € acelerada quando as plaquetas estdo revestidas por auto-anticorpos da
classe 1gG, os quais se ligam a receptores Fc expressos em macréfagos teciduais,
tratando-se, portanto, de uma doenca auto-imune, na qual as plaquetas sao
destruidas por anticorpos contra suas glicoproteinas de membrana [125]. Como
consequéncia, na maioria dos individuos produz-se um aumento compensatorio na
producdo de plaquetas na medula 6ssea, ao passo que, em outros, a producao
diminui por destruigdo intramedular das plaquetas por macrofagos, podendo haver
anticorpos diretos contra megacariécitos, resultando em diminuicdo ou auséncia de
megacarioécitos na medula [125, 126].

Baseado nas caracteristicas clinicas e laboratoriais e quando nao ha outras
caracteristicas atipicas do quadro de PTI, o diagnéstico pode ser feito sem
necessidade de procedimentos invasivos. Na pratica, no entanto, existe uma forte
tradicdo de confirmar o diagnéstico clinico pelo EMO. Este, caracteristicamente
mostra celularidade normal, com numero de megacariécitos normal ou aumentado e
maturagdo normal das linhagens mieldide e eritréide [127].

Em criangas, a American Society of Haematology (ASH), sugere que a
aspiracdo da medula em geral ndo é necessaria na suspeita de PTI. O British
Paediatric Haematology Group recomenda o EMO para casos em que nao houve
remissdo da doenca apos duas ou trés semanas de tratamento. Em adultos com

trombocitopenia crénica severa ou moderada, a investigacdo € indicada para
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estabelecer um diagnodstico, mesmo quando o tratamento imediato parece nao ser
necessario [3].

Ahmad et al. (2007) realizou um estudo, cujo objetivo foi determinar a
necessidade do EMO em criancas com PTIl em apresentacgao inicial. Neste estudo
foram incluidas todas as criangas internadas na unidade pediatrica do Children
Hospital em Islamabad de janeiro de 1999 a Dezembro de 2003, com suspeita e PTI
e solicitacdo de Medulograma. Como resultado, 52 pacientes tiveram diagnostico
final de PTI, um paciente com hipoplasia megacariocitica e um paciente com Anemia
Aplastica. Concluiu-se que o exame de medula 6ssea ndo deve ser parte da rotina
elaborada para diagnostico de PTl em criangas e deve ser reservado para aquelas
criangas que tem caracteristicas clinicas e laboratoriais atipicas [128].

Conforme Halperin (1988), o aspirado de medula 6ssea pode ser limitado
seguramente aqueles pacientes com caracteristicas atipicas de PTI ou como exame
preliminar nos pacientes que vao iniciar terapia com esterdides. Em seu estudo onde
foram revisados prontuarios de 127 criangas com PTI presumida e encontrou-se que
o exame de medula 6ssea levou a diagnostico diferente em apenas 5 deles (3.9%).
Interessantemente, estes 5 pacientes apresentaram-se com caracteristicas clinicas e
laboratoriais atipicas de PTIl aguda [127].

As razdes mais fortes para os patologistas executarem rotineiramente o EMO
em pacientes com esta suspeita sdo exclusao de leucemia e exclusdo de anemia
aplastica (AA). Contudo, Mclintosch (1982) observou que trombocitopenia isolada
nao € uma caracteristica presente na leucemia aguda [129]. Similarmente, Halperin
(1988), demonstrou que a trombocitopenia ndo € um achado isolado na Anemia
aplastica, pois de 50 pacientes com AA estudados, 98% tinham pelo menos uma

anormalidade adicional na contagem completa de células sanguineas [127].

2.3.6 Investigacao de Pancitopenia

Segundo Kumar (2001) na investigagdo de pancitopenia, o aspirado de
medula frequentemente ndo obtém uma amostra adequada, enquanto que a bidpsia
€ usualmente diagnédstica, logo, aspirado e bidépsia devem ser executados

simultaneamente em pacientes pancitopénicos. Neste estudo, onde foram
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analisados todos os casos de pancitopenia vistos no periodo de 6 anos em 2
centros, obteve-se total de 166 casos, sendo que as 4 maiores causas de
pancitopenia foram: anemia aplastica (49 casos), anemia megaloblastica (37 casos),
leucemia aleucémica ou linfoma (30 casos) e hiperesplenismo (19 casos) [130].

Pode ser dificil distinguir entre Anemia Aplastica (AA) e SMD-hipoplasica
(SMD-h) devido a semelhancas clinicas, citolégicas e histoldgicas entre estas duas
desordens.

Alguns trabalhos mostram que o Fator de Necrose Tumoral — Alfa (TNF-a)
exerce um papel importante no desenvolvimento da AA. Kasahara et al. (2002)
investigou a analise da expressao do receptor de TNF (TNFR) como ferramenta para
diferenciar AA de SMD-h. A analise por Citometria de Fluxo revelou que as Stem
Cells (CD34") da MO de pacientes com AA possuem uma expressdo marcadamente
maior de TNFR do que pacientes com SMD-h, propondo assim o uso da
quantificacdo da expressdo de TNFR em Stem Cell na MO como método para
diferenciar as duas patologias [131].

Infeccbes virais, dentre as quais se destaca o HIV, podem levar a
pancitopenia [118].

Lapus Eritematoso Sistémico e outras doengas auto-imunes podem causar
pancitopenia marcada. Mudangas histologicas na medula incluem atrofia
serosal/transformagéo gelatinosa, graus variados de fibrose reticulinica, linfocitose,

plasmocitose e displasia morfolégica [106].

2.3.6.1 Aplasia Medular

As Sindromes/Anemias Aplasticas s&o um grupo diverso de desordens
caracterizadas pela inabilidade da medula éssea de produzir um numero adequado
de células sanguineas. A maioria dos casos (~70%) é categorizada como
Idiopaticos, onde a etiologia primaria € desconhecida. Em aproximadamente 15-20%
dos casos a doenga é herdada, por exemplo, na Disqueratose congénita (DC), na
Anemia de Fanconi (AF) e na Sindrome Shwachman-Diamond (SDS). De 10 a 15%
destas patologias sdo secundarias a radiagdo, drogas, virus ou doengas
auto-imunes [132, 133].
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Na AF os individuos afetados podem ter uma ou mais anormalidades
somaticas incluindo dermatoldgicas, esqueléticas, genitourinarias, gastrointestinais,
cardiacas e anormalidades neurologicas [134]. Existe uma consideravel
heterogeneidade genética na AF com 13 subtipos atualmente conhecidos e os
respectivos genes responsaveis por estes subtipos devidamente identificados [135].

A DC é uma sindrome caracterizada pela triade de pigmentagao anormal da
pele, distrofia ungueal e leucoplasia de mucosas [136]. Os subtipos de DC
reconhecidos sao recessivo ligado ao X, autossdbmico dominante e autossémico
recessivo, sendo as principais causas de morte a imunodeficiéncia e complicacdes
pulmonares [132].

A SDS ¢é reconhecida como uma desordem autossbmica recessiva
caracterizada por insuficiéncia pancreatica exécrina, falha na medula éssea e outras
anormalidades somaticas. A insuficiéncia pancreatica aparece precocemente na
infAncia, outras caracteristicas clinicas comuns s3o baixa estatura, abdémen

protuberante e erupgao cutanea [137].

2.3.6.2 Infecgao pelo HIV

Mesmo na auséncia de outros processos patolégicos a morfologia da MO é
invariavelmente anormal, onde anemia, neutropenia e trombocitopenia sdo todas
comuns durante o curso da doencga. A etiologia destas citopenias € frequentemente
multifatorial e pode incluir: os efeitos diretos do HIV-1; efeitos mediados por produtos
genéticos virais; malignidades e infecgdes oportunitas; ou terapias normalmente
utilizadas para tratarmento do HIV [118].

A deplecgao progressiva dos linfocitos T CD4" é a marca do avango da doencga
e eventualmente leva a profunda imunossupressado. A lise celular direta induzida
pelo virus ocorre através da fusdo celular de CD4-gp120, resultando na morte
celular. Apesar das células B ndao serem diretamente infectadas pelo HIV-1, é
interessante notar que ativacéo policlonal pode ser induzida in vitro pela exposi¢cao
das células B a proteina do envelope gp41 [138]. Os mecanismos propostos para
neutropenia, incluem o efeito do HIV nas células progenitoras mieldides e

desregulacdo do microambiente medular. Além disso, os niveis de G-CSF estao
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diminuidos em pacientes infectados com HIV quando comparados com controles
saudaveis [118].

Dentre as causas mais comuns de anemia nos HIV positivos, esta a infecgéo
micobacteriana. Infeccao por Parvovirus B19 também provoca efeito marcado na
eritropoese. Anemia por deficiéncia de ferro pode resultar da perda cronica de
sangue e sangramento gastrointestinal devido a infecgdes parasitarias. A enteropatia
no HIV, infecgcbes intestinais bacterianas ou virais podem alterar a absorcao de
nutrientes levando a prejuizos na absorgao de vitamina B12 e folato. Alguns agentes
terapéuticos (como o AZT) podem afetar especificamente a eritropoese [118].

A destruicdo imune-mediada das plaquetas é a causa comum de
trombocitopenia. Anticorpos especificos contra as plaquetas sao direcionados a
glicoproteinas gpllb ou gpllla, indicando a mesma forma de sequestro de plaquetas
da PTI. Interessantemente, ha também evidéncias de que glicoproteinas do
envelope do HIV, gp160/120 dividem epitopos com gplla/lllb das plaquetas:
anticorpos reativos cruzados contra gp160/120 podem contribuir pra destruicéo

imune das plaquetas [139].

2.3.7 Doencgas Menos Comuns

2.3.7.1 Mielofibrose Primaria (MFP)

Sao critérios maiores para diagnostico de MFP: (i) Proliferacdo e atipia
megacariocitica geralmente acompanhada por fibrose reticulinica ou colagena; (ii)
Auséncia dos critérios para PV, LMC BCR-ABL1" e SMD; (iii) presenga de mutagéo
JACK2 V617F ou outro marcador clonal, ou ainda na auséncia de marcador clonal
sem evidéncia de fibrose secundaria a infecgédo, doenga auto-imune (DAI) ou outra
condigdo inflamatéria crénica [140]. Como critérios menores estao: (i)
Leucoeritroblastose; (ii) Lactado desidrogenase (LDH) sérica aumentada; (iii)
Anemia; (iv) Esplenomegalia palpavel [141].

Para diagnéstico de MFP é necessario presenga dos 3 critérios maiores

somado a 2 critérios menores.
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2.3.7.2 Policitemia Vera (PV)

Sao critérios maiores para diagndstico de PV: (i) Hemoglobina sérica acima
de 18.5 g/dL para homens e acima de 16.5 g/dL pra mulheres; (ii) presengca de
mutacdo JAK2 V617F [141]. Sao critérios menores para diagnodstico de PV: (i)
Biopsia com hipercelularidade (panmielose); (ii) Eritropoetina sérica baixa; (iii)
formagao de coldnia eritréide enddgena in vitro [123].

Para diagndstico de PV é necessario presenga de 2 critérios maiores somado
a 1 critério menor ou presenga do primeiro critério maior somado a 2 critérios

menores.

2.3.7.3 Trombocitemia Essencial (TE)

Sao critérios maiores para diagnostico de TE: (i) Contagem de plaquetas
maior ou igual a 450 mil/uL; (ii) Biopsia com proliferagdo da série megacariocitica
com megacariocitos maduros e maiores, sem aumento significante das séries
granulocitica e eritréide; (iii) auséncia dos critérios para PV, MFP, SMD ou LMC
BCR-ABL1"; (iv) Presenca de mutagdo JAK2 V617F ou outro marcador clonal, ou na
auséncia deste, sem evidéncia de trombocitose reativa [141, 142].

O diagnostico de TE requer o encontro dos 4 critérios maiores.

2.3.7.4 Amiloidose Sistémica

Amiloidose sistémica primaria € uma doenca dos plasmaécitos, com produgao
e deposito extracelular de proteina amildide, principalmente em rins e coragéao,
podendo ocorrer também no figado, medula éssea e lingua. Associa-se ao MM em
10-20% dos casos. As manifestacdes clinicas sdo devidas a deposicao de proteina
amiléide nos diversos o6rgaos e sistemas, levando a hepatomegalia, neuropatia

periférica, sindrome do tunel do carpo, macroglossia e disfungcédo cardiaca e renal.
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Na pele, ocorrem papulas ou placas, alopecia, onicodistrofia, equimoses e
sangramento facil, por infiltragcado amildide dos capilares cutaneos. O diagnéstico é
clinico e histopatologico. A amiloidose sistémica primaria apresenta evolugdo muito
variavel, tendo prognédstico geralmente muito ruim, principalmente quando associada
ao MM. O tratamento é pouco satisfatorio, com poliquimioterapia. O ébito ocorre por

insuficiéncia cardiaca e renal [143].
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

|dentificar as principais indicagdes para o Exame de Medula Ossea no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre e as patologias mais comumente encontradas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Determinar a freqiéncia do diagndstico de doencas hematoldgicas primarias
através do exame de medula 6ssea.

ii. Especificar quais sdo as patologias mais comumente diagnosticadas pelo
exame de medula dssea.

iii.  Verificar o acerto nas indicagdes do exame de medula dssea.
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Abstract

Introduction: Bone marrow examination (BME) should be preceded by evaluation of
clinical and haematological features to ensure appropriate indication. Our study aim
was to characterize the profile of hematologic diseases for which a BME is most often
requested and determine the accuracy of BME indication. Methods: We analyzed
400 BME in the Hematology Unit of a tertiary hospital in southern Brazil. All the
relevant clinical and laboratory data were obtained from medical records. Results: In
total, about half of patients (48.7%) a BME was done to evaluate treatment outcome.
Of the consecutive 327 patients who underwent the exam with diagnostic purpose,
the most frequent indications and diagnosis were Leukemia and Multiple Myeloma
(MM). Of these, 67 (20.5%) had only aspirate, biopsy was not done. Of the 260
patients with suspected primary hematologic diseases, 159 (61.2%) turned out to be
the case. Only 2% of the cases BME indication was questionable. Conclusions: The
most frequent indication for BME in our Institution is to access treatment result,
followed by Leukemia and MM, which is in agreement with the characteristics of our
center. An accurate indication for BME was found in 98% of the cases. Core bone

marrow biopsy should be reinforce.

Running Title: Bone Marrow Examination in Southern Brazil.
Key words: Bone marrow aspiration, bone marrow biopsy, bone marrow evaluation,

diagnosis, frequent indications.
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Introduction

Bone marrow smears examination yields semi-quantitative and qualitative
information about the hematopoietic tissue. Being the latter a semisolid organ in a
dynamic state with peripheral blood and other organs of the lymphopoietic system, it
is essential for its correct evaluation that the bone marrow aspirate smears cytology
be combined with the histology aspects of a trephine biopsy specimen obtained at
the same time. Additionally, to ensure a correct usage of these diagnostic tools, a
peripheral blood smears examination is important to obtain the maximal level of
diagnostic information of primary or secondary hematopoietic tissue involvement in
several diseases (Beutler & Williams, 2001).

Bone marrow examination (BME) can be easily performed most of the times,
but being an invasive procedure, it can represent a fearful experience to the patient
causing some degree of pain or, at least, discomfort. Routinely, over most for
children, it is done under sedation (Trewhitt, 2001). Since most of the hematologic
conditions, particularly anemia, can be diagnosed without the need for BME, the
indication of it has to be preceded by a completed clinical and laboratory
investigation in such a way that BME should be reserved for the hematopoietic
abnormality that can not be diagnosed otherwise (Grindem, Neel & Juopperi, 2002).
In the setting of malignant hematopoietic disease, BME also can yield additional
information such as immunophenotypic, cytogenetic and/or molecular characteristics
as well as represent a tool to access treatment response and state of remission from
both cytological and/or molecular information (Bain, 2001).

Amongst the routine indications for BME, and apart from malignant diseases

such as leukemias, lymphomas and multiple myeloma when it is indicate for
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diagnosis, staging and treatment response assessment, there are suspect
myelodisplastic syndromes, amiloidosis, mastocytosis, bone marrow metastatic
diseases, aplastic anemia; drug effect, virus and/or opportunistic infection in AIDS,
and fever of unknown origin. BME is also indicated as a tool to investigate numeric
and/or morphological alterations in the peripheral blood cells which could not be
diagnosed otherwise (Lee et al., 2008; Trewhitt, 2001; Bain, 2001; Hoffman, 2005).

This study aimed to investigate the main indications for BME in the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a tertiary University Hospital in southern Brazil, and
a regional reference for the treatment of benign and malignant hematologic diseases,
and autologous, related and unrelated allogeneic bone marrow transplantation.
Additionally, this hospital facility is also a reference for the treatment of HIV
positive/AIDS patients. We also wanted to know the accuracy for the BME indication

as a diagnostic tool as well as its technical quality.

Materials and Methods

This was a prospective descriptive study including 400 patients submitted to
BME in the Hematology and Bone Marrow Transplantation Unit at HCPA, from
January to December of 2009. The mean age of the studied population was 45.9
ranging from 2 months to 97 years with 66 patients under 14 years of age, and there
were 208 males. The first author revised all peripheral blood smears, bone marrow
aspirate and biopsy, when available, as well as all the relevant clinical and laboratory
data for the diagnosis or exclusion of a hematologic condition, obtained from the
medical records. Descriptive analysis was performed using percentage, absolute and

relative frequencies, utilizing SPSS version 18.
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Results

Of the first 150 patients studied 73 (48.7%) were submitted to BME to evaluate
treatment outcome and remission status. In the remaining 77 (51.3%) patients the
BME was indicated for diagnostic purposes. All the subsequent 250 patients
examined belonged to the latter group. In total, 327 (250+77) patients submitted to
BME in the time period of the study, were for diagnostic purpose.

The BME indications for the entire group of 327 patients are listed in Table 1.
As can be seen, and in accordance with the profile of patients seen in our Institution,
146 (44.6 %) patients were suspected of having either a malignant hematologyc
condition or bone marrow metastatic involvement. Leukemia and Multiple Myeloma
were the most frequent indications representing 34.3% of the cases. Leucopenia,
policythemia, suspected amiloidosis, myelofibrosis, essential thrombocytemia and
hypereosinophilic syndrome were the least frequent indications for a diagnostic BME,
comprising only 6.0% of the cases.

Of the 327 patients submitted to a diagnostic BME, 33 (10.1%) had their bone
marrow (BM) examined to rule out infections diseases and 34 (10.4%) solid
tumor/lymphoma metastasis; of the 260 with suspected primary hematologic
diseases, 159 (61.2%) turned out to be the case (Table 2). In the remaining 101
patients in whom a primary hematologic disease was not confirmed, 77 (29.6%) had
a reactive BM represented by quantitative and/or qualitative alterations or a
secondary hematological involvement, and 17 (6.5%) had a normal BM, been most of
the cases (6 patients) monoclonal gamopathyes submitted to BME to rule out MM.

Only 7 (2.7%) cases with suspect primary hematological disease had either a bloody
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or dry tap BM aspirate, without a concurrent biopsy (Figure 1) and a diagnosis could
be not be made.

Of the 327 patients submitted to a diagnostic BME a biopsy was not obtained
in 67 (20.5%) patients, of those 36 (54%) and 21 (31%) a primary hematological
disease was confirmed or ruled out, respectively. The remaining 10 cases (15%) had
a bloody or dry tap BM aspirate and a diagnosis could not be made (data not shown).
Of particular interest, around half of suspect cases of aplastic anemia, only a bone
marrow aspirate was examined (Table 1).

Finally, for the 73 patients who had a BME to evaluate treatment results, 35
(47.9%) were examined with a bone marrow smears only (data not shown).

Of the entire 327 patients there were 66 cases with a dry or bloody tap bone
marrow aspirate. Of these, 56 had a concurrent biopsy and it was possible to confirm
a BM involvement in 16 and rule it out in 31 of these patients (24 with normal and/or
reactive and 7 with a hypocellular BM). An obvious technical problem occurred in the
24 patients with normal or reactive bone marrow biopsy. In 19 patients a diagnosis
could not be made (10 cases without a concurrent biopsy and 9 with an insufficient
bone marrow biopsy). Although this number corresponds to only 5.8% of the entire
group of patients submitted to BME with diagnosis purposes, it is important to point
out that they did not benefited from it.

As for the accuracy of the BME indication we found that in only seven patients
(2%) out of the 327 patients submitted to BME for diagnosis purposes, a diagnostic
could have been done without it, since they had either a serological diagnosis of viral
disease (3), megaloblastic anemia (2), iron deficiency anemia (1) or a wrong

hypothesis of MM (1).
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Discussion

In this study we were able to show that the most frequent indication for BME
(48.7% of the cases) in our Institution is to access treatment results. Being an active
Hematology and Bone Marrow Transplantation Unit and a regional reference for the
treatment of malignant diseases, this was an expected finding and it is in accordance
to the most frequent indication observed at the Massaschusetts General Hospital
(Boston) where Hasserjian (2008) showed that 63% of the BME performed in that
Institution was to access treatment results (Hasserjian, 2008).

Leukemias (33.3%) and Multiple Myeloma (MM) (23.3%) were the most
frequent hematological diseases diagnosed (Table 2). Al-Ghazaly describing the
most frequent hematologic disease diagnosed by BME in 627 patients older then 14
years of age at a general hospital in Yemen, also found leukemia to be the most
frequent finding (Al-Ghazaly et al., 2006). The same was true for the study done in
Senegal (37.8%) (Diop et al., 2004). In both studies, however, anemia appeared as
the second most frequent disease found in their group of patients. In our group of
patients anemia was the final diagnose in 10 (6.3%) of the cases. Al-Ghazaly
attributed the high number of anemias observed in their study to the high incidence of
tropical infections diseases as well as the lack of laboratory facilities to fully
investigate micronutrient deficiency (Al-Ghazaly et al., 2006). We should point out,
though, that being in a sub-tropical area of Brazil, infections diseases such as
Malaria or other endemic tropical diseases are virtually absent in our population, and
we do routinely perform B12 vitamin and folic acid serum concentration

measurements. On the other hand, the high percentage of MM observed in our
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series can be explained by the fact that in our Institution there is an active Multiple
Myeloma Clinic.

In our series, there was a suspected primary hematologic disease in 260 of
the patients submitted to BME, which was confirmed in 159 (61.2%). Diop studying
1000 patients in Dakar, Senegal, with similar age and sex distribution as our group,
found 42% of their patients suspected of having a primary hematological disease to
be the case. In their study, 34% of the patients turned out to have secondary
hematological involvement; 21% had a normal BM and in 3% a bloody or dry non
diagnostic BME, was found (Diop et al., 2004). Of our 260 cases the corresponding
percentage was 29.6%, 6.5%, and 2.6%, respectively (Figure 1). Although in a
smaller group of patients, only in 3 out of 17 of our patients with the finding of a
normal BM, there was no indication for BME.

As for the accuracy of indication, in 327 patients who underwent a BME for
diagnostic purpose, only seven cases (2%) most probably should not be submitted to
such a procedure.

Although most patients in our study were submitted to biopsy and aspirate, in
67 cases of a suspected primary hematological disease, metastasis, and infection, a
biopsy was not performed (Table 1). We highlight the possibility that useful diagnostic
information could have been provided by histology. As for the patients submitted to
BME for treatment result assessment, the lack of biopsy specimen, in almost half of
the cases, could not rule out a subtle, localized malignant infiltration. Collection and
processing of excellent samples of bone marrow aspirate and biopsy are critical to
ensure the highest level of diagnostic information can be obtained. These tests are
complementary, their findings must be correlated and together provide a

comprehensive assessment of the bone marrow. Performing aspirate and biopsy
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together can maximize positive findings, since the more tissue you have, the more
likely you will be able to detect pathologic alterations (Hasserjian, 2008; Lee et al.,
2008; Hyun, 1986). When you collect the aspirated, we know exactly the material that
was removed, but no knowledge of the material that remained inside. Therefore, if
the biopsy is omitted the pathologist can not obtain maximum information required
(Farhi, 2009; Frisch & Bartl, 1999).

In conclusion, the most frequent indication for BME in our Institution is to
access treatment results. For diagnostic purposes, acute leukemia followed by MM
are the leading pathologies in accordance to our Institution tertiary nature. An
accurate Indication for BME was found in 98% of the cases. Finally, in 19 patients
(5.8%) with technical problems and/or the absence of a concurrent biopsy, a
diagnosis could not be made. We should enforce the biopsy in all BME since it not
only gives valuable information about diagnosis and treatment results, but also can

jeopardize the BME efficacy itself.



Table 1. Indication for diagnostic BME at the hematology and bone Marrow

Transplant Unit at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Indication n % % cum  Without BMB
Leukemia 58 17,7 17,7 15
Multiple Myeloma 54 16,5 34,3 09
Solid tumor metastasis/lymphoma 34 10,4 44,6 04
Infections disease 33 10,1 54,7 02
Anemia 30 9,2 63,9 10
ITP 28 8,6 72,5 07
Cytopenias 26 8,0 80,4 04
MDS 25 7,6 88,1 04
Aplasia 19 5,8 93,9 09
Leukopenia 5 1,5 954 03
Policythemia 5 1,5 96,9 00
Amiloidosis 3 0,9 97,9 00
Essencial Thrombocythemia 3 0,9 98,8 00
Myelofibrosis 3 0,9 99,7 00
Hyperesosinophylic Syndrome 1 0,3 100,0 00

Total 327 100 100 67

Suspected bone marrow disease or involvement in 327 new patients. BMB: Bone Marrow

Biopsy. ITP: Idiopatic Thrombocytopenic Purpura; MSD: Myelodisplastic Syndrome.



Table 2. Primary hematological diseases diagnosed
at the Hematology and Bone Marrow Transplant Unit

at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Diagnosis n %
Leukemia® 53 33.3
Multiple Myeloma 57 23.3
MDS 24 15.1
ITP 14 8.8
Anemias® 10 6.3
Aplasia 08 5.1
Policythemia 05 3.1
Myelofibrosis 04 2.5
Essencial Thrombocythemia 03 1.9
Hyperesosinophylic Syndrome 01 0.6
Total 159 100

a: 25 patients with AML, 17 with ALL, 07 with CML and 04 with
CLL. b: 04 iron deficiency anemia, 03 megaloblastic anemia, 02

anemia of chronic disease and 1 thalassemia trait.
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Figure 1. BME results in 260 patients with suspected primary hematologic diseases
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