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RESUMO

MACHADO, Marcos Monteiro. Manual para andlise de infiltracdo secundéria de
medula 6ssea do servico de hematopatologia do Instituto Nacional de Cancer
(INCA). Trabalho de Concluséo de Curso. (Curso de Aperfeicoamento nos Moldes
Fellow em Patologia) — Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro, 2024.

A biopsia de medula 6ssea € um procedimento essencial para o diagnostico e
investigacdo de diversas doencas hematoldgicas primarias ou que secundariamente
envolvem a medula 6ssea. Outra utilidade diagnéstica é o uso da bidpsia de medula
Ossea para o estadiamento de tumores ndo-hematolégicos. Dentre as patologias,
destacam-se as infiltracdes por linfomas B e T, mieloma muditiplo, tumores solidos
pediatricos, além das doencgas infecciosas e metastases. O programa de residéncia
médica em anatomia patologica do Instituto Nacional de Cancer consiste em um
rodizio entre diversas areas da anatomia patoldgica, dentre eles, o estdgio de um més
na area de hematopatologia. Durante esse periodo, o residente tem a oportunidade
de estudar e praticar as andlises de linfonodos e bidpsias de medula 6ssea de diversas
doencas. O extenso conteudo da hematopatologia associado ao tempo escasso para
o rodizio na subespecialidade, impdem um desafio ao aprendizado em apenas um
més de treinamento. Com o intuito de otimizar e facilitar o aprendizado da
hematopatologia, o presente trabalho tem o objetivo de elaborar um mini manual
pratico para a analise inicial de infiltracbes secundarias na bidpsia de medula éssea.

Palavras-chave: exame de medula 6ssea, metastase neoplasica, estadiamento de
neoplasias.



ABSTRACT

MACHADO, Marcos Monteiro. Manual for analysis of secondary bone marrow
infiltration of the hematopathology service of the Brazilian National Cancer
Institute (INCA). Final Paper. (Fellowship in Pathology) — Brazilian National Cancer
Institute (INCA), Rio de Janeiro, 2024.

Bone marrow biopsy is an essential procedure for the diagnosis and investigation of
several primary hematological diseases or those that secondarily involve the bone
marrow. Another diagnostic utility is the use of bone marrow biopsy for staging non-
hematological tumors. Among the pathologies, infiltrations by B and T lymphomas,
multiple myelomas, pediatric solid tumors, in addition to infectious diseases and
metastases, stand out. The medical residency program in pathological anatomy at the
National Cancer Institute consists of a rotation between different areas of pathological
anatomy, including a one-month internship in the area of hematopathology. During this
period, the resident has the opportunity to study and practice lymph node and bone
marrow biopsies analysis for various diseases. The extensive content of
hematopathology associated with the limited time for rotation in the subspecialty
imposes a challenge to learning in just one month of training. With the aim of optimizing
and facilitating the learning of hematopathology, the present work aims to develop a
practical mini manual for the initial analysis of secondary infiltrations in bone marrow
biopsy.

Keywords: Bone marrow examination, neoplasm metastasis, neoplasm staging.
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1 INTRODUCAO

A bidpsia de medula 6ssea € um procedimento essencial para o diagnostico e
investigacdo de diversas doencas hematoldgicas e de metastases que infiltram a
medula dssea. A abordagem diagnostica consiste no uso de diversas técnicas para
maior acuracia no diagnostico final, dentre elas a analise morfologica associada ou
nao a imuno-histoquimica, avaliacdo do sangue periférico, citometria de fluxo, testes
bioquimicos, microbiolégicos e andlises moleculares (Lee et al., 2008). E
imprescindivel a associacdo de todas as informacdes clinicas e de exames
complementares para o diagnéstico final de doencas hematoldgicas que acometem a
medula éssea (Sever et al., 2016).

No ano de 2021, as doencas hematoldgicas tiveram uma incidéncia de cerca
de 2,5% de todas as neoplasias, excluindo-se pele ndo melanoma, considerando-se
ambos os sexos (12.040 novos casos). Em relacdo a mortalidade, observou-se uma
taxa bruta de mortalidade, a cada 100.000 habitantes, para homens e mulheres de
6,22 e 4,89, respectivamente (11.816 6bitos). Essas taxas sdo superiores tanto em
relacdo ao padrdao mundial (homens: 5,22; mulheres: 3,59), quanto relacionada a
propria taxa de mortalidade por cancer no Brasil (homens: 5,6; mulheres. 3,81). Além
disso, observa-se um expressivo aumento da mortalidade com o aumento da idade,
sendo individuos com mais de 60 anos os mais afetados com cerca de 65% dos 6bitos.
Para o periodo de 2023-2025, estima-se uma taxa ajustada, para cada 100.00
habitantes, de 4,43, de 3,79 e de 0,75 para leucemias, linfoma ndo-Hodgkin e linfoma
de Hodgkin, respectivamente (Santos et al., 2023).

Dentre as doencas hematoldgicas que acometem a medula 6ssea destacam-
se neoplasias primarias (ex: neoplasias mieloproliferativas, neoplasias
mielodisplasicas, leucemia mieloide aguda) e neoplasias secundarias como
neoplasias precursoras de células B (ex: linfoma/leucemia linfoblastica B), neoplasias
de células B maduras (ex: leucemias e linfomas de células B esplénica, linfoma de
zona marginal, linfoma folicular, linfoma de células do manto, linfomas de grande
célula B, linfoma de Burkitt), linfoma de Hodgkin, neoplasia de plasmdcitos e outras
doencas com paraproteinas (ex: plasmocitoma, mieloma mdltiplo), linfomas e
proliferacdes linfoides de células NK e células T (ex: linfoma/leucemia de célula T do
adulto). Deve-se considerar também a anemia aplasica uma vez que se sobrepdem

com as sindromes mielodisplasicas (Sever et al., 2016).
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Outra utilidade diagnéstica é o uso da bidpsia de medula 6ssea para o
estadiamento de casos diagnosticados de tumores metastaticos nao-hematologicos.
Em tumores pediatricos, a biopsia de medula O6ssea € utili em tumores como
neuroblastoma, rabdomiossarcoma, meduloblastoma e retinoblastoma. Ja entre os
tumores metastéaticos de adultos, os de maior prevaléncia séo os de pulm&o, mama e
préstata (Cotta et al., 2006).

A area de hematopatologia do Instituto Nacional de Cancer (INCA) possui uma
rotina distinta das demais areas da patologia do instituto. Essa rotina envolve um fluxo
separado para o registro e processamento das bidpsias de medula 6ssea. Além disso,
0s exames de hematopatologia sdo separados da rotina geral e analisados pelos
patologistas com maior experiéncia e interesse na area.

O programa de residéncia médica em anatomia patologica do INCA consiste
em um rodizio entre diversas areas da patologia, dentre eles, o estdgio de um més na
area de hematopatologia. Durante esse periodo, o residente tera a oportunidade de
acompanhar e estudar as amostras de linfonodos/tecidos extranodais e bidpsias de
medula 6ssea de diversas doencas. Devido a complexidade da especialidade e
extensdo do conteddo, o periodo de um més permite apenas uma visdo geral e
introducdo ao estudo da hematopatologia. Com o intuito de otimizar e facilitar o
aprendizado da especialidade, o presente trabalho tem o objetivo de elaborar um mini
manual pratico de analise inicial de uma biopsia de medula éssea no contexto das
situacdes mais frequentes na rotina do INCA. Dessa forma, espera-se facilitar o
aprendizado do residente, bem como desenvolver sua capacidade de iniciar a
avaliacdo do material de hematopatologia, agilizando e otimizando o diagnéstico das

doencas hematoldgicas no servico.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A elaboracéo de um manual destinado para o aperfeicoamento do aprendizado
dos residentes de anatomia patolégica do INCA baseou-se nas referéncias da
literatura associadas as imagens ilustrativas das patologias.

O acervo do servigo de hematopatologia do INCA foi utilizado para a ilustracao
do material. Utilizaram-se fotografias de cortes histoldgicos corados na hematoxilina
e eosina de casos de pacientes que evoluiram para o 6bito ou que ja tiveram alta do
INCA. Os casos utilizados compreendem o periodo entre janeiro de 2011 e dezembro
de 2023.

2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma breve revisdo da literatura foi elaborada sobre cada uma das patologias
Nno que concerne aos principais aspectos histopatologicos das diferentes patologias
que acometem a medula éssea, bem como principais condutas a serem solicitadas

em relacao as coloracdes especiais e imuno-histoquimica.

2.3 AQUISICAO DAS IMAGENS

As imagens das laminas dos casos utilizados para ilustrar as doencgas foram
adquiridas utilizando a camera ICC50 W (Leica Microsystems®) e o programa LAS EZ
(Leica Microsystems®, versao 3.4.0). A imagens adquiridas no aumento de 4x, 10x e
40x correspondem as escalas, exibidas nas imagens, de 0,5 mm, 0,2 mm e 0,05 mm,

respectivamente.



3 RESULTADOS

Este mini manual destina-se ao aprendizado e orientacdes iniciais de avaliagao

e conduta nas biopsias de medula éssea do servico de hematopatologia do INCA.

3.1 ORIENTACOES INICIAIS

3.1.1 Principais indicacfes para BMO

As principais indicacgdes clinicas para a realizacao de biopsias de medula 6ssea

incluem:

Explicar alteracbes hematolégicas com reducdo de elementos no sangue
periférico (anemias, trombocitopenias, leucopenias e mielodisplasias).
Explicar alterag6es hematolégicas com o aumento de elementos no sangue
periférico  (eritrocitoses,  trombocitoses, leucocitoses,  sindromes
mieloproliferativas e leucemias).

Avaliar neoplasias primarias da medula éssea.

Avaliar neoplasias secundérias da medula 6ssea e estadiamento de doengas
ndo-hematoldgicas.

Explicar alteracdes morfolégicas no sangue periférico (rouleaux, eritrocitos em
gota etc.)

Avaliar parametros da medula éssea como celularidade, depoésitos de
colageno e depdositos de ferro.

Avaliar doencas infecciosas e/ou granulomatosas que infiltram a medula
ossea.

Avaliar aplasias de medula 6ssea.

3.1.2 Processamento histopatolégico da BMO

O processamento histopatoldgico da BMO devera ser realizado de forma

rotineira pelo técnico responsavel do servico de patologia do INCA. As medulas

0sseas sdo descalcificadas em EDTA, por ser um agente quelante que possui a

capacidade de preservar a morfologia, antigenos e acidos nucleicos da amostra. Em



contrapartida, exige um tempo de descalcificagdo maior que outros agentes, em torno
de 48h.

3.1.3 Avaliacao de dados clinicos e exames complementares

O residente deve, antes de iniciar a avaliacdo da BMO, coletar informacfes
relevantes e disponiveis no prontudrio eletrénico do paciente na Intranet do INCA.
Informacdes relevantes incluem dados do hemograma completo, mielograma (quando
disponivel), imunofenotipagem por citometria de fluxo, citogenética, sorologias,

exames de imagem e outros exames relevantes para a hipétese diagnostica clinica.

3.1.4 Avaliacéao inicial da BMO

A avaliacao inicial da BMO consiste na contagem dos espacos intertrabeculares
presentes na amostra, a celularidade da medula 6ssea e a avaliacdo da presenca de

possiveis alteracdes das trés linhagens hematopoiéticas presentes na medula éssea.

3.1.4.1 Contagem dos espacos trabeculares

Os espacos intertrabeculares devem ser avaliados como o0 espaco
compreendido entre dois fragmentos de 0sso trabecular que estara preenchido por
células hematopoiéticas em meio a um meio de suporte composto por tecido adiposo,
células estromais, matriz extracelular com histiécitos e vasos sanguineos.

O espaco intertrabecular pode ser dividido em trés diferentes zonas, com
diferente distribuicdo das células hematopoiéticas (Porwit et al., 2011). Uma bidpsia
satisfatria deve ter pelo menos 3 espacos intertrabeculares. E importante estar atento
a primeira camada de tecido adiposo subcortical, caso tenha na amostra, uma vez que
se caracteriza com uma hipoplasia fisiologica (Beham-Schmid & Schmitt-Graeff,
2020).

A percepcao das divisbes em zonas da medula 0ssea e onde os elementos
celulares se localizam séo fundamentais para a compreensdo da mesma. Dentre as
zonas que compdem a medula éssea, (1) a zona endosteal ou paratrabecular é
imediatamente adjacente ao 0sso trabecular e composta predominantemente de

percursores mieloides. Ja4 a (2) zona intermediaria contém colbnias eritroides, e



células mieloides em maturacdo. Por fim, (3) a zona central € o centro do espac¢o
trabecular e, em adicdo as células eritroides e mieloides em maturacdo, contém
sinusoides e megacariocitos. Pequenas artérias e arteriolas também sé&o
frequentemente vistas nas zonas intermediarias e central, podendo ser rodeadas por

“colares” de células mieloides imaturas (Porwit et al., 2011).

Figura 1 — Histopatologia da medula 6ssea

M -

— R et AT -
Imagem em baixo aumento de uma biopsia de medula 6ssea. (A) O tecido conjuntivo
periosteal é visto externamente ao 0sso cortical. (B) Trabéculas 6sseas com espacos
intertrabeculares (seta) contendo células hematopoiéticas e células adiposas.
Fonte: Porwit et al., 2011.

A percepcao das divisdbes em zonas da medula 6ssea e onde os elementos
celulares se localizam sédo fundamentais para a compreensdo da mesma. Dentre as
zonas que compdem a medula 6ssea, (1) a zona endosteal ou paratrabecular é
imediatamente adjacente ao 0sso trabecular e composta predominantemente de
percursores mieloides. Ja a (2) zona intermediaria contém colbnias eritroides, e
células mieloides em maturacdo. Por fim, (3) a zona central € o centro do espago
trabecular e, em adicdo as células eritroides e mieloides em maturacdo, contém
sinusoides e megacariocitos. Pequenas artérias e arteriolas também séo
frequentemente vistas nas zonas intermediarias e central, podendo ser rodeadas por

“colares” de células mieloides imaturas (Porwit et al., 2011).




Figura 2 — Organizacao da medula 6ssea
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Diferentes zonas de distribuicdo e tipos celulares.
Fonte: Porwit et al., 2011.

3.1.4.2 Avaliacdo da celularidade

A avaliacdo da celularidade de uma BMO costuma ter uma boa relagcdo com a
celularidade sistémica da medula 6ssea. Ao nascimento e na infancia, a celularidade
€ maior e com maior predominio de linfécitos, enquanto que a celularidade reduz com
0 aumento da idade, com menor quantidade de linfocitos (Foucar, 2001). A avaliacédo
da celularidade deve ser feita pela relacéo de células hematopoiéticas em relacéo ao
tecido adiposo. Uma férmula comumente utilizada para se estimar a celularidade
normal de uma medula éssea é a subtracdo de 100 pela idade do paciente. Vale
ressaltar, que essa formula se aplica de maneira mais eficaz em adultos, e ndo nos

extremos de idade (Foucar, 2001).



Figura 3 — Diferentes proporcdes celulares de medula 6ssea de acordo com a idade

100
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I —
Recéem-

nascido

Infante

Crianga

Adulto

A

B Valores normais de adultos para contagem diferencial de

células de medula ossea

Tipo celular Variacao normal (%)
Mieloblastos 0-3
Promielocitos 2.8
Mielécitos 10-13
Metamielocitos 10-15
Neutrofilos 25.40
Eosinéfilos e precursores 1-3
Basofilos e precursores 01
Monécitos 0-1
Eritroblastos 0-2
Qutros elementos eritroides 15.25
Linfécitos 10-15 B
Plasmécitos 01
® valores normais da medula 6ssea relacionados a idade
Idade Celularidade (%) Granulocito (%)  Eritroide (%) Linfocitos (%) Comentarios
Recém-nascdo  80-200 50 40 10 Alta ertropostina ao nascer, quada abrupla ap6s nasomanto
1-3 masas 80-100 50-60 510 30-50 Absupta queda de pracursores entroades ate término da producao
de ertropoeting aos 34 meses; abundantes linfdcitos com
muitas hematogdnsas
Cnanca 80-80 5060 20 20-30 Varndvel nimero de hematogdneas, mais NMerosas am ciancas
jovens
Aduto 40-70 50-70 2025 10-15 Celdardade reduz para <30% em K0sos. relacio misloide-

erfroude ¢ 2-4:1

Cc

O painel (A) exibe a proporcédo das séries linfoide (L), eritroide (E) e granulocitica (G) em
medula 6ssea de recém-nascidos, lactentes (1 més), criancas e adultos. Os painéis (B) e (C)
discriminam o percentual normal de diferentes células na medula 6ssea de adultos e de

diferentes idades, respectivamente.
Fonte: Foucar, 2001.



Figura 4 — Avaliacao de celularidade de medula 6ssea

Celularidades de 10% (A), 20% (B), 30% (C), 40% (D), 50% (E), 60% (F).
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Celularidades de 10% (A), 20% (B), 30% (C), 40% (D), 50% (E), 60% (F), 70% (G), 80% (H),
90% (I) e 100% (J).

3.1.4.3 Avaliacdo das linhagens hematopoiéticas

As diferentes linhagens que compdem a medula 6ssea incluem a linhagem
eritrocitica, mielocitica e megacariocitica.

Os precursores mieloides se localizam principalmente proximos as superficies
endosteal das trabéculas 6sseas e arteriolas. J4 os grupos de células eritrociticas e
megacariociticas estdo mais associadas ao sinusoides (Beham-Schmid & Schmitt-
Graeff, 2020).

As ilhas de células eritroides costumam envolver um macréfago centralmente,
sendo as mais préximas dele mais imaturas que as mais periféricas. As formas mais
imaturas sdo nucleadas, com pouco citoplasma, ndcleos redondos com cromatina
dispersa e nucléolo identificavel. Ja as formas mais maduras, sdo menores e possuem
uma cromatina mais condensada (Beham-Schmid & Schmitt-Graeff, 2020).
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A linhagem granulocitica exibe neutrdfilos, eosinofilos e basdfilos e todos os
seus precursores, e correspondem a cerca de 50-70% das células presentes na BMO.
Os blastos localizam-se proximos a superficie das trabéculas 6sseas ou
periarteriolares (Beham-Schmid & Schmitt-Graeff, 2020).

A relacdo normal entre a linhagem granulocitica e eritrocitica estd em um valor
entre 1,5:1 e 3:1.

Os megacariécitos sdo as mais maiores células da medula éssea, com
citoplasma amplo e eosinofilico e nucleo lobulado. Eles ndo costumam formar clusters
e podem estar mais dispersos na medula 6ssea ao invés de préximos aos sinusoides.
Normalmente, observam-se entre 8 e 15 megacariécitos/mm?2, o que corresponde a 2-
5 megacariocitos por campo de grande aumento.

Os linfocitos podem, normalmente, formar pequenos agregados ou nodulos
linfoides na medula 6ssea. Os nddulos benignos geralmente sdo menores que 1 mm;
de bordas bem definidas; de distribuicdo aleatéria, geralmente perivasculares
(paratrabeculares sdo mais suspeitos de linfoma); sem atipia celular; podem ter centro
germinativo; predominio de linfécitos T; nos agregados reativos ha uma mistura de
células B e T, predominando células T; pouca reticulina; e podem ter plasmaocitos
(policlonais) (Jaffe et al., 2016).

Os plasmacitos podem corresponder a 5% das células da BMO e localizam-se
ao longo da adventicia dos vasos sanguineos. Em casos de plasmocitose reacional,
localizam-se preferencialmente num padréo intersticial, isolados ou em pequenos
clusters, proximos a capilares e macrofagos, sem formar grandes clusters ou nédulos,
podendo corresponder até 10% ou 20% das células.

Ja& os mastdcitos localizam-se adjacentes as células endoteliais sinusoidais. Em
casos de mastocitose reacional ndo se observa granulomas, atipias, aspecto
fusiforme, citoplasma claro e amplo ou aumento de populacdo CD25 positiva.

O estroma é composto por tecido adiposo, fibroblastos, células reticulares,
vasos sanguineos e sinusoides. Nervos sdo raramente detectados. O contetdo de
ferro, presente em macréfagos ou no estroma, pode ser quantificado.

Para analise inicial deve-se considerar a avaliagdo do seguinte check-list:

1) Qualidade e quantidade da amostra;

2) Estrutura éssea;

3) Celularidade;

4) Células hematopoiéticas;
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5) Estroma,
6) Outros componentes celulares.

3.2 INDICACOES PARA A BMO E PROCEDIMENTOS ADOTADOS

3.2.1 Estadiamento de tumores soélidos pediatricos

o Neuroblastoma: se bidpsia adequada, deve-se solicitar nova coloracéo
hematoxilina-eosina (HE) de rotina, NB84 e sinaptofisina (as infiltracdes séo
frequentes, focais e dificeis de visualizar nos cortes de HE).

o Rabdomiossarcoma, retinoblastoma, tumor rabdoide, sarcoma alveolar de
partes moles, Sarcoma de Ewing: solicitar imuno-histoquimica somente em

casos com areas suspeitas.

Figura 5 — Retinoblastoma

Retinoblastoma infiltrando medula éssea (A e B).
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Figura 6 — Neuroblastoma

Neuroblastoma metastéatico para medula éssea, infiltragdo multifocal (A e B). Positividade para
NB84 (C) e sinaptofisina (D).
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Figura 7 — Neuroblastoma

Neuroblastoma metastatico para medula 6ssea, com extensa fibrose.

Figura 8 — Rabdomiossarcoma

Rabdomiossarcoma metastético para medula éssea, correspondendo a cerca de 80% da
celularidade (A e B).
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Rabdomiossarcoma metastéatico para medula éssea. Positividade para desmina (C) e
miogenina (D).

Figura 9 — Sarcoma de Ewing
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Infiltracdo de medula éssea por Sarcoma de Ewing, correspondendo a 100% da celularidade
global.
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Figura 10 — Sarcoma de Ewing

focal de medula 6ssea por Sarcoma de Ewing, correspondendo a menos de 5%

da celularidade, que é de 30% (A-C). Positividade para CD99 (D).

Infiltrac&o
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Figura 11 — Sarcoma de partes moles

Sarcoma de partes moles metastatico para medula 6ssea (A-C).
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3.2.2 Infiltracdo da medula 6éssea por linfomas de células B e células T

O padréo de infiltragdo secundéaria da medula 6ssea por linfomas pode ser
nodular, paratrabecular, intersticial, intrasinusoidal e difuso (figura 12). A
compreensao dos diferentes padrdes, assim como os padrées mais prevalentes em
cada tipo de linfomas, € fundamental para a suspeita morfolégica, e consequente

solicitagdo de exames complementares.

Figura 12 — Infiltracdo de medula 6ssea por linfoma

Paratrabecular Intersticial

Difuso Intrasinusoidal

Padrdes de infiltragdo de medula 6ssea por linfomas néo-Hodgkin.
Adaptado de Jaffe et al., 2016.
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Outro aspecto importante para a identificacdo de uma infiltracdo secundéria de
linfoma & medula éssea € a diferenciacdo de agregados linfoides benignos. Deve-se
estar atento para, em casos de historico de linfomas, ndo confundir um agregado
linfoide benigno com uma possivel infiltracéo por linfomas ndo-Hodgkin (LNH) (figura
13). Além disso, € importante conhecer os padrdes de infiltracdo e sua relagdo com
cada um dos linfomas ndo-Hodgkin (figura 14).

Figura 13 — Diferencas entre linfoma e agregado linfoide benigno

BENIGNO MALIGNO

Os agregados s@o poucos Os agregados séo variaveis em namero e podem ser
multiplos

Agregados com distribuicao aleatéria IAgregados paratrabeculares podem estar presentes

Os agregados séo geralmente redondos, bem circunscritos |Os agregados costumam ter formato irregular, com bordas
infiltrativas

Composigdes celulares polimorfas Composigao celular geralmente homogénea, exceto em

alguns linfomas periféricos de células T e linfoma de
Hodgkin; caracteristicas citolégicas atipicas podem estar

presentes
Infiltrados intrasinusoidais geralmente ausentes Infiltrados intrasinusoidais podem estar presentes
A vascularizagdo é frequentemente proeminente A vascularizacdo geralmente ndo é proeminente, exceto
nos linfomas periféricos de células T.
Centros germinativos benignos estéo ocasionalmente Centros germinativos benignos néo estéo presentes,
presentes exceto em alguns linfomas da zona marginal
Auséncia de linfocitos morfologicamente anormais em Linfécitos morfologicamente anormais podem estar
esfregagos ou “imprints” de medula éssea presentes em esfregacos ou “imprints” da medula 6ssea

As imunocoloragées mostram uma mistura de células B e |Imunocoloragées mostrando predominancia de células B,
T, muitas vezes com predominancia de células T (ocorrem [fenétipo aberrante ou plasmdcitos monoclonais sugerem

excecdes) linfoma de células B; um fenétipo aberrante de células T

sugere linfoma de células T

Nenhuma populacéo de células B monotipica ou populagéo |Restricéo de cadeia leve de imunoglobulina ou fenétipo

de células T fenotipicamente anormal identificada por aberrante de células T por citometria de fluxo (ocorrem
citometria de fluxo (ocorrem excecgdes) excecdes)

Nenhum rearranjo monoclonal do gene IGH ou TCR por  |Os rearranjos do gene monoclonal IGH ou TCR séo
analise molecular (ocorrem excegées) frequentemente identificados por anélise molecular

(ocorrem excegoes)

Caracteristicas que ajudam a distinguir entre agregado linfoide benigno e infiltracdo maligna
de medula éssea.
Adaptado de Jaffe et al., 2016.
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Figura 14 — Aspectos histolégicos de linfomas ndo-Hodgkin envolvendo a medula

TIPOS DE
LINFOMA

INCIDENCIA

PADRAO

6ssea

CITOLOGIA

COMENTARIOS

(%)

Leucemia 85 (SLL) IAleatorio Linfocitos pequenos e maduros; [Infiltrados paratrabeculares
linfocitica 100 (LLC) focal Difuso |centros de proliferagcdo podem |indicam linfoma do tipo ndo
cronica/linfoma Intersticial |estar presentes LLC/SLL; A positividade de LEF1
linfocitico distingue LLC/SLL de outros
(LLC/SLL) linfomas de pequenas células B
Linfoma 80-100 IAleatorio Espectro de células desde Infiltrados paratrabeculares podem
linfoplasmocitario focal pequenos linfdcitos até células |estar presentes; a maioria dos

Paratrabecullplasmaticas; imunoblastos casos tem mutacdo MYD88 L265P

ar focal podem estar presentes; corpos

Intersticial |de Dutcher estéo

Difuso frequentemente presentes;

mastécitos aumentados

Linfoma de 60-90 Focal Linfécitos pequenos com nicleos|infiltrados paratrabeculares podem
células do manto aleatorio irregulares; pode ser blastoide; |estar presentes; células circulantes

Intersticial |células raras com nucléolos de linfoma séo comuns; BCL1 e

Difuso proeminentes SOX11 séo positivos

Focal

paratrabecul

ar

Raramente

intrasinusoid
al

Linfoma folicular |Grau 1-2: 50-70  [Paratrabecul|Geralmente predominam Infiltrados paratrabeculares
Grau 3: 15-25 ar pequenos linfécitos clivados; distintos sdo comuns; foliculos
Focal grandes células clivadas ou ndo |neoplasicos podem estar
aleatorio clivadas podem estar presentes |presentes; A positividade de CD10
Difuso e BCL6 nas células do linfoma é
Intersticial menor na medula 6ssea do que no
linfonodo; linfoma de células B
grandes pode ter linfoma folicular
discordante de baixo grau na
medula 6ssea
Linfoma de zona {100 Intrasinusoid|Linfécitos pequenos com nucleos|A infiltragéo intrasinusoidal é
marginal al ligeiramente irregulares, comum; centros germinativos
esplénico Intersticial |cromatina condensada e reativos podem estar presentes;
Focal quantidades moderadas de “linfocitos vilosos” podem estar
aleatorio citoplasma presentes nos esfregacos de
Difuso sangue
Linfoma de zona [5-44 Focal Células pequenas com cromatina|Extenséo da infiltragdo da medula
marginal aleatorio condensada e quantidade Ossea geralmente minima;
extranodal de Focal escassa a moderada de lenvolvimento sanguineo evidente
baixo grau paratrabecul [citoplasma; células grandes & incomum
ar dispersas ocasionais podem
Intersticial |estar presentes
Intrasinusoid
al
Linfoma de zona [30-50 Focal Células pequenas com cromatina
marginal nodal aleatdrio condensada e quantidades
Intersticial |escassas a moderadas de
Focal citoplasma
paratrabecul
ar
Linfoma difuso  [Tipo comum: 10- [Focal Células grandes com nucleos Os infiltrados linfomatosos podem
de grande 30 aleatdrio irregulares, nucléolos distintos oujser heterogéneos com células T
células B “Double-hit”: 40-90 [Paratrabecullproeminentes; pode ter subtipo |proeminentes (linfoma de grandes
ar histolégico discordante na células B rico em células
Difuso medula 6ssea, como linfoma de [T/histi6citos); a imuno-histoquimica

células B de baixo grau

para antigenos de células B é
essencial na identificagdo do
grande componente de células B;
casos raros de linfoma de grandes

células sao intravasculares
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Linfoma de 30-60 Intersticial  |Células de tamanho médio com |Rearranjo do gene MYC positivo;
Burkitt Difuso cromatina reticular, multiplos padréo de “céu estrelado” pode
nucléolos pequenos e citoplasmalestar presente; mitoses e necrose
basofilico; vacuolos frequentes sdo comuns
citoplasmaéticos sdo comuns
Linfoma T 20-40 Focal Populagéo linféide polimorfa; os |A vascularizacéo e a fibrose
periférico, SOE aleatorio nucleos séo frequentemente reticulinica séo frequentemente
Difuso hipercromaticos e irregulares; proeminentes; o infiltrado é menos
células grandes com nucléolos |bem demarcado do que a maioria
podem estar presentes; dos linfomas de células B
componente celular reativo
proeminente, muitas vezes
misturado com células de linfoma
Linfoma de 10-30 Focal Células grandes com nucleos em|A taxa de detecgdo € maior com
grandes células aleatorio forma de ferradura e citoplasma [imunocolorag&o para CD30 ou
anaplasicas Intersticial Jabundante (células ALK 1
com células [caracteristicas)
escassas
Linfoma de 100 Intrasinusoid|Variavel; frequentemente Os infiltrados linfomatosos podem
células T al linfocitos de tamanho médio com [ser sutis e a imunocoloracdo para
hepatoesplénico Intersticial [atipia citolégica; pode ter CD3 e proteinas citotoxicas € util;
cromatina dispersa semelhante a[normalmente, TCR
blastos lyd*/CD47/CD8” isocromossomo 7q
é comum
Linfoma de 50-80 Focal Infiltrados polimorfos; células A positividade para CD10 e
células T aleatorio neoplésicas com citoplasma CXCR13 nas células do linfoma é
angioimunoblés- claro s&o incomuns menos comum na medula dssea; o
tico diagndstico primério baseado
apenas nos achados da medula
6ssea € um desafio
Linfoma de 10-20 Intersticial, [Tamanho variavel; células A hibridizac&o in situ para EBER
células T/NK, geralmente [pequenas, médias a grandes ou |pode ser necessaria para
tipo nasal com células juma mistura identificar infiltrado sutil na medula
escassas 0ssea

Adaptado de Jaffe et al., 2016.

3.2.2.1 Linfomas e proliferacoes linfoides de células NK e células T

e Linfomas e proliferacdes linfoides de células NK e células T: sempre solicitar

estudo imuno-histoquimico complementar.

e Linfoma de grandes células anaplasicas: pode infiltrar como células isoladas.
Deve-se solicitar CD30 e ALK.

e Linfoma/leucemia de células T do adulto (ATLL): pode ter infiltracdo focal.

Comparar o CD3 com o CD4, solicitar CD 25.

e Cuidado com as infiltracdes intersticiais e intrasinusoidais: sempre pesquisar

com

necessidade).

imuno-histoquimica (CD3 e CD20; demais marcadores conforme
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Figura 15 — Linfoma de grandes células anaplasicas

Infiltragdo de medula 6ssea por linfoma ndo Hodgkin, compativel com linfoma de grandes
células anaplasicas, ALK negativo (A). Positividade para CD30 (B) e CD4 (C).

3.2.2.2 Linfomas de células B agressivos

e Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB): a avaliacdo € no HE. Deve-se
fazer imuno-histoquimica apenas se houver davidas na area suspeita.

e Linfoma de Burkitt: se tiver qualquer area amassada e/ou mal definida, deve-se
investigar com CD20, CD3, CD10, dentre outros.
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Figura 16 — Linfoma difuso de grandes células B

Infiltracdo da medula por linfoma difuso de grandes células B (A, B e C). Positividade para
CD20 (D)
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Figura 17 — Linfoma difuso de grandes células B

Linfoma difuso de grandes células B, histologia concordante, infiltrando medula 6ssea
correspondendo a 20% da celularidade global, que é de 60% (A, B e C). Positividade para
CD20 (D e E).
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Figura 18 — Linfoma de Burkitt

Infiltragcdo da medula éssea por Linfoma de Burkitt, correspondendo a 50% da celularidade
(A e B). Positividade para CD20 (C).

3.2.2.3 Leucemias/linfomas linfoblasticos Be T

e Checar citometria de fluxo.

e T: CD3, CD4, CDS8, CD34, CD5, CD1a, TdT (sempre incluir CD34 e CDla —
Early T precursor).

e B: comum ter CD20 negativo. Deve-se solicitar CD79a, PAX5, CD10 e TdT. Se
paciente adulto, deve-se avaliar a histéria clinica e excluir linfomas de células
B maduras com morfologia blastoide.

e Deve-se excluir fendtipo ambiguo de B/mieloide e T/mieloide: CD117 e
mieloperoxidase.
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Figura 19 — Leucemia/linfoma linfoblastico B

Infiltragdo da medula éssea por blastos linfoides B, correspondendo a cerca de 80% da
celularidade global, que é de 60%, compativel com leucemia/linfoma linfoblastico B (A e B).
Positividade para PAX5 (C), CD10 (D) e TdT (E).
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Figura 20 — Leucemia/linfoma linfoblastico T

Leucemia/linfoma linfoblastico T, correspondendo a cerca de 80% da celularidade global,
gue é de 100% (A e B). O perfil imuno-histoquimico é compativel com células T precursoras
iniciais. Positividade para CD3 (C), CD4 (D), CD7 (E), CD34 (F).
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Leucemia/linfoma linfoblastico T, correspondendo a cerca de 80% da celularidade global,
qgue é de 100% (A e B). O perfil imuno-histoquimico é compativel com células T precursoras
iniciais. Positividade para CD117 (G) e TdT (H).

3.2.2.4 Linfomas B de células pequenas/indolentes (estadiamento e diagndstico)

Leucemia Linfoide Crénica/Linfoma Linfocitico (LLC/SLL): se infiltracdo difusa,
pode dar o diagndstico no HE. Para infiltracBes discretas fazer painel com CD23
e CD5.

Linfoma Folicular (LF): Apenas avaliagcdo no HE. Se o paciente j& foi tratado e
parece ter infiltracdo (padrdo paratrabecular € caracteristico), fazer
PAX5/CD79a e CD3 para verificar se o infiltrado € somente células T.

Linfoma de células do Manto / Linfoma de Zona Marginal Extranodal: Sempre
fazer pesquisa por imuno-histoquimica. Podem infiltrar com padrao intersticial,
de dificil visualizagé@o. Deve-se solicitar CD20 e ciclinaD1.

Suspeita de Tricoleucemia: fazer painel para pequenas células B, CD25,
BRAFV600E e/ou Anexina-1.
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Figura 21 — Leucemia Linfoide Crénica/Linfoma Linfocitico
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Infiltracdo difusa de medula 6ssea por linfoma/leucemia de pequenos linfécitos maduros de
imunofendtipo B, correspondendo a mais de 90% de celularidade global (A e B).
Positividade para CD5 (C) e CD23 (D).



Figura 22 — Leucemia Linfoide Crénica/Linfoma Linfocitico

Infiltracdo da medula 6ssea por linfoma/leucemia de pequenas células, padrao intersticial e
focal nodular, correspondendo a cerca de 30% da celularidade global, que é de 50% (A e B).
O perfil imuno-histoquimico favorece linfoma linfocitico/leucemia linfoide cronica.
Positividade para CD5 (C), C23 (D), PAX5 (E) e CD79a (F).
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Figura 23 — Leucemia Linfoide Crbnica/Linfoma Linfocitico

Infiltracdo da medula éssea por linfoma/leucemia de pequenas células. O perfil imuno-
histoquimico favorece linfoma linfocitico/leucemia linfoide crénica.

Figura 24 — Linfoma folicular
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Infiltragcdo de medula éssea por linfoma folicular, padréo focal nodular (A) e paratrabecular
(B), correspondendo a cerca de 30-40% da celularidade global, que é de 70%. Positividade
de PAX5 (C), CD20 (D), CD10 (E), BCL-6 (F — nodular; G — paratrabecular).
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Figura 25 — Linfoma folicular

Infiltracdo da medula éssea por linfoma classico folicular, padrao intersticial e
paratrabecular, correspondendo a cerca de 80% da celularidade global, que é de 90% (A, B
e C). Positividade para CD10 (D), CD20 (E) e PAXS5 (F).
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Figura 26 — Linfoma de células do manto

Infiltracdo da medula éssea por linfoma de células do manto, correspondendo a cerca de
50% da celularidade global, que é de 60% (A e B). Positividade para CD20 (C), CD5
(parcial) (D) e ciclinaD1 (E).
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Figuras 27 — Linfoma de células do manto

Infiltracdo da medula éssea por linfomas de células do manto, padrdo paratrabecular e focal
nodular, correspondendo a cerca de 10% da celularidade global, que € de 50% (A).
Positividade para ciclinaD1 (B), CD5 (C) e CD20 (D).

Figura 28 — Linfoma de células do manto




Infiltracdo da medula éssea por linfoma de células do manto, padréo paratrabecular e
intersticial, correspondendo a cerca de 70% da celularidade global, que € de 60% (A e B)
Positividade para CD20 (C) e ciclinaD1 (D).

Figura 29 — Linfoma de zona marginal
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Infiltrac&o difusa da medula 6ssea por linfoma/leucemia de pequenas células B (A), padrdo
intersticial (B), nodular (C) e paratrabecular (D), correspondendo a cerca de 70% da
celularidade global, que é de 60%. Positividade para CD20 (E). Negatividade para CD5 (F),
CD10 (G), CD23 (H) e ciclinaD1 (I). Favorece o diagnostico de linfoma de zona marginal.
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Figura 30 — Linfoma de zona marginal

Infiltracdo difusa da medula 6ssea por linfoma/leucemia de pequenas células B com
diferenciacdo plasmocitaria, padréo paratrabecular e intersticial, correspondendo a cerca de
70% da celularidade global, que é de 80% (A, B e C). Positividade para CD20 (D) e BCL-2
(E). Favorece o diagnéstico de linfoma de zona marginal.
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Figura 31 — Linfoma de zona marginal esplénico

Infiltracdo da medula éssea por linfoma/leucemia de células pequenas B, padréo focal
nodular e intersticial, correspondendo a cerca de 40% da celularidade global, que é de 80%
(A, B e C). Positividade para CD20 (D) e PAX5 (E). Favorece o diagndstico de linfoma de

zona marginal esplénico.
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Figura 32 — Linfoma de zona marginal esplénico

Infiltracdo da medula éssea por linfoma/leucemia de pequenas células B, padréao intersticial,
focal nodular e intrasinusoidal, correspondendo a cerca de 10-20% da celularidade global,
gue é de 70% (A, B e C). Positividade para CD20 (D e E). Favorece o diagnostico de linfoma

de zona marginal esplénico.
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Figura 33 — Tricoleucemia

Infiltracdo da medula éssea por tricoleucemia, correspondendo a cerca de 30% da
celularidade global, que é de 70% (A e B). Positividade para PAX5 (C) e BRAFV600E (D).

Figura 34 — Tricoleucemia
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Infiltragcdo da medula éssea por tricoleucemia, correspondendo a cerca de 60% da
celularidade global, que é de 40% (A e B). Positividade para PAX5 (C) e BRAFV600E (D)
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3.2.2.5 Linfoma de Hodgkin (LH) (classico e NLPHL)

e Na&o é realizada BMO de rotina. Em alguns pacientes pode ser feita a BMO
guando o paciente ainda se encontra em investigacao diagndstica. Nesse caso,
a infiltracdo é observada na coloracdo de HE. Deve-se utilizar a imuno-
histoquimica para caracterizar o imunofenoétipo da célula neoplasica. Alguns

marcadores sdo Uteis como CD30 e PAXS5.
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Figura 35 — Linfoma de Hodgkin
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Linfoma de Hodgkin classico infiltrando difusamente a medula éssea.
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Figura 36 — Linfoma de Hodgkin

Linfoma de Hodgkin classico infiltrando focalmente a medula 6ssea, correspondendo a cerca
de 10% da celularidade, que é de 80% (A, B e C). Positividade para CD30 (D) e PAX5
atenuado (E).
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3.2.3 Neoplasia de células plasmocitérias / Mieloma maultiplo

e Deve-se sempre fazer avaliagdo imuno-histoquimica, caso haja material
adequado. Avaliar CD138 ou MUM1, e cadeia leves kappa e lambda.

e Dar estimativa da carga de doenca em percentual.

e No caso de reavaliagcbes poOs tratamento também se deve sempre fazer o
estudo imuno-histoquimico. Qualquer quantidade de plasmadcitos clonais
considera-se doenca residual. Caso a interpretacao da imuno-histoquimica de
cadeias leves kappa e de lambda seja dificil pode-se avaliar a hibridizacdo in
situ (ISH) para cadeias leves kappa e lambda ou verificar expressdes
aberrantes como CD56 e CD117.

Figura 37 — Mieloma multiplo

Infiltrac&o difusa da medula 6éssea por mieloma mdltiplo, correspondendo a cerca de 50% da
celularidade global, que é de 70% (A). Positividade para CD56 (B), MUML1 (C) e cadeia leve
kappa (D).
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Infiltracdo difusa da medula 6ssea por mieloma multiplo. Negatividade para cadeia leve
lambda (E).

Figura 38 — Mieloma multiplo
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Medula 6ssea com 30% de infiltracdo por plasmadcitos monotipicos (A) em uma celularidade
de 80%. Positividade para CD56 (B), CD138 (C), CD177 (D) e cadeia leve kappa (E).
Negatividade para cadeia leve lambda (F). Hibridizac&o in situ exibindo positividade para
cadeia leve kappa (G) e negatividade para cadeia leve lambda (H).

3.2.4 Doengas infecciosas que comprometem a medula éssea

Diversos microorganismos podem infiltrar a medula éssea. Embora néo
costume ser o perfil principal de paciente atendido na instituicdo, deve-se sempre ter
em mente a possibilidade de uma doenca infecciosa estar acometendo a medula
Ossea. Vale ressaltar que a instituicdo possui muitos pacientes imunossuprimidos.

Dentre as mais prevalentes em nosso meio, destacam-se a tuberculose,
histoplasmose, leishmaniose, toxoplasmose e complexo Mycobacterium avium
(MAC).

¢ No caso da tuberculose, deve-se estar atento a granulomas epitelioides com

necrose central e células gigantes tipo Langhans.
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e O MAC caracteriza-se principalmente por padrdo semelhante a tuberculose,
mas com granulomas néo-caseosos.

e A Histoplasmose, embora mais rara, pode exibir estruturas similares a fungo
dentro de macréfagos ou na prépria medula éssea.

e A toxoplasmose pode exibir focos de necrose, pseudocistos e formas livres ou
acometimento do citoplasma de macrofagos, granuldcitos e megacariécitos.

e Ja a leishmaniose cursa com aumento da celularidade e proliferacdo
linfoplasmatica. As formas amastigotas sdo observadas no interior dos
macrofagos.

Deve-se sempre utilizar coloracdes especiais para o auxilio diagnoéstico, como
Grocott, PAS e Ziehl-Neelsen/Wade, assim como marcadores imuno-histoquimicos,

caso disponiveis.

Figura 39 — Leishmaniose
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Infiltragdo de medula éssea por formas amastigotas de leishmaniose com infiltragéo
intracitoplasmatica (A). Positividade para IHQ de Leishmania (B).



Figura 40 — Histoplasmose
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Infiltracdo de medula éssea por estruturas fungicas ovaladas e uniformes, compativel com
Histoplasmose (A). Positividade na coloracéo especial Grocott (B).
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3.2.5 Outras doencas que infiltram medula 6ssea

Outras patologias menos comuns podem infiltrar a medula 6ssea como
histiocitose de célula de Langerhans. Carcinomas e sarcomas, que sao patologias
mais frequentes, também podem infiltrar a medula 0ssea.

A histiocitose de células de Langerhans possui uma infiltracdo geralmente
associada a eosindfilos e pode estar associada a fibrose. A solicitagdo de CD1a e
S100 podem ser uteis como ferramentas de diagnostico complementar (Foucar et al.,
2017).

3.3 RECOMENDACOES PARA A ROTINA DE BMO DO INCA

A rotina de BMO do INCA compreende algumas atividades para o melhor
andamento da avaliacdo das mesmas, dentre elas:

1) Acompanhar no sistema de anatomia patologica 0s casos registrados como

BMO. Quando receber as laminas e blocos desses casos deve-se designar
0 patologista responséavel no sistema.

2) Buscar também os casos de BMO dentre as revisfes de laminas, rotina

rapida casos externos.

Avaliar todos 0s novos casos, solicitar imuno-histoquimica (juntamente com o
patologista da hematopatologia), recortes (sempre nos casos Dentre os carcinomas,
0s que mais frequentemente acometem a medula dssea sédo os de prostata, mama,
pulm&o e de origem gastrointestinal. O perfil imuno-histoquimico vai variar de acordo
com a suspeita clinica e morfologica (Foucar et al., 2017).

3) externos) e solicitar exames prévios no arquivo da Divisdo de Patologia

(DIPAT).

4) Pesquisar resultados de mielograma, sangue periférico, imunofenotipagem
por citometria de fluxo, sorologias, citogenética, exames de imagem e
outros exames relevantes na intranet, anotando os dados no formulério da
BMO.

5) Receber as laminas da imuno-histoquimica, juntar com o pedido e

respectivas laminas de HE e elaborar o laudo no rascunho histopatolégico.
Apds, colocar o caso na prateleira “PARA CHECAR / CASOS NOVOS”.
6) Verificar os controles da imuno-histoquimica e, caso necessario, fornecer

retorno aos técnicos do setor de imuno-histoquimica.
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7) Verificar e estudar os casos da prateleira “AGUARDA IMUNO” e

acompanhar eventuais pendéncias ou atrasos.
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4 CONCLUSAO

O presente trabalho elaborou um sucinto manual de avaliagcdo inicial de
bidpsias de medula Ossea, suspeitas para infiltracdo, que sera utilizado pelos
residentes e patologistas na rotina de hematopatologia do INCA. Com esse manual,
espera-se que os residentes tenham uma fonte de consulta que oriente, inicialmente,
como proceder com a avaliacao histopatolégica e condutas subsequentes para que
se obtenha o diagndstico histopatologico da forma mais célere possivel. Além disso,
espera-se que o manual seja uma ferramenta util no desenvolvimento do raciocinio

histopatologico e facilite o aprendizado dos residentes de patologia do INCA.
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