SILVIA MARIA MEIRA MAGALHAES

NODULOS LINFOIDES MEDULARES EM PACIENTES PORTADORES
DE SINDROMES MIELODISPLASICAS: INCIDENCIA,
CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, IMUNOHISTOQUIMICA E
ASSOCIACAO COM CRITERIOS CLINICO-LABORATORIAIS,
PROGRESSAO DA DOENCA E SOBREVIDA

CAMPINAS

2001

| UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
i SECAOQ CIRCULANTE |




STLIQ%IA4A1b04A4E1R71ﬂ14(541114259

NODULOS LINFOIDES MEDULARES EM PACIENTES POR TADORES
DE SINDROME MIELODISPLASICAS: INCIDENCIA,
CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, IMUNOHISTOQ UIMICA E
ASSOCIACAO COM CRITERIOS CLINICO-LABORATORIAIS,

PROGRESSAO DA DOENCA E SOBREVIDA

Tese de doutorado apresentada a Pés-Graduagdo da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas para
obtencdo do titulo de Doutor em Clinica Médica, drea de
concentracio Clinica Médica.

ORIENTADORA: Profa..Dra. Irene Lorand-Metze
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. José Vassallo

CAMPINAS
2002

i



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Magalhaes, Silvia Maria Meira

M27n Nédulos linfsides medulares em pacientes portadores de sindrome
mielodisplasticas: incidéncia, caracterizagio morfolégica,
imunohistoquimica e associagdo com critérios clinico-laboratoriais,
progressdo da doenga e sobrevida. / Silvia Maria Meira Magalhies.

Campinas, SP : [s.n.], 2001.

Orientador : Irene Lorand-Metze, José Vassallo
Tese ( Doutorado ) Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

I. Medula 6ssea. 2. Imunohistoquimica. I. Irene Lorand-Metze.
II. José Vassallo . III. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas. V. Titulo.

UNIDABE £,
N® CHAMADA |

v EX
TOMED 8T S D

moe Jg 99

¢ 0D A
Mige K4 1000

st 1S 1003
WG9

iv




Banca Examinadora da Defesa de Tese de Doutorado

/

Orientador(a): Profa. Dra. Irene Gyongyver Heidemarie Lorand Metze ~——2%"

Membros:

A
1. Professora Doutora Maria da Silva Pitombeira % M ‘-L%M-Q P AAA
e LW

2. Professor Doutor Roberto Antonio Pinto Paes 4””

3. Professor Doutor Fernando Ferreira Costa Cﬂ -
4. Professora Doutora Maria Marluce dos Santos Viiela@)%
— 7

Curso de Pos-Graduacio em Clinica Médica, area de concentra¢ao Clinica Médica, da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 13.12.01




A realizagdo deste trabalho contou com o apoio do Programa Institucional de Capacitagdo
de Docentes - PICDT - da Universidade Federal do Ceard e do Laboratorio de Patologia

Experimental da Universidade Estadual de Campinas

vii



DEDICATORIA

Ao meu pai Gerardo Assun¢do Magalhdes
A minha mde Yara Meira Magalhdes
Ao meu companheiro Carlos da Costa Ribeiro Neto

As minhas filhas Aline, Andréia e Cecilia



AGRADECIMENTOS

Universidade Estadual de Campinas

Prof’. Dra. Irene Lorand Metze, por apoiar e orientar a realizacdo desse

projeto
Prof. Dr. José Vassallo, por aceitar e co-orientar esse projeto
Prof. Dr. Konradin Metze, por assessorar a andlise estatistica dos dados

Prof. Dr José Butori Lopes Faria, coordenador da Sub-comissdo de Pos-

graduacdo
Mariana Pimenta Pinheiro, por sua colabora¢fo no levantamento de dados
Dra. Glauce Pinto e funcionarios do Laboratorio de Patologia Experimental

Arlete da Rocha de Avelar, secretaria da Divisdo de Hematologia, por sua

disponibilidade e assisténcia competente

Mbnica de Almeida Falconi, por sua ajuda nos arquivos do Laboratério de

Hematologia
Eliana Miranda, pela assisténcia em informatica

Renata Maia, secretaria da Pos-graduagdo do Departamento de Clinica
Médica

¢ Ana Cristina Adala Artusi

Universidade Federal do Ceara

¢ Prof. Dr. Francisco Dario Rocha Filho, pelo estimulo e colaboragdo junto ao
Departamento de Patologia e Medicina Legal

xi



Prof. Dr. José Murilo de Carvalho Martins

Prof®. Dra. Maria Helena Pitombeira

Dra Clara Bastos Eloy da Costa

Dr. Ormando Rodrigues Campos

Dra. Francisca Vania Barreto Aguiar Ferreira Gomes

Norma de Carvalho Linhares, da Biblioteca do Centro de Ciéncias da Satde

Aos funciondrios do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Cears-
HEMOCE

Angela Maria Meira Magalhaes
Alana Jocelina Montenegro de Castro
Suely Maia Ponte

Maria do Carmo Santos Nogueira

Maria Iraci Holanda Teixeira

xiii



SUMARIO

RESUMO.................

INTRODUGCAO..........oooooeoooo
Sindromes MielodISPIASICAS. ......c.vurvrereurreeeeeecee et
O tecido linfoide nodal e medular...........

NoOdulos linfoides MedUIares. ...........veivereeeeeeeeeeeeeeee e

Analise IMuNOgenotiPICa. ........eueeveuerereeereeeeeeeseeeeeeeenn
Noédulos linfoéides medulares nas SMD.........oeeeieeeeee e

MATERIAL EMETODOS. ...

PACHEEE  cunvmummonnesm e s B i TR o

ADNALSE ESTATISTICA. ...eveeueieeteeeiteee ettt et

Pag

xxvii

........................................ 31

33

39

43

...................................... 46

....................................... 48

50

53

...................................... 5%

........................................ 59

....................................... 59

...................................... 60

........................................ 62

66



RESULTADOS 69

.......................................................................................................

DTS CUSE A cu00cueumsenssoss srssmsssss s ss B SR S056 ereerscmss oassasssestomememsommmtsos 99

CONCLUSOES 111

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... 119

xvii



LISTA DE TABELAS

TABELA 1:

TABELA 2 :

TABELA 3:

TABELA 4 :

TABELA S :

TABELA 6 :

TABELA 7 :

TABELA 8 :

TABELA 9 :

Classificagdo das SMDs segundo o grupo FAB (French-American-
British GTOUP)........cviiiiieetecc e,

Classificagdo das SMDs segundo a OMS (Organizacdo Mundial de
SAUAE)......ececee ettt

Populagdo linféide na medula Ossea normal segundo diversos

autores € diferentes tECICAS. . ..vevuureeeeeeeere oo

Critérios morfologicos para o diagnéstico diferencial entre nédulos

linféides medulares benignos e malignos...........c.ooveueeeeevremeeeee

Revisdo de dados da literatura sobre a frequéncia relatada de

nodulos linféides medulares em pacientes portadores de SMD........

Distribui¢do dos pacientes portadores de SMD segundo o sexo em

fungdo da presenca de nodulos linfoides medulares..........................

Idade e dados de hemograma em pacientes portadores de SMD em

fungéo da presenga de nédulos linféides medulares..........................

Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo a
classificacido FAB em fungdo da presenga de nodulos linfoides

AR o s

Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo a presenca
de fibrose no tecido hematopoético em funcdo da presenca de
nodulos linféides medulares...............c.oooveueieeoeeeoeeeeeeeeeeee

xix

Pag

37

38

43

45

50

12

74

74

76



TABELA 10 :

TABELA 11:

TABELA 12 :

TABELA 13 :

TABELA 14 :

TABELA 15:

Distribui¢do dos pacientes portadores de SMD e nddulos linféides
medulares segundo a classificacio FAB em fungdo da presenca de

fibrose no tecido hematoOPOELICO. ...cvueverrrmeerrrineeeceiceeenre e eeneeenes

Caracterizagdo histologica dos nodulos linféides medulares em

pacientes portadores de SMD.........ccoooviiiiiiiiiiiiiiicie s

Classificagdo FAB e caracterizagdo imunohistoquimica dos nédulos

N OIAES MEAUIATES. ceeeeeeeeeeeeee et e et e e et e e e e e s enasseeeessaeeees

Distribui¢do dos pacientes portadores de SMD e nédulos linfoéides

medulares segundo o periodo de acompanhamento.........ccccoccueeueeen.

Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo a evolugéo
da doenca em fungdo da presenga de nodulos linféides

INEAUIATES. - e et eee ettt e eeeeeeeeensesasessesnsssnssrsasansaeensenaenansassssssssnsasensnns

Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD subtipo
AREB/AREB-t segundo a evolucdo da doenca em funcdo da

presenca de nédulos linfoides medulares.........c.ccmmsinmnsinsasssions

77

83

92

93

94

95



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1:
FIGURA 2 :

FIGURA 3 :

FIGURA 4 :

FIGURAS:

FIGURA 6 :

FIGURA 7 :

FIGURA 8 :

FIGURA 9 :

FIGURA 10 :

FIGURA 11:

FIGURA 12:

O centro germinativo e suas regides funcionais...........cccceeeriueceneeenne
Método imunoenzimatico do complexo avidina biotina Peroxidase..

Percentagem de pacientes portadores de SMD segundo a presenca

de nodulos linfoides Medulares. .. ....oovv e eeee e eaee

Percentagem de pacientes portadores de SMD e nddulos linféides

medulares segundo os achados do hemograma..........ccccoeeveeenennnnnnee.

Corte histologico de medula 6ssea exibindo nédulo linféide e

espessamento da rede de reficuling.....c..ccviiiiininnnnnnseieniiieess

Percentagem de pacientes portadores de SMD segundo a presenca

de fibrose em fun¢@o da presenga de nodulos linféides medulares....
Corte histologico de medula 6ssea exibindo nodulo linfoéide central.

Corte histologico de medula o¢ssea exibindo nédulo linfoide

STaLE< a8 =10 < o0 1 = | USRS

Corte histolégico de medula oOssea exibindo noédulo linféide

PATAIFADECHIAT.. covsmmumasumamsssinssusmmsssas s snas sSSP RAER e bs

Corte histologico de medula 6ssea exibindo nodulo linfoide de

ites PrECISOR i sviv i s i s s

Corte histoléogico de medula 6ssea exibindo nédulo linféide de

JIMIteS IMPTECISOS. «ceeriurrerrrerieaeeaaeeeiieiesmaeeeeeaneesseeeeeesssaessseesneneennas

Cortes histologicos de medula Ossea exibindo noédulos linfoides

TS DSy TR |- 18 L OO

Xxiii

Pag

41

61

72

73

75

77

78

79

80

81

82

84



FIGURA 13:

FIGURA 14 :

FIGURA 15:

FIGURA 16 :

FIGURA 17 :

FIGURA 18:

FIGURA 19 :

FIGURA 20 :

FIGURA 21 :

FIGURA 22:

FIGURA 23 :

Total de pacientes portadores de SMD avaliados, percentual de
casos com nddulos linféides e niimero de amostras submetidas a

analise IMUNOhIStOQUIMICA. ....ccvuverrureesreeierrreriesseeaeereeeereeneensanesnenes

Imunohistoquimica da medula 6ssea de paciente portador de SMD
exibindo nédulo linféide com positividade para o marcador CD20,

padrio central. Técnica ABC (X 100)...c...ueeeeeiieeeieiieeeeeeeeeeeeeeeeae

Imunohistoquimica da medula 6ssea de paciente portador de SMD
exibindo nodulo linféide com positividade para o marcador CD20,
padrao central. Técnica ABC (X 400). .c.ciiiiiiceommmsmnisiomas i

Imunohistoquimica da medula 6ssea de paciente portador de SMD
exibindo nédulo linféide com positividade para o marcador CD20,
padrio permodular, Técnka ABC (X100 cvmnunsnissisiii

Imunohistoquimica da medula 6ssea de paciente portador de SMD
exibindo nodulo linféide com positividade para o marcador CD20,
padriopermodular; Téonica ABC RN, cxrremsensmrenmssveseesmmsmmmnnenios

Corte histologico de medula 6ssea exibindo nodulo linféide com

positividade para o marcador CD20, padrdo difuso......c.ccceeecuvmevrennn.

Percentagem de pacientes portadores de SMD segundo a evolugao

da doenc¢a em fun¢éo da presenca de nodulos linféides medulares....
Curva de sobrevida de acordo com o subtipo FAB........cccceeiuierinnennn.

Curva de sobrevida de acordo com a presenga ou auséncia de

Ei10) (o 1TSS TTON

Curva de sobrevida de acordo com a presenga ou auséncia de

NOAUIOS HNTOIAES. . -t e e e e e ens

Curva de sobrevida dos pacientes portadores de SMD subtipo
AREB/AREB-t de acordo com a presenca ou auséncia de nddulos
10t F G i e 1 U P SR

85

87

88

89

90

91

94

96

96

97

97



RESUMO

_ :
@
T



Sindromes mielodisplasicas (SMD) sfo um grupo heterogéneo de desordens
caracterizado por anormalidades na proliferagio e maturagio dos precursores
hematopocticos, resultando em citopenias periféricas e potencial para transformagdo
leucémica. Nodulos linféides (NL) medulares sdo, em geral, considerados fisiolégicos e
relacionados a idade. Em pacientes com SMD o seu significado clinico permanece obscuro.
Nesse estudo, a presenga de NL medulares foi investigada em 206 pacientes com SMD. A
idade mediana foi de 58,5 anos (15-89). Segundo a classificacdo FAB, foram avaliados 129
AR, 29 ARSA, 31 AREB/AREB-t, 11 LMMC, 5 variantes hiperfibréticas e 1 caso
inclassificavel. NL foram observados em 24,8% dos casos (51/206). Em 25 casos foi
possivel uma analise imunohistoquimica utilizando-se os anticorpos: CD20, CD3, CD45RO
e anti-bcl-2. Embora os NL apresentassem, em geral, localizacio central (88,3%) e limites
precisos, alguns exibiam posi¢éo paratrabecular (3,9%) ou margens imprecisas (13,7%). O
aumento nas fibras de reticulina foi evidenciado em 51,1% dos casos . Positividade para
CD20 foi detectada em 92,0% das amostras (23/25) com padriio central, perinodular ou
difuso. Marcagdo com CD3 e/ou CD45RO foi evidenciada em 48,0% dos casos (12/25).
Em 15 pacientes s6 marcagio para células B (13 casos) ou T (2 casos) foi observada e em
10 casos uma populagdo mista de células B e T foi notada. A expressio de bcl-2 foi
detectada em apenas 2 casos. A incidéncia de NL foi alta quando considerada a idade dos
pacientes. Quando comparados os grupos com e sem NL ndo se observou diferenca
significativa com relagdo a idade, sexo, contagem de neutréfilos, plaquetas, subtipo FAB,
progressdo da doenga ou sobrevida global. A presenca de NL mostrou uma associagio
significativa com o aumento de fibras de reticulina no tecido hematopoético (p=0,01) e,
ainda, com menor dosagem de hemoglobina (p=0,03). A analise multivariada mostrou que
hemoglobina e subtipo FAB foram os fatores preditivos de sobrevida mais significativos.
Os resultados mostraram que NL em pacientes com SMD tém caracteristicas morfologicas
¢ imunofenotipicas heterogéneas. NZo se observou associagio com doenga
linfoproliferativa. Esses agregados podem representar reatividade a uma estimulacdo
imunologica anormal e persistente e estdo, provavelmente, relacionados a alteracdo da

arquitetura medular.
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SINDROMES MIELODISPLASICAS

Sindromes mielodisplasicas (SMD) sdo um grupo heterogéneo de desordens
clonais adquiridas, originadas na célula progenitora hematopoética (JANSEN, 1989;
WEIMAR, 1994; HOAGLAND, 1995; HEANEY 1999), caracterizadas por anormalidades
na proliferagdo e diferenciagdo celular. O quadro clinico varia amplamente desde anemias
refratarias ou citopenias isoladas, com baixa propensdo para transformacdo leucémica, até
pancitopenias graves com elevado risco de progressdo para leucose aguda (FARHI, 1992;
SANZ, 1997). Sdo mais frequentes em individuos com idade superior a 50 anos € sua
incidéncia aumenta com a idade (LIST, 1992; WILLIAMSON, 1994; SABA, 2001). A
maior suscetibilidade para mielodisplasia nessa faixa etaria € atribuida a fatores inerentes
ao programa fisiologico de envelhecimento, como diminuicdo da reserva e capacidade
proliferativa das células progenitoras hematopoéticas, associagdo entre senilidade restrigdo
clonal e instabilidade gendmica, com acumulo gradual de mutagdes sométicas induzidas
por agentes genotoxicos endogenos ou exdégenos (MAKINODAN, 1980; LIST, 1992; AUL,
1998a; FERNANDEZ-FERRERO, 2001). Os fatores mencionados sdo, isoladamente,
insuficientes para conferir um fenotipo maligno, mas aumentam a suscetibilidade para a
aquisicdo de eventos adicionais tais como aberragdes cromossdmicas e consequente
vantagem seletiva de proliferacdo (RASKIND, 1984). A patog€nese da doenga, portanto,
constitui-se num processo de miiltiplas etapas que, na sua complexidade, justifica a
heterogeneidade dessa condicdo e disponibiliza multiplos alvos para o desenho de novas
intervencdes terapéuticas (LIST, 1990; ASANO, 1994; GREENBERG, 1998; KARP, 1998:
ROSENFELD, 2000; GREENBERG, 2001). Estdo incluidos nesse acimulo sequencial de
eventos: a) injirias ou mutagdes espontdneas ou induzidas nas cé€lulas progenitoras
hematopoéticas que conferem vantagem de prolifera¢do, afetam adversamente a maturagéo
celular, prejudicam os mecanismos normais de reparo do DNA, geram instabilidade
gendmica e, possivelmente, evocam uma resposta imunolégica anormal (JACOBS, 1991;
FENAUZX, 1997; GALLAGHER, 1997); b) a taxa excessiva de morte celular intra-medular
prematura induzida por citocinas pré-apoptéticas, com consequente hematopoese ineficaz
(RAZA, 1996a; RAZA, 1996b; PARKER, 1998; GREENBERG, 1998; REZA, 1999;
YOSHIDA, 1999); ¢) o estabelecimento de um clone anormal associado ao encurtamento

do telomero contribuindo para a instabilidade cromossomica (BOULTWOOD, 1997); d) a
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progressdo da doenga associada a perda ou inativagdo de genes supressores (JACOBS,
1991; FENAUX, 1997; GALLAGHER, 1997).

A etiologia e o mecanismo preciso da inicia¢do do processo de leucemogénese
sdo ainda pouco conhecidos. Mutagdes no DNA nuclear e mitocondrial da célula
progenitora hematopoética sfo provavelmente resultado de exposicdo a agentes
genotoxicos ocupacionais e ambientais, ou ainda resultado do estresse oxidativo. Poluentes
ambientais, notadamente os hidrocarbonetos poliaromaticos, com capacidade mutagénica
comprovada por bioensaio, sdo agentes etiolégicos potenciais, sobretudo em areas urbanas
muito poluidas (AUL, 1998a; De MARTINIS, 1999). A frequéncia de mutacdes somaticas
espontaneas aumenta com a idade, o que faz supor que a exposigdo a agentes genotoxicos
na idade adulta tém maior probabilidade de induzir danos gendmicos que resultam em
expansao clonal. Estudos epidemiol6gicos, do tipo caso-controle, realizados na tentativa de
identificar fatores de risco para SMD, apontam para o benzeno e seus derivados (exposi¢do
ocupacional), tabagismo (fonte de exposi¢io ao benzeno, nitrosaminas e outros compostos
quimicos potencialmente carcinogénicos), compostos orgénicos halogenados, residuos de
pesticidas (exposi¢do ocupacional ou alimentar), uso de tintura para o cabelo, etilismo
(efeito dose-dependente), petréleo e seus derivados, entre outros (WEST, 1995; NISSE,
2001). Dentre os fatores genéticos predisponentes envolvidos destaca-se o polimorfismo de
genes que codificam enzimas responséveis pelo processo de metabolizagdo e destoxificagio
de agentes com potencial mutagénico, tais como NAD(P)H quinona oxidoredutase no caso
especifico do benzeno. A prevaléncia desses fatores sofre influéncia das diferencas étnicas.
Merece destaque o gene da glutationa S-transferase, cujo gendtipo "null" e consequente
auséncia de atividade da isoenzima Theta 1 (GSTT1 null) confere um risco de desenvolver
SMD quatro vezes superior aquele da popula¢io controle (SASAI 1999). Tais variaveis
genéticas, assim como as varidveis regionais, podem interferir na interpretacdo de
resultados positivos ou negativos de estudos de caso-controle. Os supostos agentes
envolvidos na iniciagdo tém, provavelmente, efeito sinérgico com eventos mutacionais na
promogdo do processo de leucemogénese. Nessa fase, ha expansio do clone aberrante com
vantagem de proliferacdo, o que se acompanha de elevadas taxas de morte celular. A
transformacdo ¢ resultado de aumento no ntmero de células blasticas leucémicas com

maior inibigdo da apoptose e consequente evolugio para leucemia aguda. Cada um desses
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estdgios € provavelmente acompanhado por injurias genéticas adicionais, sejam extrinsecas
ou espontdneas. A evolugdo estd associada ao aumento da hematopoese ineficaz,

progressiva piora da funco celular e das citopenias periféricas.

Os mecanismos etiologicos envolvidos na SMD secundaria sdo melhor
conhecidos. A evolugfo a partir da anemia aplastica e hemoglobintiria paroxistica noturna é
rara, porém bem estabelecida, e usualmente ocorre em pacientes ndo transplantados e
submetidos a tratamento imunossupressor (TOOZE, 1999). A SMD pés tratamento
quimioterapico (SMD-t) corresponde a aproximadamente 10% dos casos e difere da SMD
de novo em apresentacdo clinica, morfologica e progndstico. Clinicamente acomete
individuos mais jovens, manifestando citopenias com maior frequéncia e intensidade. A
medula o0ssea ¢ mais frequentemente hipocelular e apresenta, em geral, espessamento da
rede de reticulina. A transformacfo leucémica € comum e a sobrevida significativamente
menor (AUL, 1995; PARK, 1996). Sdo agentes terapéuticos com reconhecido potencial
leucemogénico: a) radiacdo ionizante, com efeito dependente da dose e duracio da
exposicdo; b) agentes alquilantes, também com efeito dose-dependente e periodo de
laténcia de 5 a 10 anos; c) inibidores da topoisomerase II, com tempo de laténcia mais curto

e associacdo frequente com alteragdo no cromossomo 11qg23.

A distribuicdo da doenga € igual para ambos os sexos. A incidéncia bruta anual
oscila entre 2,1 e 12,6 casos por 100.000 habitantes (WILLIAMSON, 1994; AUL,1995), o
que se equipara ou ainda sobrepde aquela da leucemia mieldide aguda em especial na faixa
etaria acima de 60 anos. Considerando a incidéncia especifica para o grupo populacional
com idade superior a 70 anos esses valores se elevam para 15 a 50 casos por 100.000
habitantes (AUL, 1998a). E provavel que a incidéncia seja ainda subestimada,
considerando-se a frequéncia de doenga subclinica, a falta de um marcador especifico
confidvel e, consequentemente, a dificuldade diagndstica nos casos de citopenias refratarias
com poucas atipias nas linhagens hematopoéticas e cariétipo normal. H4, no entanto, o
consenso de que a incidéncia € crescente, provavelmente um reflexo de melhores critérios
de diagnostico que incluem a disponibilidade da analise citogenética e genética molecular,
alteragdes demograficas que resultam numa maior expectativa de vida, maior e/ou mais

prolongada exposi¢do a agentes leucemogénicos ambientais € ocupacionais, uso mais
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abrangente de procedimentos diagndsticos invasivos em pacientes idosos, e, ainda, um

numero crescente de casos secund4rios a tratamento quimio e radioterapico (AUL, 1998b).

O diagnostico, baseado no estudo do sangue periférico e aspirado medular, é
considerado nos casos de anemia inexplicada e persistente, com resposta inapropriada de
reticulécitos, citopenias isoladas ou combinadas e/ou monocitose, sem causa justificada de
faléncia medular e nio associadas a doengas sistémicas. Condi¢des tais como deficiéncias
nutricionais (ferro, folato, vitamina B12, piridoxina), dispoese droga-induzida, alcoolismo,
anemia das doengas cronicas, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida,
citopenias de causa imunolégica e disfuncéo hepatica ou renal severa devem ser
consideradas (LORAND-METZE, 1991; REIZENSTEIN, 1992; HOFMANN, 1996;
RAMOS, 1999; GARDAIS, 2000).

Além das alteragdes quantitativas, o sangue periférico exibe alteragdes
morfolégicas e funcionais. A medula é usualmente normo ou hipercelular, o que,
considerando a citopenia periférica, é consistente com o conceito de hematopoese ineficaz.
Celularidade medular inferior a 30% pode ser observada em 10 a 30% dos casos
(TUZUNER, 1995). O diagnéstico citolégico se baseia essencialmente nos aspectos
displasticos nucleares e/ou citoplasmaticos observados em graus variados nas trés linhagens
celulares. Alguns autores consideram apenas as alteragdes presentes em pelo menos duas
linhagens celulares ou em mais de 10% dos elementos celulares da populacdo envolvida
(REIZENSTEIN, 1992; KOUIDES, 1996; BAIN, 1996; RAMOS, 1999).

A classificagdo das SMD se baseia em achados do sangue periférico e aspirado
medular, obedecendo os critérios estabelecidos pelo grupo franco-americano-britanico
(FAB) (BENNETT, 1982), numa tentativa de agrupar entidades com caracteristicas
similares e implicagdes progndsticas comuns. Cinco subtipos distintos sdo propostos de
acordo com o percentual de blastos no sangue periférico e medula 6ssea, niimero absoluto
de mondcitos no sangue periférico e percentual de sideroblastos em anel na medula éssea:
anemia refrataria (AR), anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia
refrataria com excesso de blastos (AREB), anemia refratdria com excesso de blastos em

transformagio (AREB-t) e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Classificacdo das Sindromes Mielodisplasticas segundo o grupo FAB

SUBTIPO SANGUE PERIFERICO MEDULA OSSEA

ANEMIA REFRATARIA (AR) CITOPENIAS BLASTOS< 5%
BLASTOS < 1%

AR COM SIDEROBLASTOS  ANEMIA BLASTOS < 5% SIDERO-
EM ANEL (ARSA) BLASTOS < 1% BLASTOS EM ANEL > 15%
AR COM EXCESSO DE BLASTOS < 5% BLASTOS 5-20%
BLASTOS (AREB) PANCITOPENIA MULTIPLAS ATIPIAS
AREB EM BLASTOS > 5% BLASTOS 21-30%
TRANSFORMACAO (AREB-t) PANCITOPENIA BASTONETES DE AUER
LEUCEMIA MIELOMONO-  BLASTOS < 5% BLASTOS < 20%

CITICA CRONICA (LMMC)  MONOCITOS > 1000/mm°

Situagdes de diagnostico dificil existem, sobretudo nos casos onde ndo se
observa aumento do nimero de blastos no sangue periférico ou medula Ossea. Tais casos
correspondem a aproximadamente 10% e tém sido identificados como "ndo classificaveis”
(ROSATI, 1996). O advento de técnicas imunoldgicas, citogenéticas € moleculares nos
ultimos anos tornou necessaria a inclusdo de novos aspectos a essa classificagdo puramente
morfologica, com a definicdo de novos subtipos e variantes (KOUIDES, 1996; MIJOVIC,
1998; STEENSMA, 2001).

Mais recentemente, uma classificagdo para neoplasias do tecido hematopoético
foi proposta pela Organizacdo Mundial de Satde (HARRIS, 2000; BENNETT, 2000). Para
as sindromes mielodisplasticas, essa proposta baseia-se parcialmente na contagem de
blastos na medula dssea que, junto ao caridtipo, constituem parametros de reconhecida
importancia na definicdo do progndstico. Estdo incluidos a anemia refrataria, com e sem
sideroblastos em anel, a citopenia refrataria com displasia em multiplas linhagens, a anemia
refrataria com excesso de blastos, a sindrome do 5g- € um subgrupo denominado
inclassificavel. A leucemia mielomonocitica cronica € excluida das SMD e classificada,
juntamente com a leucemia mieldide cronica atipica e a leucemia mielomonocitica juvenil,
num grupo conjunto de desordens mielodisplasticas/mieloproliferativas. O subtipo AREB-t
¢ excluido e o percentual de células blasticas estabelecido para o diagndstico de leucemia
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aguda passa a ser 20% (Tabela 2). Essa classificagiio permite o grupamento de categorias

mais homogéneas, reduz o nimero de casos ndo classificaveis e tem, associada ao sistema
internacional de escore (IPSS), forte impacto prognéstico (GREENBERG, 1997:

GERMING, 2000).

Tabela 2 - Classificagdo das Sindromes Mielodisplésticas segundo a OMS

SUBGRUPO SANGUE PERIFERICO MEDULA OSSEA

ANEMIA REFRATARIA (AR) ANEMIA DISPLASIA ERITROIDE
BLASTOS < 1% BLASTOS < 5%

AR COM SIDEROBLASTOS  ANEMIA DISPLASIA ERITROIDE

EM ANEL (ARSA) AUSENCIA DE BLASTOS SIDEROBLASTOS EM ANEL

>15% BLASTOS < 5%

CITOPENIA REFRATARIA  BICITOPENIA OU DISPLASIAS MULTIPLAS

COM DISPLASIA MULTIPLA PANCITOPENIA (= DUAS LINHAGENS)

(CRDM) BLASTOS<1% BLASTOS < 5%

CRDM E SIDEROBLASTOS  CITOPENIAS DISPLASIAS MULTIPLAS

EM ANEL (CRDM - SA) BLASTOS <1% SIDEROBLASTOS EM ANEL

>15% BLASTOS < 5%

AR COM EXCESSO DE CITOPENIAS DISPLASIAS MULTIPLAS

BLASTOS - 1 (AREB-1) BLASTOS <5% BLASTOS 5-9%

AR COM EXCESSO DE CITOPENIAS DISPLASIAS MULTIPLAS

BLASTOS - 2 (AREB-2) BLASTOS 5-19% BLASTOS 10-19%
BASTONETES AUER + BASTONETES AUER +

SMD INCLASSIFICAVEL CITOPENIAS DISPLASIA UNICA
BLASTOS <1% BLASTOS <5%

SMD COM DELECAO (5q-)  ANEMIA MEGACARIOCITOS
BLASTOS <5% HIPOLOBULADOS
PLAQUETAS NORMAIS OU  BLASTOS <5%
ELEVADAS DEL(5g-) ISOLADA

A biopsia 6ssea se estabeleceu como complemento indispensavel na avaliacio

de pacientes com SMD por fornecer informagdes adicionais de importéncia no diagnéstico

e prognostico: estimativa da celularidade global, avaliagio de alteragdes na arquitetura
medular como a localizagdo anormal de precursores imaturos (ALIP) (TRICOT, 1984b),
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relagdo do tecido hematopoético com a trabécula 6ssea, maior sensibilidade na deteccdo da
displasia megacariocitica, presenga de nddulos linféides e associagdo com fibrose
(TRICOT, 1984a; KITAGAWA, 1989; RIOS, 1990; DE WOLF-PEETERS, 1991; BARTL,
1992; LAMBERTENGHI-DELILIERS, 1993; SAAD, 1994; REDDY, 2001). Baseado na
contribuicio da avaliacdo histologica nas SMD, formas variantes, tais como a SMD
hipocelular e SMD hiperfibrotica, sdo atualmente definidas e tém impacto na apresentagéo
clinica, evolugdo e progndstico da doenga (KAMPMEIER, 1992; MASCHECK, 1992;
KOUIDES, 1996).

O estudo imunohistoquimico €, atualmente, um recurso indispensavel no
diagnostico, classificagdo, seguimento e definicdo de progndstico nas afecgdes da medula
6ssea (MOIR, 1983, FALINI, 1984; KUBIC, 1989; VAN DER VALK, 1989; WERNER,
1992; GALA, 1997). Nas SMD a analise imunohistoquimica da medula 6ssea potencializa
o valor diagnéstico e prognostico da morfologia, na medida em que sobrepuja algumas
limitacdes inerentes a histologia e acrescenta novas informacgdes, ampliando o
conhecimento da sua biologia e fisiopatologia (KRISTENSEN, 1990; MANGI, 1992;
SCHLESINGER, 1996; LAMBERTENGHI-DELILIERS, 1998; ELGHETANY, 1998).

O TECIDO LINFOIDE NODAL E MEDULAR

O tecido linféide nodal é composto por diversas populagdes celulares atuantes
na resposta imune, em especial sub-populagdes linfocitarias T e B e células especializadas

na apresentagdo de antigenos (c€lulas dendriticas).

O ganglio linfatico € dividido em duas zonas principais: o cortex (externo e
interno) e a medula. No cortex externo se observam os foliculos linféides separados por um
tecido interfolicular, enquanto no cértex interno ou paracortex ndo se observam foliculos. A
medula é constituida pela regido peri-hilar e contém os seios separados por agregados de
células linfoides que formam os corddes medulares. Nos seios se observam uma populagéo
de células composta por macrofagos, pequenos linfocitos, plasmécitos € uma sub-

populagdo especial denominada células B monocitéides (BROUSSE,1997).
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Do ponto de vista funcional, o génglio linfitico se divide em compartimentos
de células B, os foliculos, e zonas de células T. O nimero e aspecto dos foliculos linfoides
(FL) sdo dependentes do grau de estimulacdo antigénica: os foliculos primarios sdo
estruturas quiescentes, formadas por agregados nodulares de pequenos linfécitos que
exprimem a proteina bcl-2. Os foliculos secunddrios sio observados apos estimulagéo
antigénica e sdo formados por uma zona periférica, ou zona do manto, € um centro
germinativo. A zona do manto € constituida por células linfoides B de meia-vida longa, que
expressam IgM/IgD na sua membrana, e t&m caracteristicas morfolégicas e
imunohistoquimicas semelhantes aquelas do foliculo primario. O centro germinativo ¢ sitio
de um processo dindmico no qual células B proliferativas (centroblastos) sofrem mutagdes
somaticas no gene da regiio varidavel das imunoglobulinas (Ig) e as células nio-
proliferativas (centrocitos) sdo selecionadas na medida em que sua Ig de superficie mostra
afinidade pelo antigeno apresentado pelas células dendriticas. Muitos centrécitos que
falham na ligagdo com o seu antigeno especifico entram em programa de morte celular,
respondendo pelo elevado indice de apoptose que ai se observa. O centro germinativo €,
portanto, um microambiente favoravel para a proliferagio e diferenciagio de células B
memoria e plasmécitos induzidas pelo antigeno (TARLINTON, 1998; DELVES 2000a;
DELVES 2000b). E polimorfo, com um aspecto polarizado: uma zona clara, voltada para a
capsula, constituida principalmente por centrécitos e uma zona escura, situada no polo
oposto, constituida essencialmente por centroblastos, numerosas células em mitose e
macrofagos (Figura 1). As células linféides do centro germinativo ou centro-foliculares,
exprimem os antigenos de diferenciagio pan-B e, ao contrario da popula¢do B da zona do
manto, nao exprimem a proteina bcl-2. uma vez que sdo, predominantemente, destinadas a
apoptose. A excegdo se faz na zona clara apical, onde uma sub-populagdo de células B é
selecionada, através da sua afinidade pelo antigeno apresentado pelas células dendriticas

foliculares, para geragfio e manutencio de células B memoéria.
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Centro Germinativo

Células dendriticas
foliculares

Zona do manto

Células B
em repouso

Proliferacdo Selecdo pela Geracdo de
- decélulasBe  ligagdo ao antigeno  células memoria e
mutagdo somatica  apresentado pelas  precursores de células
celulas dendrificas plasmaticas
foliculares

Figura 1 - O centro germinativo e sua regides funcionais. Na zona escura ocorre
proliferacdo de células B induzidas pelo antigeno, acompanhada de sele¢édo
que resulta de mutacdo somadtica no gene da regido varidvel da
imunoglobulina. Na zona clara basal ocorre selecio da célula B com
especificidade para o antigeno apresentado pelas células dendriticas
foliculares. As células assim selecionadas migram para a zona clara apical
onde continua a proliferacdo e geragdo de células B memoria e precursores de
células plasmaticas. Figura esquemadtica de Delves P. J. e Roitt J. M.
Advances in immunology: the immune system. N. Engl. J. Med. 343: 108 -
117, 2000.

Foliculos secunddrios contém ainda células T, em especial aquelas com o
fendtipo CD4, representando aproximadamente 5 a 30% das células linfoides. As células
dendriticas apresentadoras de antigeno que expressam receptores do complemento e um
numero importante de receptores Fc para imunoglobulinas, sdo também numerosas nos FL
(BROUSSE,1997; DELVES 2000a; DELVES 2000b).
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O tecido interfolicular e paracortex formam o compartimento de células T
(fendtipo predominante CD4), junto as células interdigitantes (células histiocitarias
apresentadoras de antigeno) e vénulas poOs-capilares, caracteristicas do compartimento de
células T. As células endoteliais das vénulas pds-capilares expressam moléculas de adesdo
que interagem de maneira especifica com uma estrutura correspondente da membrana
linfocitdria e portanto essas estruturas tém um papel importante na recirculacio de
linfocitos, controlando o trafego de sub-populagdes linfocitarias nas diferentes zonas do
tecido linféide ("homing"). O compartimento de células T contém ainda plasmocitos e
imunoblastos numa propor¢do que varia de acordo com a estimulagdo antigénica
(BROUSSE,1997; DELVES 2000a; DELVES 2000b). A regiio medular nodal é composta
por uma populagio mista de células B e T e sobretudo numerosos plasmoécitos e

macrofagos.

A compartimentalizagdo de células B e T € caracteristica do tecido linfoide
nodal e extra-nodal. A identificagdo de uma proliferagdo hiperplasica ou neoplasica numa
localizagdo especifica de um desses Orgdos permite pressupor o imunofendtipo da
populagdo envolvida baseado no conhecimento da arquitetura e compartimentalizagio
normal desse 6rgdo. Na medula ¢ssea, no entanto, essas células estdo dispersas ao acaso,
num padrdo descrito por Shin e colaboradores como intersticial ndo especifico (SHIN,
1992) ou, ainda, ocasionalmente arranjadas em pequenos grupamentos na regiio central
ndo paratrabecular do espaco medular. A composi¢do celular desses agregados ou nédulos
linfoides difere daquela observada na populacdo difusamente distribuida. Linfocitos B sdo
maioria nas formagdes nodulares, enquanto os linfocitos T predominam no padrio
intersticial difuso (HORNY, 1989). No tecido linféide maduro do adulto, cerca de S0 a
75% da populagdo celular € constituida por células T e 25 a 50% € representada por células
B (KNOWLES, 1993). Na medula 6ssea normal a avaliagdo do percentual de células Be T
tem evidenciado resultados conflitantes. (CLARK, 1986; LOKEN, 1987; HORNY 1989;
CLARK, 1990; THALER, 1989; SHIN, 1992; O'DONNELL, 1995;: REGO, 1998). Em
geral o percentual de células T relatado em medula 6ssea normal de adultos € bem superior
aquele de células B. Os valores relatados, no entanto, variam de acordo com as condi¢des
de processamento da amostra, em especial fixacdo e descalcificagdo, e também com

diferengas na sensibilidade e especificidade dos marcadores utilizados. Percentuais de
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subpopulacdo linfocitaria obtidos através de anélise imunohistoquimica sio, em geral.
relativos ao total de células nucleadas, enquanto aqueles obtidos por citometria de fluxo se
referem a populacdo linféide total, o que dificulta estudos comparativos. A distribuicio
normal de células B e T sofre, portanto, variagdes na dependéncia da técnica utilizada: a)
citometria de fluxo: aspirados s3o inevitavelmente contaminados com sangue periférico. o
que superestima sobretudo o percentual de células T (CLARK, 1986). Uma vez que um
pequeno numero de células B ¢ observado no sangue periférico, a contaminacio do material
medular aspirado ndo altera substancialmente sua avaliagdo. b) anélise imunohistoquimica
em cortes de congelacdo: mostram um maior percentual de células B quando comparados
com amostras incluidas em parafina ( SHIN, 1992). c¢) andlise imunohistoquimica em
material incluido em parafina. Na Tabela 3 estdo representadas as diferentes avaliacdes do
percentual de células B € T na medula 6ssea normal de acordo com varios autores,
utilizando diferentes métodos.

Tabela 3 - Populagdo linfoide na medula Ossea normal segundo diversos autores e

diferentes técnicas
TECNICA AUTORES LINFOCITOS B (%) LINFOCITOS T (%)
CLARK et al, 1986 8,0 - 11,0 (10,0) 20,0 - 23,0 (22)
CITOMETRIA DE FLUXO LOKEN et al, 1987 2,2-10,8 (6.5) NA*
REGO et al, 1998 16,5 - 40,3 (33,6) 22,6 - 50,6 (34,8)
IMUNOHISTOQUIMICA  SHIN et al, 1992 (5,0 9,0
EM CONGELACAO THALER et al, 1,0-2,5(1,6) 5.8-13,3 (9,0)
1989
HORNY et al, 1989 0,1-1,0(0,5) 2,0-4,0 (2,0)
IMUNOHISTOQUIMICA  SHIN et al, 1992 1,0 - 5,0 (3,0) NA*
EM PARAFINA O'DONNELL et al, 0,0 - 5,9 (0,5) 0,0 - 6,7 (1,0)
1995

*NA: ndo avaliado

NODULOS LINFOIDES MEDULARES
Foliculos linféides sdo estruturas que tém merecido atengdo recente no que diz
respeito a sua estrutura e fungdo (CROCKER, 1996). Ndo apenas pela complexidade da

relagdo de células do sistema imune com moléculas de adesdo e citoquinas na formacéo de
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complexos antigeno-anticorpo e geragdo de células de memoria, mas também pela relacéo,
por vezes ténue, entre hiperplasia folicular reacional e linfomas foliculares (BROUSSE,
1997; KAMEL, 1999).

Na medula 6ssea a presenca de agregados de pequenos linfécitos maduros pode
representar um processo reacional, frequentemente associado a um amplo espectro de
desordens neoplésicas e ndo-neoplasicas (RYWLIN, 1974; MAEDA, 1977; NAVONE,
1985): doencas de carater auto-imune, doengas do tecido conjuntivo (ROSENTHAL,
1989), anemia megaloblastica, anemia ferropriva, sindrome da imunodeficiéncia humana
adquirida (SIDA) (BAIN, 1998), sindromes mieloproliferativas (CERVANTES, 1988:
FRANCO, 1991) e outras (LAROCHE, 1999). Em pacientes com doenga linfoproliferativa
conhecida, os nodulos linféides supostamente representam invasdo da medula Ossea pela
doenga ou seu sitio de origem (BARTL, 1984; NAVONE, 1992; BISHOP, 1993). Nos
linfomas de curso indolente, o envolvimento da medula 6ssea pode ser observado num
percentual significativo de casos, alcangando em alguns relatos 90% (McKENNA, 1988;
THALER, 1991; LAMBERTENGHI-DELILIERS, 1992; SCHMID, 1992; SCHWONZEN,
1992; HENRIQUE, 1999). Pequenos infiltrados, no entanto, sdo usualmente obscurecidos
por outras c€lulas medulares € podem passar despercebidos (TOREN, 1996). Considerando
ainda que pacientes portadores de linfoma podem também apresentar nodulos linféides
reacionais, a definigdo do carater benigno ou maligno ¢ fundamental nfo apenas no
diagnostico mas também no processo de estadiamento e, portanto, definicdo do

prognostico.

e ANALISE MORFOLOGICA

Nenhum critério histopatologico isolado se mostrou eficaz para o diagnéstico
diferencial entre nodulos linféides benignos e malignos. S@o consideradas caracteristicas
morfologicas de cardter benigno a presen¢a de poucos nddulos, de pequeno tamanho,
limites precisos, localizagdo central ndo paratrabecular e composicdo celular polimoérfica
constituida de pequenos linfécitos maduros de permeio a raras células reticulares,

plasmocitos, eosinofilos e mastocitos (THIELE, 1999). Além do que, nédulos linféides
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benignos estdo, em geral, associados a vasos (HASHIMOTO, 1963; MAEDA, 1977; BEN-
EZRA, 1994). A presenca de centro germinativo é observada esporadicamente, em cerca de
5% dos nodulos linfoides medulares, em especial quando associados a doengas
inflamatérias ou de carater auto-imune (FARHI, 1989). Sua presenca, portanto, sugere

carater benigno (Tabela 4).

Numerosos e/ou grandes nodulos, em localizagio paratrabecular sio
caracteristicas morfologicas que sugerem carater maligno ou suspeito (THIELE, 1999).
Limites imprecisos, evidenciam um padrio infiltrativo de crescimento. A presenca de
megacaridcitos dentro do nédulo linfoide, envolvido por ele, também denota a natureza
infiltrativa da lesdo sendo, portanto, mais comumente observada nas lesdes neoplasicas.
Contrariamente, agregados benignos tendem a deslocar os elementos normais da
hematopoese (BEN-EZRA, 1994) (Tabela 4).

Tabela 4 - Critérios morfologicos para o diagnéstico diferencial entre nédulos linféides

enignos e malignos*
NODULOS LINFOIDES BENIGNOS NODULOS LINFOIDES MALIGNOS
Localizagio central Localizagdo paratrabecular
Forma e limites precisos Forma irregular e limites imprecisos
Auséncia de infiltrado intersticial Frequente infiltrado intersticial
Populagdo celular polimérfica Populagéo celular monomorfica
Associagdo com vasos sanguineos Auséncia de associagdo com vasos
Auséncia de mielofibrose Frequente mielofibrose no infiltrado
Eventual centro germinativo Auséncia de centro germinativo
Auséncia de infiltragdo no aspirado medular Presenca infiltragdo no aspirado medular

*Adaptado de Brunning e McKenna, 1994 (BRUNNING, 1994)

A avaliagdo das fibras de reticulina pode colaborar na definicio do carater
reacional ou neoplasico da lesdo. Um espessamento moderado a intenso das fibras de
reticulina nas areas de infiltracio medular ocorre em certos tipos de linfoma nio-Hodgkin,
tais como o centro-folicular, o linfoma linfoplasmocitéide e alguns linfomas de células I
além do linfoma de Hodgkin. Contrariamente, no padrio central nodular de infiltracdo da
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leucemia linféide cronica (LLC) esse achado ndo €, em geral, observado. Por outro lado,
um espessamento discreto a moderado da rede de reticulina € um aspecto frequente na
mielopatia induzida pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida (BAIN, 1998;
THIELE, 1999; HENRIQUE, 1999).

e ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A distingdo entre nddulos linféides benignos e malignos, requer, em alguns
casos, além de critérios morfologicos, o uso de anticorpos monoclonais (CARTUN, 1987;
BLUTH, 1993; HORNY, 1993; CHETTY, 1995; NGAN, 1989), técnicas especiais
(SANGSTER, 1986; WU, 1997; WELLS, 1998; SALISBURY, 1996; SALISBURY, 1997)
ou, ainda, a evidéncia da restri¢do clonal (KNOWLES, 1993; CROCKER, 1996).

A infiltrac@o linfomatosa precoce ou minima pode ser evidenciada ou se tornar
aparente apenas com o uso de técnicas imunohistoquimicas (PIZZOLO, 1982; PICKER,
1987; SEGAL, 1991; PERKINS, 1993; GELB, 1994; THALER, 1991). A anilise
imunofenotipica contribui na determina¢io da linhagem celular, subpopulagdo e sugere o
estagio de diferenciagdo da populagdo linféide envolvida. No entanto, o processo de fixagdo
e descalcificacdo da medula pode, potencialmente, desnaturar parcial ou totalmente o
antigeno, além do que, a reagdo quimica que ocorre entre proteina e formalina é capaz de
mascarar o antigeno. O desenvolvimento de técnicas de recuperagdo antigénica e a
disponibilidade de novos anticorpos monoclonais capazes de reconhecer epitopos
resistentes & fixacdo em formalina possibilitaram a andlise imunohistoquimica de material
fixado, descalcificado e incluido em parafina. Notadamente nas desordens do tecido
linféide esses avangos ampliaram o potencial da andlise imunohistoquimica (LOKEN,
1987; BATINIC, 1989; CLARK JR, 1990; CONTOS, 1992).

Apesar de numerosos estudos imunohistoquimicos realizados na tentativa de
estabelecer critérios adicionais de valor diagnostico, até o presente momento nenhum
marcador isolado apresentou um valor preditivo no diagnéstico diferencial entre nodulos

linféides benignos e malignos. Porque no estudo do tecido linféide muitos marcadores
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exibem reagdo cruzada ou nio especifica com elementos hematopoéticos ndo-linfoides, ¢
necessario, para maior acuracidade e correta interpretagdo, o uso de um painel de
anticorpos (VAN DER WALK, 1989; WERNER, 1992; GALA, 1997; PILERI, 1997).

Dentre os marcadores utilizados, a expressdo da proteina bcl-2 tem causado
polémica e controvérsias. O gene bcl-2, localizado no brago longo do cromossomo 18,
embora originalmente identificado nos linfomas foliculares, exerce um papel importante
nao somente na fisiopatologia do sistema linfoide mas também numa variedade de tecidos
normais e patoldgicos. O padrdo de expressdo est4 associado & prote¢do contra morte
celular por apoptose, com consequente prolongamento da sobrevida celular
(HOCKENBERY, 1991; YANG, 1996). No tecido linfoide normal a expressao
citoplasmatica da proteina de membrana mitocondrial bcl-2 tem uma distribuigio
topografica restrita as populagdes celulares destinadas a sobrevida longa, sendo observada
em pequenos linfocitos do sangue periférico, areas interfoliculares B e T, foliculo primario
e zona do manto de foliculos secundarios em linfonodos e na medula timica, onde
predominam as células maduras CD478 e CD48". O cortex timico, regidio de células
imaturas CD478", e as células reacionais do centro germinativo, muitas das quais vdo entrar
em processo de apoptose, sdo usualmente negativos (HOCKENBERY, 1991). A restricdo
da proteina bel-2 a porgdo apical da zona clara do centro germinativo, implicada na selegdo
¢ manutencdo das c€lulas plasmaticas e B memoria, sugere o seu envolvimento na
fisiologia da resposta imune (KORSMEYER, 1992; NUNEZ, 1991). Mais recentemente,
estado de laténcia, tem sido atribuido a protefna bcl-2, o que justifica niveis indetectaveis
em celulas linfoides em proliferagio (PUTHIER, 1999). Embora a maioria dos estudos
envolvendo o bel-2 nas células hematopoéticas tenha se limitado 2 linhagem linféide, a
proteina bcl-2 estd presente também em precursores granulociticos (blastos, promielécitos e
mielocitos), onde foi evidenciado um papel na diferenciagio celular, com niveis

inversamente proporcionais ao grau de maturago. (DELIA, 1992; HOCKENBERY, 1991).

Nos tecidos neoplésicos de origem linféide a expressio aumentada de bcl-2 ¢
observada na leucemia linfoide cronica, linfomas nao-Hodgkin difuso de grandes células,
linfoma de Hodgkin e linfomas foliculares. Os linfomas foliculares (LF) representam uma
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proliferacdo nodular clonal de células B caracterizadas, no ganglio linfatico, por subversdo
da arquitetura nodal com substituicdo por foliculos linfoides relativamente uniformes.
Tipicamente um consideravel nimero de células B neoplasicas € observado nas regides
interfoliculares. As células apresentam expressdo aumentada da oncoproteina bcl-2 em
cerca de 85% dos casos (GAULARD, 1992), em sua maioria atribuida & translocagéo
t(14:18) (q32, g21). Essa anormalidade cromossomica, observada em aproximadamente
66% dos pacientes, foi primeiramente descrita em associa¢do com linfomas foliculares, em
1979 (FUKUHARA, 1979). O gene que codifica a cadeia pesada das imunoglobulinas no
cromossomo 14 € justaposto ao gene bcl-2 no cromossomo 18, o que resulta na produgéo de
niveis anormalmente elevados da proteina bcl-2. Sabe-se atualmente, no entanto, que essa
expressdo aumentada ndo € restrita as células com a translocacdo t(14;18), o que sugere que
mecanismos alternativos, tais como a hipermetilagio ou ainda uma mutagio somatica,
podem interferir na regulagio de sua expressio (PEZZELA, 1990; ZUTTER, 1991;
KONDO, 1992). Portanto, trés grupos de linfomas foliculares podem ser reconhecidos:
aqueles com t(14;18) e expressdo proteica, aqueles com expressdo proteica mas sem
translocagdo e um pequeno grupo sem translocagdo ou expressdo de bcl-2. Esses diferentes
padrGes n#o mostraram qualquer significado prognéstico ou implicagdo terapéutica
(PEZZELLA, 1992).

e ANALISE IMUNOGENOTIPICA

Na dltima década, técnicas moleculares tém sido utilizadas para demonstrar
monoclonalidade em doengas linfoproliferativas. A demonstragdo da monoclonalidade da
suporte ao diagnostico de processo neoplasico. Seu uso como critério inequivoco de
malignidade, no entanto, é questionavel (COLLINS, 1997) e requer técnicas, nem sempre
disponiveis, tais como "Southern Blotting" e reagio em cadeia da polimerase (PCR)
(ROCKMAN, 1997). A evidéncia da restri¢do de cadeias leves de imunoglobulinas (Ig) por
imunohistoquimica, se baseia no conhecimento de que cerca de 80% das neoplasias
linfoides B expressam apenas kappa ou lambda, enquanto nos processos hiperplasticos

reacionais o padrdo € policlonal. Embora alguns autores relatem resultados satisfatorios
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com o uso de material incluido em parafina (ASHTON-KEY, 1996), a deteccdo de
expressdo monoclonal de cadeias leves requer, como método de escolha, tecido congelado
e, ainda assim, existem limitagdes devido a presenca de Ig no intersticio, a nio expressao de
Ig de superficie em cerca de um ter¢o dos linfomas de células B e ainda a possibilidade de
existirem c€lulas B policlonais reacionais remanescentes no tecido neopléasico. Os melhores
resultados, portanto, sdo obtidos através da demonstragdo de Ig citoplasmaticas, o que

restringe a sua utilizacdo para desordens de células plasméticas (VASSALLO, 1999).

O estudo morfolégico, ainda que baseado em critérios bem definidos, apresenta
limitagdes, o que torna necessaria a utilizagdo de testes complementares para o correto
diagnostico e seguimento dos pacientes. Eventualmente também o estudo
imunohistoquimico tem valor limitado, sobretudo nos casos em que nédulos linféides B
neoplasicos se acompanham de percentuais varidveis de células T reacionais. A anslise
imunogenotipica, portanto, através da reagdo em cadeia da polimerase da regiio CDR3 da
cadeia pesada das imunoglobulinas ¢ capaz de determinar a clonalidade de proliferagdes
linféides B a nivel molecular e detectar populagdo clonal que escapa 4 deteccéo
morfolégica e imunohistoquimica, tornando-se um importante estudo complementar na
avaliacdo das desordens linfoproliferativas (KNOWLES, 1993). O estudo de DNA extraido
de fragmentos de bidpsia Ossea, fixados, descalcificados e incluidos em parafina mostram
resultados superiores aqueles obtidos de material aspirado (MAES, 2000), uma vez que o
padrdo de envolvimento medular, frequentemente heterogéneo e focal, pode resultar na
auséncia de células neoplésicas no aspirado. A dilui¢do inevitavel com células normais do
sangue periférico pode alterar de forma critica o limiar de detecgdo pela técnica utilizada.
Além do que, o espessamento da rede de reticulina, frequentemente induzido no tecido
medular pela proliferagdo linfomatosa, pode contribuir para a obtencdo de um nimero
reduzido de linfécitos neoplasicos no material aspirado. Os resultados apresentados até
entdo mostram a analise genotipica como um recurso de alta especificidade mas com
elevado numero de falso-negativos, com uma sensibilidade em torno de 60% (MAES,
2000; BRINCKMANN, 2000; BEN-EZRA, 2000). A analise morfologica, portanto,
continua sendo o padrdo-ouro na avaliagdo diagndstica de infiltrados linféides e a analise

molecular ¢ atualmente reservada para casos duvidosos ou inconclusivos.
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NODULOS LINFOIDES MEDULARES NAS SMD

Nas SMD a incidéncia de nddulos linféides é variavel, alcancando, em alguns
estudos, valores superiores a 27,0% (TRICOT, 1984a; NAVONE, 1985; RIOS, 1990;
MASCHEK, 1992; MANGI, 1992; FLORENSA, 1996; RAMOS, 1999) (Tabela 5).

Tabela S- Revisdo de dados da literatura sobre a frequéncia relatada de nédulos linfoides
medulares em pacientes portadores de SMD

AUTORES ANO N° DE CASOS FREQUENCIA
TRICOT 1984 40 2,5%
NAVONE 1985 96 25,0%
RIOS 1990 126 10,0%
MANGI 1992 63 15,8%
MASCHEK 1992 352 27,3%
MAGALHAES 1997 33 27.3%
RAMOS 1999 24 16,7%

A importincia e o significado desse achado medular sio ainda motivo de
controvérsias na literatura. Assim como em outras patologias nas quais sio observados,
questiona-se o papel, na sua formagfo, do sistema imunolégico, da idade avancada e do
desarranjo do microambiente medular por fibrose associada (MASCHEK, 1992). Faulkner-
Jones e colaboradores, estudaram a evolugdo de pacientes que haviam realizado bidpsia de
medula no seu Servigo e em cuja bidpsia haviam sido encontrados nédulos linféides sem
que no momento tenham tido alguma evidéncia de linfoma. Em 22% dos casos houve
manifestagdo posterior de doenga linfoproliferativa. Por isso sugeriram que o achado de
agregados linféides, ainda que morfologicamente normais pode ser a primeira manifestagio
de um linfoma (FAULKNER-JONES, 1988).

A associagdo SMD - doenga linfoproliferativa tem sido amplamente relatada
(MANOHARAN, 1981; GREENBERG, 1983; COPPLESTONE, 1986; FERRARA, 1992;
SCHULZE, 1992; RUPNIEWSKA, 1993; UEMATSU, 1995; ABRUZZESE, 1996;
FLORENSA, 1996; ELGHETANY, 1997; SILVESTER, 1997). Essa associa¢do ndo ¢

observada na leucemia mieléide cronica (LMC), onde o envolvimento de células linfoides
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no clone maligno estd bem estabelecido (FADERL, 1999). Embora existam evidéncias de
que, pelo menos em alguns casos, as células linfoides fazem parte do clone displéstico na
SMD (MONGKONSRITRAGOON, 1998: JAJU, 2000), linfocitos policlonais so
detectados na maioria dos casos, sugerindo que, em geral, a célula progenitora esta
provavelmente ji4 comissionada com a linhagem mielide (CULLIGAN, 1992;
GERRITSEN, 1992; VAN KAMP, 1992; WEIMAR, 1994; HEANEY, 1999).

A presenca de nodulos linféides na medula 6ssea de pacientes portadores de
SMD pode simplesmente estar relacionada & idade avancada, faixa etaria predominante
desses pacientes, ou pode ser parte das muitas anormalidades imunolégicas descritas nessa
condi¢do e, portanto, teria uma natureza reacional. No entanto, pode também representar

infiltracdo focal incipiente por doenga linfoproliferativa associada.

Néo existem dados na literatura sobre a relagdio entre a presenca de nédulos
linféides medulares e subtipo FAB, grau de citopenias, presenca de fibrose medular e
evolugdo da doenca. Apesar de opinides conflitantes com relagio & sua incidéncia,
significado clinico e biologico, assim como com relagio & associagdo entre SMD e
neoplasias de células B (FLORENSA. 1996), um aumento na proporcio de células linféides

e/ou a presenca de nédulos linfoides, merecem uma a avaliagio criteriosa.
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1- Detec¢dio e caracterizagdo morfologica dos nodulos linféides na medula
6ssea de pacientes portadores de sindromes mielodisplasticas com énfase
para o nimero de agregados, histotopografia, delimitagdo, composi¢do

celular e rede de reticulina.

2- Caracterizagdo imunohistoquimica dos nédulos linféides, utilizando um
painel de anticorpos monoclonais constituido por marcadores de células B, T

e anticorpo monoclonal anti-bcl-2.

3- Andlise da relagdo entre a presenga de nddulos linféides medulares e

subtipos FAB, citopenias periféricas, progressdo da doenga e sobrevida.

4- Avalia¢do de possivel associagdo com doenca linfoproliferativa.
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PACIENTES

Duzentos e seis pacientes portadores de sindrome mielodisplastica atendidos e
acompanhados no Servico de Hematologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e Universidade Federal do Ceara (UFC), no periodo compreendido entre 1995
e 1999, foram retrospectivamente estudados. O diagnostico foi baseado no quadro clinico,
estudo do sangue periférico e aspirado medular, obedecendo os critérios do grupo FAB
(BENNETT, 1982). O subtipo hiperfibrotico foi considerado nos casos em que foram
detectadas, no tecido medular, fibras de reticulina espessas e anastomosantes. Foram
excluidas deficiéncias nutricionais (ferro, folato, vitamina B>, piridoxina) pelas dosagens
séricas e/ou teste terapéutico. Foram ainda excluidos pacientes com insuficiéncia hepatica e
renal, disfungdo tireoidiana, ou sorologia positiva para virus da imunodeficiéncia humana
adquirida, citomegalovirus, hepatite A, B, C. Foram incluidos no estudo aqueles que se
submeteram 4 bidpsia de medula éssea por ocasido do diagnostico. Os prontudrios foram
revisados e deles retirados os dados clinicos e laboratoriais de interesse para o estudo tais
como sexo, idade, achados do hemograma e aspirado medular com reacdo de Perls,
classificagio FAB, estudo histolégico da medula dssea com avaliacdo da rede de reticulina
e evolugio (Amexo 1). A anemia foi definida como dosagem de hemoglobina igual ou
inferior a 11g/dl, a neutropenia como contagem de neutréfilos inferior a 2,0 x 10°/L e
plaquetopenia como contagem de plaquetas inferior a 150 x 10°/L. Casos com diagnéstico

duvidoso foram excluidos do estudo.

ESTUDO MORFOLOGICO

As biopsias 6sseas foram rotineiramente realizadas na crista iliaca pdstero-
superior, sob anestesia local, utilizando a agulha de Jamshidi. O material obtido destinado
ao estudo morfologico foi fixado em Zenker/acido acético glacial na propor¢do 20:1, por
um periodo maximo de 24 horas, na Unicamp. Esse processo dispensa a descalcificagdo. Na
UFC o fixador utilizado foi o Bouin-Holande (composi¢éo: 280 ml de acido acético, 10g de
4cido picrico, 1300ml de formaldeido a 40% e 41 de agua destilada) e a descalcificagdo foi

feita em 4cido nitrico a 5% por um periodo variavel de 2 a 12h. As biopsias foram incluidas

Material e Métodos
39



em parafina. Os cortes histolégicos de 5 pm de espessura foram corados pela hematoxilina
¢ eosina (HE). Foi feita impregnagdo argéntica (Gomori) para evidenciar as fibras de
reticulina. Os fragmentos assim preparados e corados foram analisados, com especial

atencdo para a presenc¢a de NL e suas caracteristicas:
a) numero de NL observados em cada corte: (inico ou multiplos.

b) histotopografia: localiza¢io dos NL dentro do espaco medular classificando-
0s em centrais, intertrabeculares, (agregados de Iocalizacdo central,
eventualmente tocando a trabécula Gssea) e paratrabeculares, (nddulos

revestindo a trabécula).
¢) limites: bem ou mal delimitados.

d) composi¢do celular: polimorfos, se constituidos por uma populac¢do
predominante de pequenos linfécitos de permeio a plasmécitos, eosinofilos,

histiécitos e eventualmente grandes células, e monomorfos.

e) rede de reticulina: presenca ou auséncia de espessamento da rede de

reticulina no tecido hematopoético.

Os casos com NL foram selecionados para estudo imunohistoquimico.

ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO

Cinquenta e um fragmentos de bidpsia 6ssea foram obtidos nos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica (Unicamp) e Departamento de Patologia e Medicina
Legal (UFC) para o estudo imunohistoquimico. Apenas os blocos que apresentavam
condi¢Oes satisfatorias para a realizagio de novos estudos foram considerados. Novos
cortes seriados foram feitos. O primeiro e o tltimo corte de cada bloco foram corados pelo
HE e revisados por microscopia 6ptica para garantir amostragem representativa. O estudo
imunohistoquimico foi realizado em material incluido em parafina, utilizando-se a técnica
do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (HSU, 1981) (Figura 2). A reacfo da
imunoperoxidase permite a localizagdo de antigenos celulares através de um anticorpo

especifico que € evidenciado pela reagdo da peroxidase.
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Figura 2 - Método imunoenzimatico do complexo avidina — biotina - peroxidase (ABC):
um complexo pré-formado de avidina biotina e enzima se liga ao anticorpo

secundario conjugado a biotina.

Uma substancia geradora de cor é adicionada para reagir com a enzima que se
precipita no local da reagdo. A intensidade da reagdo ¢ proporcional a quantidade de
antigeno presente. Os demais constituintes celulares sdo contracorados com o uso da
hematoxilina. Sdo utilizados um anticorpo monoclonal primario, especifico para o antigeno
a ser localizado, um anticorpo secunddrio conjugado a biotina e capaz de ligar-se ao

anticorpo primario e o complexo avidina-biotina-peroxidase. A avidina contém quatro
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sitios de ligagdo com a biotina. Um deles é ocupado pela biotina ligada ao anticorpo

secundario e os outros se ligam ao complexo biotina-peroxidase da solucdo.

1. ANTICORPOS PRIMARIOS

O painel de anticorpos monoclonais selecionado incluiu um marcador pan-B,

dois marcadores pan-T e um anti-bcl-2:
a) CD20 - (DAKO S/A, Glostrup, Dinamarca - cod M755)
Anticorpo monoclonal anti-humano produzido em camundongo.

Especificidade: o anticorpo reconhece um polipeptidio com peso molecular

de 33 kD encontrado na superficie das células B maduras presentes no
sangue periférico e tecido linféide. Reatividade com outros elementos do
tecido hematopoético ndo € comum, sendo por isso considerado um
marcador restrito de células B. O anticorpo reage com a maioria dos
linfomas de células B e ainda com as células Reed-Sternberg particularmente
no subtipo predomindncia linfocitaria da doenga de Hodgkin (NORTON,
1987; CHANG, 1996). O epitopo reconhecido pelo anticorpo € resistente a
fixacdo pela formalina.

Diluicdo: 1:100
b) CD3 - (DAKO S/A, Glostrup, Dinamarca - cod A452)
Anticorpo policlonal anti-humano produzido em coelho.

Especificidade: o anticorpo reconhece a porgio intra-citoplasmatica do

antigeno CD3 expresso pelas células T. A proteina consiste de cinco cadeias
polipeptidicas com peso molecular que varia entre 16 e 28 kD. A deteccdo
do antigeno CD3 provavelmente representa a evidéncia mais precoce de

compromisso com a linhagem T. Nos timécitos corticais o antigeno estd
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presente predominantemente como um constituinte intra-citoplasmatico.
Subsequentemente, nos timdcitos medulares, € detectado na superficie das
células T. E considerado um marcador especifico de células T. Reage com
células T no timo cortical e medular e nos tecidos linfdides periféricos, na
maioria das neoplasias de células T e estados reacionais, em material a
fresco ou fixado em formalina e incluido em parafina. Uma digestdo
enzimatica adequada € aconselhavel, através do tratamento com uma enzima

proteolica como a tripsina. Dilui¢cdo: 1:50
c) CD45RO - (DAKO S/A, Glostrup, Dinamarca - cod M742)
Anticorpo monoclonal anti-humano produzido em camundongo.

Especificidade: o anticorpo reconhece especificamente a isoforma de baixo

peso molecular do antigeno comum leucocitario CD45 (Weiss, 1993). Essa
glicoproteina, de peso molecular 180 kD, € encontrada na maioria dos
timdcitos e células T maduras ativadas e numa subpopulagdo de células T
em repouso (CD4 e CD8). Células da linhagem mielomonocitica, ou seja
granulocitos € mondcitos, eventualmente s3o marcadas pelo anticorpo,
enquanto a maioria das c€lulas B normais e células "natural killer" sdo
consistentemente negativas (Norton, 1986). O seu uso é compativel com
fixadores a base de formalina e o tratamento prévio com enzimas

proteoliticas deve ser evitado.
Diluicdo: 1:100
d) ANTI-BCL-2 - (DAKO S/A, Glostrup, Dinamarca - cod M 0887)

Anticorpo monoclonal anti-humano produzido em camundongo.

Especificidade: o anticorpo reconhece a proteina bcl-2, codificada pelo gene
envolvido na translocagdo t(14;18), wuma alteragdo citogenética
frequentemente observada nos linfomas foliculares. A expressio aumentada

da proteina, no entanto, pode ocorrer em situagdes onde o rearranjo nio é
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observado. A proteina bcl-2, de peso molecular 25 kD, estd associada a
mitocondria e exerce papel importante na inibi¢cdo da apoptose. No tecido
linféide normal, o anticorpo reage com pequenos linfécitos B na zona do
manto e muitas cé€lulas dentro de areas de células T. As células do centro
germinativo sdo em geral negativas. No timo, as células medulares sdo
marcadas enquanto aquelas do cortex sdo em geral negativas. O anticorpo
reage com células neoplasicas de linfomas foliculares, e em alguns casos de
doenga linfoproliferativa difusa, especialmente em material congelado. Uma
menor proporgdo de células positivas é observada em material incluido em
parafina, uma vez que o epitopo ndo estd sempre preservado nesse tipo de

material. Um processo de recuperagio antigénica, portanto esta indicado.

Diluigdo: 1:40

2. TECNICA IMUNOENZIMATICA INDIRETA

Cortes de Sum de espessura foram colocados em ldminas adequadamente
tratadas para prevenir deslocamento de material durante o processo (OptiPlus™ Positive-
Charged Barrier Slides - (BioGenex). As laminas foram deixadas em estufa a 37°C por um
periodo minimo de 12 horas, para melhor adesdo dos cortes. Adotando-se a técnica ABC
(HSU, 1981) e utilizando-se a técnica do aquecimento em forno de micro-ondas como
recurso para recupera¢ido antigénica (SHI, 1991; CATTORETTI, 1993; GOWN, 1993;
TAYLOR, 1996), foram realizadas as seguintes etapas:

¢ Desparafinizagdo com um banho de xilol a 60°C e duas passagens em xilol &

temperatura ambiente para retirar o excesso de parafina.

¢ Hidratacdo em gradiente decrescente de dlcool, com passagens em alcool

absoluto, a 80% e a 50%, todos em temperatura ambiente.

¢ Lavagem em agua corrente € em agua destilada
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¢ Bloqueio da peroxidase endégena com banho em solugdo a 3% de perdxido
de hidrogénio (H, O ;, 30% em metanol ) por 15 minutos duas vezes &
temperatura ambiente, seguindo-se lavagem em agua corrente e passagem
em agua destilada. Incubagdo em PBS (Phosphate Buffer Saline, Na, HPO,
0,01M; NaCl 0,1M, pH 7.6).

¢ Digestdo enzimdtica para expor o antigeno potencialmente mascarado
durante o processo de fixagdo com formalina ou outro fixador, quando
ocorre formacdo de ligagdes quimicas aldeidicas. Essa ligagdes sdo
quebradas pela exposicdo a pepsina ou outra enzima proteolitica, tornando o
antigeno disponivel ou acessivel para ligagdo com o anticorpo. Para a
digestdo enzimatica foi utilizada a tripsina (Trypsin - Sigma cod. T4665)
0.10g em 100 ml de solugdo para tripsina (TRIS HCI 7,6 pH). Incubagio das
laminas por 1 min e 30 seg a 37°. Ao fim do processo, lavagem em 4gua
corrente, passagem por agua destilada e banho em PBS. Dentre os
marcadores monoclonais selecionados para esse estudo, apenas o CD3
necessitou de digestdo enzimatica.

¢ Recuperacio antigénica levando ao microondas as ldminas submersas em
tampao citrato pH6.0. O periodo de ebuli¢do foi de 30 min para o anti-bcl-2
e duas vezes 4 min para os demais marcadores. Ao fim do processo, repouso
em temperatura ambiente por 15 min, seguindo-se lavagem em &gua
corrente, passagem em agua destilada e banho em PBS.

¢ Exposicdo do material ao anticorpo primdrio especifico com incubagio em
camara umida por 30 min a 37°C seguido de incubagdo "overnight" em
camara umida a 4°C. Retirada do excesso de anticorpo primério, seguindo-se
trés lavagens em PBS no agitador de cinco minutos cada, a temperatura
ambiente.

¢ Reag@o com o anticorpo secundério biotinilado dirigido contra o anticorpo
primario - IgA de suino anti-camundongo, coelho e cabra - (Multi Link -
Dakopatts, Dinamarca, cod E 0453, diluigdo 1:80 em PBS). Incubagio em
camara umida por 1 hora a 37°C. Lavagem, por trés vezes, 5 minutos cada,

no agitador em temperatura ambiente.
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¢ Reacdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC -
Dakopatts, Dinamarca, cod K 0377, diluigdo 1:100 em Tris-HCI 0,05M pH
7,6), diluido 30 minutos antes da reaco. Incuba¢do em cAmara imida por 40

minutos a 37°C.

¢ Coloraggo com DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina - Sigma
cod D5637), cromogénio de cor marrom, impregnado no local onde ocorre a
reagdo. Utilizagdo, para o preparo, de 60 mg de DAB, 100ml de PBS, 500ul
de per6xido de hidrogénio a 30% e 1 ml de DMSO (dimetilsulfoxido -
Merck 1.02952.1000). Imersdo, nessa solugdo, por 5 a 10 minutos em
temperatura ambiente até a visualizagdo de coloragio levemente acastanhada

dos cortes. Lavagem em 4gua corrente e passagem em agua destilada.

¢ Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer por um minuto em temperatura
ambiente. Passagem em dgua amoniacal para evidenciar a contracoloracio e

a seguir agua corrente e destilada.

¢ Desidratagdo em gradiente crescente de alcool (uma vez a 50%, uma vez a

80% e trés vezes em alcool absoluto). Passagem em xilol por trés vezes.
¢ Montagem das ldminas com resina sintética Entellan (Merck 1.07961.0100)

A observagdo dos resultados foi feita em microscépio 6ptico comum com
objetiva de 40x, sendo considerado positiva a marcacdo de membrana em
marrom.O controle negativo da rea¢io de imunohistoquimica foi obtido pela

omissdo do anticorpo primdrio. Foi utilizado controle interno.

ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada uma analise descritiva dos dados obtidos. Foram
utilizados os testes de Mann-Whitney e qui-quadrado (programas WinSTAT e SPSS) para o
estudo comparativo entre as caracteristicas dos pacientes originados das diferentes
instituicdes e para o estudo comparativo entre os dados de pacientes com e sem nédulos

linféides. Para avaliar as associagdes entre as varidveis estudadas considerou-se o nivel de
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significancia de 5% para definir associagdes significativas. O método de Kaplan-Meier foi
utilizado para a andlise da sobrevida. O efeito de variaveis multiplas e fatores que influiram
na sobrevida dos pacientes estudados foi analisado através do modelo de riscos

proporcionais de COX.
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No periodo analisado (1995 a 1999), foram detectados 206 pacientes portadores
de SMD. Cento e oito pacientes eram acompanhados na Universidade Federal do Ceara
(52,4%) e 98 na Universidade Estadual de Campinas (47,6%).

Um estudo comparativo entre as caracteristicas dos pacientes origindrios da
Universidade Estadual de Campinas (n=98) e Universidade Federal do Ceard (n=108) foi
realizado, para avaliar a presenca de possiveis variagdes regionais. Os pacientes foram
avaliados com relacdo a idade, dados do hemograma por ocasido do diagndstico e
classificacdo FAB, presenca de fibrose no tecido hematopoético e sobrevida. Foram
observadas diferencas significativas entre as duas populacdes quando se comparou
dosagem de hemoglobina (p=0,01) e niimero absoluto de neutréfilos (p=0,02). Pacientes
provenientes da UNICAMP tiveram, ao diagnostico, maior hemoglobina e menor ntimero
de neutréfilos, mas ndo diferiram de forma significativa com relagdo a idade (p=0,06),
contagem de plaquetas (p=0,99), subtipo FAB (p=0,60), presenca de fibrose (p=0,18) ou
sobrevida (p=0,24).

Foram estudados 93 pacientes do sexo masculino e 113 casos do sexo feminino

(relagdo M:F = 0.8). A idade mediana foi de 58,5 anos (variagdo 15 - 89).

De acordo com a classificacio FAB, 129 pacientes (62,6%) foram classificados
como AR, 29 pacientes (14,1%) como ARSA, 31 pacientes (15,1%) como AREB ou
AREB-t, 11 (5.3%) pacientes como LMMC, 5 pacientes (2,4%) como subtipo

hiperfibrotico. Em 1 paciente (0,5%) um subtipo FAB ndo foi definido (ndo classificavel).

Na avaliagio morfologica das biopsias Osseas realizadas por ocasido do
diagnostico, a preseng¢a de pelo menos um nddulo linféide (NL) foi detectada em 51

pacientes (24,8%). (Figura 3).

Dentre os pacientes com NL 18 (35,3%) eram do sexo masculino e 33 (64,7%)
do sexo feminino (relacio M:F = 0,54). Quando avaliada a presenga de NL em fun¢io do

sexo, ndo foi observada uma associagdo significativa (p=0,14). (Tabela 6).
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AUSENCIA

75,2%

Figura 3 - Percentagem de pacientes com SMD segundo a presenca de nodulos linfoides

medulares.

Tabela 6 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo o sexo em funcio da

presenca de nddulos linféides medulares.

NODULOS LINFOIDES
SEXQ PRESENTES AUSENTES TOTAL
MASCULINO 18 75 93
FEMININO 33 80 113
TOTAL 51 155 206

Teste qui-quadrado (x*): p=0, 14

A faixa etdria variou entre 25 e 88 anos, com mediana de 56 anos, enquanto no
grupo sem NL a faixa etédria variou entre 15 e 89 anos, com mediana de 60 anos. Nio foi

observada diferenca significativa quando se comparou a faixa etaria dos dois grupos
(p=0,31). (Tabela 7).
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No hemograma realizado por ocasido do diagnéstico a anemia foi o achado
mais comum (84,0%) nos pacientes com NL. Foram observadas uma citopenia isolada em
16 pacientes (31.4%), bicitopenia em 24 pacientes (47,1%) e pancitopenia em 11 pacientes
(21,5%). (Figura 4). Quando comparados os dados do hemograma do grupo com e sem
NL, observou-se uma diferenga estatisticamente significativa apenas para o parametro
hemoglobina (p=0,03). Pacientes com NL tém, por ocasido do diagnostico, dosagem de
hemoglobina inferior aqueles sem NL (Tabela 7).

PANCITOPENIA

21,5%

BICITOPENIA

47,1%

CITOPENIA
ISOLADA

31,4%

Figura 4 - Percentagem de pacientes com SMD e nédulos linfdides medulares segundo os

achados do hemograma
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Tabela 7 - Idade e dados de hemograma em pacientes portadores de SMD em funcéo da

presenga ou auséncia de nédulos linféides medulares

NODULOS LINFOIDES
PRESENTES AUSENTES 5
mediana (min-max) mediana (min-max)
HEMOGLOBINA 7.35(3.5-14,1) 8.80 (2,2 - 15,9) 0,03
(g/dl)

LEUCOCITOS 3,10 (1,2 - 10,6) 3,60 (1,2 - 23,6) 0,46
(x107/L)

NEUTROFILOS 1,98 (0,5 - 12,6) 1,55 (0,16 —22.1) 0,06
(X10°/L)

PLAQUETAS 107 (4 - 677) 94 (2 - 760) 0,53
(x10°/L)

IDADE (anos) 56 (25 - 88) 60 (15 - 89) 031

Classificando-se os 51 pacientes com NL de acordo com o sistema FAB.
observou-se que 30 pacientes pertenciam ao subtipo AR, 5 ao subtipo ARSA, 11 ao subtipo
AREB/AREB-t, 1 ao subtipo LMMC, 3 & variante hiperfibrética e 1 ao subtipo nio
classificdvel. Quando analisada a distribuicio dos pacientes segundo a classificacio FAB
em funcdo da presenca de NL ndo foi observada diferenca significativa (p=0,09)
(Tabela 8).

Tabela 8 - Distribui¢do dos 206 pacientes portadores de SMD segundo a classificacio FAB

em fun¢do da presenca de nédulos linfoides

PRESENCA DE NODULOS LINFOIDES

CLASSIFICACAO FAB N° DE PACIENTES %
AR (n=129) 30 23,3
ARSA (n=29) 5 17,2
AREB/AREB-t (n=31) 1 35,5
LMMC (n=11) I 9,1
HIPERFIBROTICA (n=5) 3 60,0
INCLASSIFICAVEL (n=1) 1 100,0
TOTAL (n=206) 51 24,8

Teste qui-quadrado (x7): p=0,09
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Em 180 casos foi realizada a avalia¢do do padrdo da rede de reticulina. A
presenca de espessamento no tecido hematopoético foi observada em 63 pacientes (35,0%).
Quando avaliada a idade em fungdio da presenga de fibrose, observou-se que os pacientes
com idade mais avancada apresentam mais espessamento da rede de reticulina (p=0,03). A
andlise dos achados do hemograma, dosagem de hemoglobina, contagem absoluta de
neutréfilos e plaquetas, em fungdo da presen¢a de fibrose ndo mostrou resultados
significativos (p=0,44. p=0,77 e p=0,43 respectivamente). A presenca de

espessamento da rede de reticulina no tecido hematopoético foi observada em 23 dos 45

pacientes com NL avaliados (51,1%) (Figura 3).

Figura 5 - Corte histologico de medula 6ssea exibindo nédulo linféide e espessamento da

rede de reticulina. Prata reticulina (x 100)
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Uma associagdo estatisticamente significativa entre a presenca de espessamento
da rede de reticulina no tecido hematopoético e nédulos linfoides medulares foi observada
nos casos avaliados (p=0,01). Dos pacientes com nédulos linfoides 23 (51,1%) também
apresentavam fibrose, enquanto dentre aqueles sem nddulos a fibrose foi detectada em 40
casos (29,6%). (Tabela 9 e Figura 6).

Tabela 9 - Distribui¢do dos 180 pacientes com SMD segundo a presen¢a de noddulos

linfoides medulares em fungéo da presenca de fibrose.

FIBROSE NODULOS LINFOIDES TOTAL
PRESENTE AUSENTE
SIM 23 (51,1%) 40 (29,6%) 63
NAO 22 (48,9%) 95 (70,4%) 117
TOTAL 45 (100%) 135 (100%) 180

Teste qui-quadrado (x°): p=0,01
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Figura 6 - Percentagem de pacientes portadores de SMD segundo a presenca de fibrose no

tecido hematopoético em fun¢do da presenca de nédulos linfoides medulares.

A presenga de fibrose medular em pacientes com SMD e nodulos linféides esta

representada na Tabela 10.

Tabela 10 - Distribuicdo dos pacientes com SMD e nodulos linfoides medulares segundo a
classificagdo FAB em funcdo da presenca de fibrose

SUBTIPO PRESENCA DE FIBROSE
AR (n=28) 14
ARSA (n=3) 1
AREB/AREB-t (n=9) 4
HIPERFIBROTICA (n=3) 3

—

NAO CLASSIFICAVEL (n=1)
TOTAL* (n=45) 23

*Nio esta representado na tabela um caso de LMMC porque nele ndo foi observada fibrose

Resultados
77



Nos casos em que mais de uma biopsia Ossea foi realizada, os exames
subsequentes foram analisados para avaliagio da presenca e possivel evolu¢do no padrio
morfolégico dos nodulos linféides. Como ndo foram evidenciadas diferencas relevantes, os

resultados consideram apenas a primeira biépsia realizada.

A analise morfolégica dos agregados mostrou nédulos isolados em 22 casos
(43,1%) e multiplos em 29 (56,9%). Com relacdo a histotopografia no espaco medular, um
maior percentual de casos apresentou nodulos em posi¢cdo central (88,3%), enquanto em

7.8% dos pacientes foi evidenciada uma localizacio intertrabecular e em 3.9%
paratrabecular. (Tabela 11 e Figuras 7, 8 e 9).

Os nédulos linfoides observados tinham, em sua maioria, limites precisos
(86.3%). Em apenas 7 casos (13,7%) foram observados agregados de bordas mal
delimitadas, estando todos eles localizados na regido central medular (Tabela 11 e Figuras
10 e 11).

Figura 7 - Corte histologico de medula 6ssea de paciente portador de SMD exibindo
nodulo linféide de localizagdo central (x100).
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Figura 8 - Corte histologico de medula 6ssea de paciente portador de SMD exibindo

nodulo linféide de localizagio intertrabecular. Hematoxilina e eosina (x 100).
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Figura 9 - Corte histolégico de medula éssea de paciente portador de SMD exibindo

nodulo linféide de localizagdo paratrabecular. Hematoxilina e eosina (x 100).
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Figura 10 - Corte histologico de medula 6ssea de paciente portador de SMD exibindo
nodulo linfoide de limites precisos. Hematoxilina e eosina (x 100)
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Figura 11 - Corte histolégico de medula ssea de paciente portador de SMD exibindo

nodulo linféide de bordas mal delimitadas. Hematoxilina e eosina (x 100).

A caracterizagdo citolégica mostrou nddulos de composi¢io celular polimérfica
em 48 pacientes (94,1%), formada predominantemente por pequenos linfocitos maduros, ao
lado de plasmdcitos, células reticulares, eosinéfilos e, ocasionalmente, grandes células
linféides. Em apenas 3 casos uma popula¢do monomorfica, composta exclusivamente de

pequenas c€lulas linfocitarias, foi observada (5,9%) (Tabela 11)

Resultados
82



Tabela 11 - Caracterizacdo histologica dos nodulos linfoides medulares em pacientes

portadores de SMD.
NUMERO [SOLADOS 22 (43,1%)
MULTIPLOS 29 (56,9%)
LOCALIZACAO CENTRAL 45 (88.3%)
INTERTRABECULAR 4 (7,8%)
PARATRABECULAR 2 (3.9%)
LIMITES PRECISOS 44 (86,3%)
IMPRECISOS 7 (13,7%)
COMPOSICAO CELULAR POLIMORFICOS 48 (94,1%)
MONOMORFICOS 3 (5,9%)
FIBROSE MEDULAR (tecido PRESENTE 23 (51,1%)
hematopoético) AUSENTE 22 (48,9%)

*Avaliagdo em 45 casos

Em nenhum caso foi evidenciado centro germinativo. Em alguns casos foram

evidenciados nédulos linfoides associados a vasos (Figura 12).

A caracterizacdo imunohistoquimica foi realizada em 25 pacientes. Nos 26
restantes a imunomarcacio ndo foi avaliada por falta de condi¢cdes adequadas do material
incluido em parafina, pela auséncia de nodulos linfoides nos cortes subsequentes ou, ainda,

por perda de material durante o processo de recuperacao antigénica (Figura 13).
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Figura 12 - Cortes histologicos de medula 6ssea de pacientes portadores de SMD exibindo

nodulos linféides associados a vasos sanguineos. Hematoxilina e eosina (x
100).
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Figura 13 - Desenho do estudo: total de pacientes portadores de SMD avaliados, casos com

nédulos linfoides e amostras submetidas a analise imunohistoquimica
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206 pacientes portadores de SMD
108 + 98

UFC
UNICAMP

com nodulos linfoides  sem nédulos linfoides

51 (24,8%) 155 (75,2%)

27 + 24

analise

imunohistoquimica

N

incluidos excluidos
25 (49,0%) 26 (51,0%)

12+ 13

Dentre os 25 pacientes analisiveis uma positividade para o anticorpo

monoclonal CD20 foi observada em 23 casos (92,0%) exibindo trés padrdes distintos de

marcagdo: central (9 casos), perinodular (3 casos) e difuso (11 casos). Figuras 14, 15, 16,
17, 18 e Tabela 12.
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Figuras 14 - Imunohistoquimica da medula ¢ssea de paciente portador de SMD exibindo

nédulo linféide com positividade para o marcador CD20, padrio central

Técnica ABC (x 100).
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Figura 15 - Imunohistoquimica da medula éssea de paciente portador de SMD exibindo

nédulo linféide com positividade para o marcador CD20, padrdo central.
Técnica ABC (x 400).
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Figura 16 - Imunohistoquimica da medula 6ssea de paciente portador de SMD exibindo
nédulo linfoide com positividade para o marcador CD20, padrao perinodular.

Técnica ABC (x 100).
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Figura 17 - Imunohistoquimica da medula Ossea de paciente portador de SMD exibindo

nodulo linféide com positividade para o marcador CD20, padrio perinodular.
Técnica ABC (x 400).
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Figura 18 - Imunohistoquimica da medula ¢ssea de paciente portador de SMD exibindo
nodulo linféide com positividade para o marcador CD20, padrdo difuso.
Técnica ABC (x 100).

Positividade para um dos marcadores T, CD3 e/ou CD45RO foi observada em
12 casos (48,0%) (Tabela 12). Dentre eles, 10 exibiram também células CD20 positivas.
Coloragdo inespecifica de fundo ndo constituiu dificuldade na interpretagdo dos cortes

imunomarcados com CD45RO. Assim, em 15 casos uma marcagdo para células B (13

casos) ou células T (2 casos) foi evidenciada.

A expressdo da proteina bcl-2 foi detectada em apenas 2 pacientes, ambos com

nodulos compostos por células B e T (Tabela 12).
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Tabela 12 - Classificacdo FAB e caracterizacdo imunohistoquimica dos nédulos linfoides

medulares em 25 pacientes portadores de SMD

CARACTERIZACAO IMUNOHISTOQUIMICA

CASOS FAB CD20
CD3 CD45RO CENTRAL PERINODULAR DIFUSO BCL-2
] AR + i iF -
2 AREB-t - - - "
3 AREB - - & e
4 AREB-t . - + =
5 AR - + + -
6 AR - - + -
7 LMMC + - - -
8 AR + - + -
9 AR - - + -
10 HIPER* 5 £ + -
11 AREB-t - + + +
12 AR - + + -
13 NC** - - + =
14 HIPER* - - - =
15 AR 2 - -
16 AR - - 4 =
17 HIPER* - - + =
18 AR - = + )
19 AR - = + )
20 AR - % + -
21 AR - - + <
22 AR - + + -
23 AR - + + =
24 AR - + -
235 ARSA - - + -
* Hiper: variante hiperfibrotica **NC: ndo classificavel
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O periodo de acompanhamento dos pacientes com NL variou de 1 a 60 meses
com uma meédia de 21,5 meses (Tabela 13). Trés pacientes foram acompanhados por
apenas um mes. Um deles morreu em decorréncia da doenca e os dois outros foram
perdidos de vista. Em nenhum paciente foi observada qualquer evidéncia clinica,
laboratorial ou radiolégica de doenca linfoproliferativa durante o periodo de
acompanhamento. Um paciente (caso n° 67), portador de ARSA, com nédulo linfoide de

localizacdo paratrabecular foi avaliado por 37 meses sem evidéncias de linfoma associado.

Tabela 13 - Distribuicdo dos pacientes com SMD e nédulos linfoides medulares segundo o

periodo de acompanhamento (meses).

PERIODO DE ACOMPANHAMENTO NUMERO DE PACIENTES
lal2 18 (35,3%)
13224 14(27,5%)
25236 8 (15,7%)
37248 7 (13,7%)
49 2 60 4 (7,8%)
TOTAL 51 (100%)

Dos 51 pacientes com NL, 10 (19,6%) comprovadamente evoluiram para um
subtipo mais agressivo da doenga e/ou leucemia aguda, enquanto dos 155 pacientes sem NL
29 casos (18,7%) apresentaram essa evolu¢do. Quando comparados, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os dois grupos (p = 0,95) (Figura 19 e Tabela 14).
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Figura 19 - Percentagem dos pacientes portadores de SMD segundo a evolucdo da doenca

em funcdo da presenca de nddulos linféides medulares

Tabela 14 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo a evolugdo da doenga
em funcdo da presenca de nodulos linfoides medulares

EVOLUCAO NODULOS LINFOIDES TOTAL
PRESENTES AUSENTES
SIM 10 (19,6%) 29 (18,7%) 39
NAO 41 (80,4%) 126 (81,3%) 167
TOTAL 51 (100%) 155 (100%) 206

Teste qui-quadrado (x°): p=0,95
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Considerando que os subtipos hiperfibrético e ndo classificavel tém um numero
muito pequeno de casos para permitir uma avaliacdo, foi analisado isoladamente o subtipo
FAB AREB/AREB-t, onde os nddulos linfoides foram mais frequentes (35,5%). Nio se
observou diferenca significativa com relacdo a evolugdo da doenga em fun¢do da presen¢a

ou auséncia de NL nesse grupo (p=0,15) (Tabela 15).

Tabela 15 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD subtipo AREB/AREB-t

segundo a evolugdo da doenca em fungdo da presenca de nddulos linfoides

medulares
EVOLUCAO NODULOS LINFOIDES TOTAL
PRESENCA AUSENCIA
SIM 4 (36,4%) 13 (65,0%) 17
NAO 7 (63.6%) 7 (35,0%) 14
TOTAL 11 (100%) 20 (100%) 31 (100%)

Teste exato de Fisher: p=0,15

A analise da sobrevida global dos 206 pacientes de acordo com o subtipo FAB,
utilizando o método de Kaplan-Meier, mostrou diferen¢a significativa (p<0,01). Tiveram
maior sobrevida os pacientes pertencentes aos subtipos ARSA e AR, quando comparados
com os subtipos AREB/AREB-t e LMMC (Figura 20). Contrariamente, a presenga ou
auséncia de fibrose no tecido hematopoético nio se mostrou um fator importante na
sobrevida global (p=0,07), embora haja uma tendéncia para melhor no grupo sem fibrose
(Figura 21). Quando se comparou os grupos com ¢ sem NL evidenciou-se que a presenca
de NL ndo interfere na sobrevida global dos pacientes (p=0,79) (Figura 22). A avaliac¢io
isolada do subgrupo AREB/AREB-t com relagdo a presenca ou auséncia de NL também
ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa com relagdo a sobrevida global

(p=0,10) (Figura 23).

Na avaliagdo dos fatores que influiram na sobrevida, utilizando-se a analise de
riscos proporcionais de Cox e considerando instituigdo de origem, idade, dados de

hemograma, subtipo FAB, presenca de fibrose e NL, a andlise univariada revelou
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resultados significativos para fibrose no tecido hematopoético (p=0,10), dosagem de
hemoglobina (p<0,01), contagem de plaquetas (p=0,02) e subtipo FAB (p<0,01). A
analise multivariada mostrou que apenas o subtipo FAB e a dosagem de hemoglobina

foram fatores independentes para a sobrevida global.
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Figura 20 - Curva de sobrevida de 206 pacientes portadores de SMD, segundo o método de

Kaplan-Meier, de acordo com os subtipos FAB.
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Figura 21 - Curva de sobrevida de 180 pacientes portadores de SMD, segundo o método de
Kaplan-Meier, de acordo com a presen¢a (1) ou auséncia (0) de fibrose no

tecido hematopoético.
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Figura 22 - Curva de sobrevida de 206 pacientes portadores de SMD, segundo o método de

Kaplan-Meier, de acordo com a presen¢a (1) ou auséncia (0) de nodulos

linfoides medulares.
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Figura 23 - Curva de sobrevida de 31 pacientes portadores de SMD subtipo AREB/AREB-

t, segundo o método de Kaplan-Meier, de acordo com a presenca (1) ou

auséncia (0) de nédulos linféide medulares.
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Sindromes mielodisplasticas sdo desordens de natureza clonal, adquiridas,
originadas na célula progenitora hematopoética, caracterizadas por alteracdes morfologicas
¢ funcionais em uma ou mais linhagens celulares da hematopoese, além de graus e
combinagbes varidveis de citopenias periféricas, e risco aumentado de transformagio para
leucemia aguda. O diagndstico permanece baseado sobretudo no estudo citomorfologico do
aspirado medular (BENNETT, 1982; HARRIS, 2000; BENNETT 2000). O estudo
histolégico da medula 6ssea, no entanto, é parte indispensavel do processo inicial de
investigagdo e tem sido sistematicamente utilizado, por fornecer dados adicionais de
importéncia no diagnostico e prognostico: avaliagdo da celularidade global, observacdo da
arquitetura medular e suas alteragoes, como o deslocamento do sitio da granulopoese de sua
localizagdo habitual paratrabecular para a regido central intertrabecular da medula, detecgdo
do aumento das fibras de reticulina e maior sensibilidade na detecgfio da displasia
megacariocitica (TRICOT, 1984a; TRICOT 1984b; RIOS, 1990; DE WOLF-PEETERS,
1991; BARTL, 1992; KAMPMEIER, 1992; LAMBERTENGHI, 1993; SAAD, 1994;
REDDY, 2001).

Foram analisados, nesse grupo, pacientes diagnosticados e acompanhados em
institui¢des tercidrias, para onde sdo encaminhados também pacientes de cidades vizinhas e
de outros estados. As diferencas geogréficas entre as duas institui¢des sfo, potencialmente,
um fator de heterogeneidade, uma vez que pressupde variagdes na composi¢do étnica e,
sobretudo, no risco de exposi¢do a agentes reconhecidos ou potencialmente genotéxicos.
Campinas, Sdo Paulo, esté localizada numa regido intensamente industrializada e, como tal,
mais exposta a agentes t6xicos ocupacionais e poluentes ambientais. A andlise comparativa
dessas duas populagdes, no entanto, nio evidenciou diferencas significativas com relagdo a
distribui¢do de sexo, idade, grau de insuficiéncia medular, classificagdo FAB, presenca de

fibrose ou sobrevida, o que possibilitou a andlise conjunta de dados do grupo.

Uma frequéncia elevada do subtipo AR foi observada nessa populagio quando
comparada aquela relatada por outros autores (HOAGLAND, 1995; KOUIDES, 1996:
AUL, 1998; GERMING, 2000). A inclusio de desordens ndo clonais, porém, foi
minimizada pela adogdo de critérios minimos de diagnéstico (GREENBERG, 1997) e da
realizagdo sistematica e padronizada de um protocolo de exclusio para as causas reversiveis

reacionais ou ndo clonais de displasia.
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Fragmentos de bidpsia éssea obtidos como parte da avaliag@o inicial de 206
pacientes portadores de SMD foram revisados para a detecgdo da presenca de NL e suas
caracteristicas morfologicas, tais como numero, localizacdo no espago medular,
delimitagdo, composicio celular e presenga de associagdo com espessamento da rede de
reticulina no tecido hematopoético.

Noédulos linféides medulares tém sido relatados numa variedade de condicdes
benignas que incluem doengas infecciosas (BAIN, 1998) e sistémicas (DIEBOLD, 2000),
mas também doengas clonais do tecido hematopoético tais como SMD e sindromes
mieloproliferativas (CERVANTES, 1988; FRANCO, 1991). As frequéncias observadas
variam entre as diferentes séries estudadas. Brunning e McKenna, num levantamento
bibliografico, relataram uma frequéncia de NL de 18 a 47% nas biopsias de medula 6ssea
(BRUNNING, 1994).

A frequéncia de NL aumenta com a idade (NAVONE, 1985). Na
mielodisplasia, condigdo mais frequente em pacientes com idade superior a 50 anos e com
frequéncia crescente com a idade, a incidéncia relatada de NL varia entre 2,5% a 27.3%
(TRICOT, 1984a; NAVONE, 1985; RIOS, 1990; MANGI, 1992; MASCHEK, 1992;
FLORENSA, 1996; RAMOS, 1999). A presenca de NL foi observada em 24,8% dos casos
aqui avaliados, uma frequéncia elevada considerando a idade média dos pacientes
estudados.

Agregados linfoides reacionais podem ainda ser observados, na auséncia de
mnfiltracdo medular, em pacientes portadores de linfoma de células B, T ou doenca de
Hodgkin. O diagnéstico diferencial mais importante dessas lesdes reacionais € o
envolvimento medular por doenga linfoproliferativa, em especial os linfomas indolentes.
Alguns critérios morfologicos tém sido utilizados para distinguir NL benignos e malignos
na medula 6ssea. Nenhum aspecto isolado tem se mostrado eficaz no diagnostico
diferencial e os principios gerais propostos por Thiele e colaboradores cinco anos depois
(THIELE, 1999) ndo diferem significativamente daqueles propostos por Brunning e
colaboradores (BRUNNING, 1994). Agregados reacionais sdo, em geral, bem delimitados,
localizados  preferencialmente na regido intertrabecular da medula, podendo,
eventualmente, tocar a trabécula dssea e, ainda, exibir centro germinativo (BRUNNING,

1994; SALISBURY, 1996; THIELE, 1999; DIEBOLD, 2000).
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A infiltragdo medular por doenga linfoproliferativa, notadamente as de curso
indolente, assume uma localizagdo preferencial paratrabecular, tem limites imprecisos,
composi¢do celular monomérfica e presenca de fibrose nas 4reas de infiltracdo pelas células
tumorais (BRUNNING, 1994; SALISBURY, 1996; THIELE, 1999; DIEBOLD, 2000).

No presente estudo, a maioria dos nédulos linfoides observados eram multiplos
(56.9%). de composigdo celular polimérfica (94,1%), localizacdo central (88,3%) e bordas
bem definidas (86.3%), o que corresponde as caracteristicas morfologicas descritas em
agregados reacionais (BRUNNING, 1994; THIELE, 1999). Uma distribuicio
paratrabecular foi evidenciada em 2 casos e em 7 pacientes os agregados exibiam limites
imprecisos. Além disso, em alguns casos, nodulos de localizacdo central ocasionalmente
tocavam a trabécula. Esse padrdo de envolvimento pode representar um estigio inicial de
infiltragdo medular por processo linfoproliferativo, ou ainda, reagdo ao desarranjo da
arquitetura medular por processo inflamatorio.

O centro germinativo é um achado morfolégico detectado esporadicamente em
cortes histolégicos de medula dssea, num percentual que se aproxima de 5% de todos os
nédulos benignos. Esses casos estdo preferencialmente associados a doencas de carater
inflamatério ou desordens auto-imunes (FARHI, 1989). Nos casos aqui analisados, apesar
das caracteristicas morfolégicas benignas observadas na maioria dos agregados linféides,
nenhum centro germinativo foi detectado, assumindo os NL, em analogia ao linfonodo, o
aspecto morfolégico de foliculos primarios.

A diversidade de técnicas utilizadas e a falta de critérios uniformes para a
definicdo da presenga de fibrose medular na SMD dificultam estudos comparativos. O
percentual de casos com qualquer grau de fibrose pode alcancar 70%, enquanto é de apenas
1% se apenas a fibrose colagénica é considerada (STEENSMA, 2001). Maschek e
colaboradores (MASCHEK, 1992), num estudo de 352 casos de SMD primaria,
observaram NL em 24% dos pacientes sem fibrose medular associada e em 40% dos
pacientes com fibrose. Na série aqui apresentada o espessamento da rede de reticulina no
tecido hematopoético foi notado em 51% dos casos com NL, com presenca de fibras
espessas anastomosantes nos 3 pacientes com o subtipo hiperfibrotico. Essa associagdo foi
significativa e, portanto, a presenca de NL na medula 6ssea desses pacientes pode

representar uma rea¢do imunologica em resposta ao desarranjo da arquitetura medular.
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O estudo imunofenotipico, seja por imunohistoquimica ou citometria de fluxo,
tornou-se parte integrante da rotina de investigagdo anatomo-patologica da medula Ossea
(PILERI, 1997). Numerosos estudos tém sido publicados sobre as caracteristicas
imunofenotipicas de populacdes linféides normais e reacionais (CLARK, 1986; LOKEN,
1987; THALER, 1989; HORNY, 1989; SHIN, 1992; HORNY, 1993; BLUTH, 1993;
ODONNELL, 1995). Estudos anteriores evidenciaram que as células T sdo mais
numerosas que as c€lulas B na medula 6ssea (CLARK, 1986). Em geral. os agregados
linféides reacionais sdo compostos por um misto de células B e T. Portanto, um aumento
uniforme e significativo de células B no espa¢o medular sugere infiltracdo por linfoma de
c€lulas B, muito embora uma populagdo de células T reacionais possa ser observada de
permeio as células linfomatosas (HORNY, 1993; BLUTH, 1993). Por outro lado, um
aumento de células T dispersas no espago medular sugere um estado reacional (HORNY,
1989).

Sendo a disting@o entre NL reacionais e neopldsicos, com base unicamente em
achados morfologicos, por vezes duvidosa ou inconclusiva, o estudo imunohistoquimico
tornou-se complemento indispensavel no diagnostico diferencial, em associagdo com os
critérios morfolégicos e o padrdo reticular (DOUGLAS, 1999; THIELE, 1999). Apesar da
inexisténcia de um marcador imunolégico isolado com valor preditivo para o diagndstico
diferencial, essa analise contribui na definicdo da composi¢do celular desses agregados e
pode tornar evidente o envolvimento medular precoce ou minimo por doenca
linfoproliferativa. Além do que, é um recurso de baixo custo, frequentemente disponivel e
de facil execucdo. Sdo fatores limitantes nessa analise, a ndo detec¢do dos agregados em
novos cortes histoloégicos seriados ou, ainda, o descolamento dos nddulos, por vezes
pequenos e unicos, durante o processo de recuperagdo antigénica. Nos casos aqui
analisados, tais fatores limitantes reduziram o nimero de casos avalidveis para 25/51
(49,0%).

Poucos estudos tém objetivado a frequéncia, a caracterizagdo morfolégica ou
imunohistoquimica dos NL em pacientes com SMD (NAVONE, 1991; HORNY, 1993;
MAGALHAES, 1997; MONGKONSRITRAGOON, 1998). Horny e colaboradores, num

estudo sobre subpopula¢des linfocitirias na medula Ossea normal, estados reacionais e
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neoplasias, evidenciaram um aumento de células T em dois casos de SMD e nos estados
reacionais quando comparados com controles normais (HORNY, 1993). No presente
estudo, nodulos compostos por uma populagdo celular mista de células B e T, ou ainda,
compostos por células com marcagdo T exclusiva totalizaram 48%. Assim como Bluth e
colaboradores (BLUTH, 1993), encontramos, em nossa série, composi¢do celular B
exclusiva em nédulos com caracteristicas morfologicas benignas que nio apresentaram,
ap0s seguimento, qualquer evidéncia de doenga linfoproliferativa. O percentual de
positividade para células T, no entanto, foi menor que o esperado, considerando as
caracteristicas morfologicas benignas e a evolugdo dos casos. E provavel que a
heterogeneidade no processamento das amostras, com diferentes técnicas de descalcificagio
e fixacdo, fatores inerentes de um estudo retrospectivo, sejam responsaveis por um nimero

elevado de resultados falso-negativos nessa amostra.

A positividade para o anticorpo monoclonal CD20, especifico para células B e
com capacidade de reconhecer células linféides reacionais ou neoplasicas, exibiu trés
padroes de marcagdo: central, perinodular e difuso. E possivel, embora ainda ndo
comprovado, que esses diversos padrdes representem diferentes estagios intermedidrios de

estimulagdo e resposta imune.

A expressdo de bcl-2 tem sido considerada por alguns autores um achado
consistente nos infiltrados por linfomas ndo-Hodgkin, embora tenha sido também descrita
em agregados de natureza benigna. Contrariamente a demonstragdo da restricio de cadeia
leve, a expressdo de bcl-2 € facilmente evidenciada em material fixado em formaldeido e
incluido em parafina. Sua aplicacdo no diagnéstico diferencial entre hiperplasia linfoide
reacional e linfoma folicular, no entanto, € atualmente questionada (PEZZELLA, 1990;
ZUTTER, 1991; BEN-EZRA, 1994; PEZZELLA, 1995; WANG, 1995; VELOSO, 1995;
SKALOVA, 1997; FAKAN, 1996). No linfonodo, uma correlacdo significativa entre o
diagnostico histologico, imunomarcagdo para bcl-2 e clonalidade demonstrada pelo
rearranjo de cadeias pesadas por PCR foi evidenciada (WANG, 1995). A marcacio forte e
uniforme nos linfomas foliculares contrasta com a negatividade observada nos centros
germinativos reacionais. Na medula 6ssea, no entanto, a auséncia de centro germinativo em

95% dos NL (FARHI, 1989) torna dificil um paralelo com o tecido nodal, em especial nos
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casos reacionais. Contrariamente, nos nodulos neoplasicos, resultados similares quanto a
positividade para bcl-2 e intensidade de marcagdio sdo observados quando se compara o
tecido medular com o ganglio. Em 5 dos nossos casos, em que uma marcacgio forte e
isolada de CD20 foi detectada, néio se observou expressio aumentada de bel-2 ou qualquer
evidéncia clinica de doenga linfoproliferativa associada. Na verdade, nos 2 pacientes em
que a expressdo de bel-2 foi evidenciada, os nédulos apresentavam uma composicao celular
heterogénea de células B e T. Limita¢des técnicas, em especial relacionadas a fixagdo,
podem, eventualmente, prejudicar uma marcagio adequada. apesar do processo de
recuperacdo antigénica. Uma desnaturacio antigénica parcial pode reduzir o nivel da
proteina em células normais, sabidamente menor que aquele observado nas células
neoplésicas com translocagdo t(14;18). A ampla expressdo de bcl-2 em muitas populagdes
benignas de células B e T, no entanto, constitui um bom controle interno para monitorar a
qualidade da reagdo. E importante ainda considerar que, assim como demonstrado em
células plasmaticas, a expressio de bcl-2 é inversamente proporcional a atividade
proliferativa, estando elevada nas condigdes de cariter indolente e diminuida ou ausente
nas situagdes reacionais ou de elevado "turnover" celular (PUTHIER, 1999). Portanto,
assim como demonstrado em relatos mais recentes, a expressdo de bcl-2 na nossa série ndo
constituiu um critério discriminatério para a definicio do caréter benigno ou maligno do
agregado linféide medular (FAKAN, 1996; SKALOVA, 1997).

Técnicas de biologia molecular sio uma abordagem complementar utilizada
para o diagndstico diferencial e baseiam-se na demonstracdo da restricdo clonal da
populagdo envolvida, considerando que proliferacoes neoplasicas sdo clonais. Métodos
utilizados para demonstragio da monoclonalidade através da expressdo monotipica de
imunoglobulinas requerem, em geral, tecido a fresco ou congelado. A evidéncia do
rearranjo de cadeias pesadas de imunoglobulinas ou receptor de células T podem,
eventualmente, induzir resultados equivocos (ROCKMAN, 1997). Apesar da alta
especificidade. tém limitagdes de disponibilidade, maior custo e, ainda, um elevado indice
de resultados falso-negativos, com sensibilidade em torno de 60% (MAES, 2000;
BRINCKMANN, 2000; BEN-EZRA, 2000). A nio deteccdio do caréter clonal nio exclui
necessariamente o diagnostico de linfoma. O clone maligno pode representar uma minoria

da populagdo celular analisada, abaixo do limiar de detecgdo de técnicas tais como
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Southern Blotting (1 a 3% das células examinadas) (TOREN, 1996; ROCKMAN, 1997).
Da mesma maneira, sua presenga ndo constitui evidéncia inequivoca de malignidade.
Algumas condigdes clonais de carater benigno ou indolente podem, eventualmente, nunca
adquirir o insulto genético-molecular adicional necessario para a transformagdo maligna
(TOREN, 1996). Outras técnicas, menos difundidas e de menor disponibilidade tém sido
utilizadas com sucesso para o diagnostico diferencial (SANGSTER, 1986; SALISBURY,
1996). Em resumo, infiltrados linfoides de natureza incerta devem ser investigados e
interpretados com cautela, assumindo a andlise morfolégica como padrdo-ouro mas
considerando-se, para garantir uma maior acuracidade diagndstica, o conjunto de dados
clinicos, morfolégicos, imunolégicos e, sempre que disponivel, a andlise molecular
(CROCKER, 1996). Essa tltima, pela baixa sensibilidade relatada, tem sido, até entio,
reservada para casos de dificil avaliagdo (BEN-EZRA, 2000; BRINCKMANN, 2000;
MAES, 2000). E importante ainda, acompanhar a evolugio para detectar precocemente um
eventual desenvolvimento de processo linfoproliferativo. Nos nossos pacientes, apds um
seguimento mediano de 21,5 meses, nenhuma evolu¢io para linfoma foi constatada, nem
mesmo nos casos onde uma localizagdo paratrabecular sugeria essa evolucdo. Faulkner e
colaboradores relataram que em pacientes submetidos a uma bidpsia de medula, o encontro
de nodulos linfoides de aspecto benigno precedeu o diagndstico de linfoma em 22% dos
casos, num follow-up de 22 meses (FAULKNER, 1988).

A associacdo entre doenga linfoproliferativa e SMD tem sido considerada por
alguns como coincidente. Florensa e colaboradores, num estudo multicéntrico de 1198
pacientes portadores de SMD ndo tratada observaram a presenca de malignidade linféide
associada em 14 casos, ou seja, em aproximadamente 1% (FLORENSA, 1996). Além do
que, a transformagdo de SMD para leucemia linfoide aguda (LLA) é rara (KOUIDES,
1995; ESCUDIER, 1996), um nuamero surpreendentemente baixo, se comparado ao
percentual de pacientes portadores de leucemia mieléide cronica (LMC) que sofrem essa

transformacdo (HERNANDEZ, 1993; FADERL, 1999).

Algumas caracteristicas e peculiaridades sugerem um mecanismo imune
envolvido na formagdo de NL na medula dssea de pacientes com SMD. Nestas sindromes,

encontramos um amplo espectro de anormalidades imunolégicas (MUFTI, 1986;
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FELZMANN, 1994; ENRIGHT, 1995; HAMBLIN, 1996: OKAMOTO, 1997;
NOVARETTI, 2001; STAHL, 2001). Uma resposta imune alterada ¢, provavelmente,
responsavel pela suscetibilidade aumentada as infecges e auto-imunidade. Poucos estudos
objetivaram o estudo quantitativo das subpopulagées linfocitarias no sangue periférico ou
medula 6ssea em pacientes portadores de SMD. E sabido que os linfécitos B circulantes
encontram-se em nimero absoluto normal mas sio funcionalmente imaturos, enquanto a
populagdo de células T estd, em geral, reduzida, notadamente as custas da subpopula¢do
CD4+ e também funcionalmente deficiente (COLOMBAT, 1988; HAMBLIN, 1996)
Recentemente Barrett e colaboradores postularam que um mecanismo auto-imune estaria
em parte envolvido, via supressdo imune mediada por células T, em alguns pacientes com
SMD (BARRETT, 2000). O comprometimento, em especial funcional, da linhagem
linféide foi por muitos atribuido ao envolvimento clonal da linhagem linféide. Entretanto,
embora as linhagens granulocitica, eritréide e megacariocitica estejam bem estabelecidas
como parte do clone displastico, o envolvimento clonal da linhagem linféide € ainda
controverso. Possivelmente ele ocorre, mas ¢ incomum (CULLIGAN, 1992). Alguns
estudos tém implicado o sistema fagocitico mononuclear que, agindo na apresentagdo do
antigeno e secre¢do de citocinas, tém consequente efeito regulatério nos linfocitos B e
producdo de anticorpos (HAMBLIN, 1996). Sendo o sistema monocitico/macrofagico
sabidamente derivado do clone anormal, pode-se inferir que seja funcionalmente deficiente,
0 que resultaria numa estimulacdo imune anormal e persistente, seja pela diminuicdo do
“clearance" de antigenos bacterianos, exacerbagdo na apresentacdo do antigeno ou, ainda,
secre¢do inapropriada de citocinas com agdo estimulatoria na linhagem linféide. Além do
que, a fun¢do também alterada dos granuldcitos (fagocitose, quimiotaxia e atividade
bactericida) pode contribuir para uma resposta imune mapropriada. O resultado é a
hiperplasia de células B, com produgdo anormal de anticorpos, podendo haver
hipergamaglobulinemia e producdo de auto-anticorpos (NOVARETTI, 2001; STAHL,
2001). A proliferagio estimulada e continuada de células B aumenta o nimero de divisdes
celulares e, em consequéncia, o risco de erro genético, o que elevaria a incidéncia de

transformacdo maligna (HAMBLIN, 1996).
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Células "natural killer" (NK) tém origem na medula dssea e sio um
componente do sistema imune importante na vigildncia contra tumores, no controle da
resposta linfoide e hematopoese (DELVES, 2000a). E possivel que na SMD, uma vez
reduzidas em numero e/ou com fungdo deficiente, também contribuam para algumas das

manifestagcdes imunes observadas, facilitando o aparecimento de uma outra neoplasia.

A presenca de plasmocitose policlonal, na auséncia de células plasmaticas
atipicas ou de grande porte, ¢ 1til no diagndstico do carater reacional de um agregado. No
estudo de Maeda e colaboradores a presenga de NL esteve associada a plasmocitose, um
achado sabidamente relacionado a resposta imune (MAEDA, 1977). No entanto, nio foi
detectada, em estudo recente, correla¢do entre a presenca de infiltrados linfoides medulares

reacionais € a incidéncia de alo ou auto-anticorpos (NOVARETTI, 2001).

Navone e colaboradores demonstraram através de andlise multivariada que, nos
linfomas agressivos ndo tratados, a auséncia de NL reacionais tem impacto negativo na
sobrevida global desses pacientes (NAVONE, 1992). Também Navone e colaboradores,
num estudo de fatores histopatologicos com implicagdes prognosticas na transformacio
leucémica em pacientes portadores de SMD, observaram a presenga de NL em 31% dos
pacientes portadores de SMD que nédo evoluiram para LMA e em apenas 5% do grupo que
evoluiu para transformacdo leucémica (NAVONE, 1991). Os autores postularam que a
presenca de NL teria um impacto positivo, provavelmente através de um mecanismo
imunolégico. Esses achados sugerem o envolvimento de um provavel componente
imunologico e corroboram a hipétese de que os NL seriam a manifestagdo da resposta
imune a estimulacdo antigénica cronica. Contrariamente ao estudo de Navone e
colaboradores (NAVONE, 1991), nos casos aqui estudados a presenca de NL nio teve
qualquer implicacdo prognodstica. Apesar de um maior nimero de nédulos observados no
subtipo AREB/AREB-t, sabidamente de pior prognoéstico, e, ainda, uma menor dosagem de
hemoglobina no grupo com nédulos linféides, o estudo comparativo entre os grupos com e
sem NL ndo alcangou significincia estatistica com relagdo a frequéncia de progressio da
doenga ou a sobrevida global (p=0.79). A avaliagdo isolada do subgrupo AREB/AREB-t
com relacdo a presenca ou auséncia de NL, no entanto, mostra uma tendéncia para

sobrevida menor no grupo sem agregado (p=0,10).
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A infecgdo viral subclinica, em especial aquela causada por virus linfotropicos,
podem induzir a formacdo de NL. Raza e colaboradores propuseram, em estudos
publicados em 1998, que uma agressdo viral poderia ser o evento transformador inicial na
SMD, com consequente produg¢do anormal de citocinas. Em nenhum desses estudos, no
entanto, foram apresentadas evidéncias inequivocas (RAZA, 1998a; RAZA, 1998b). Os
estudos sorolégicos para doengas virais (hepatites, citomegalovirus, virus da
imunodeficiéncia humana adquirida), realizados em nossos pacientes como parte da

investigagao diagndstica inicial, foram sempre negativos.

Em resumo, NL nos pacientes portadores de SMD analisados nesse estudo
mostraram uma incidéncia superior aquela esperada para a faixa etaria, caracteristicas
morfolégicas benignas, caracteristicas imunofenotipicas heterogéneas, e auséncia de
associag¢io com sexo, idade, grau de citopenias, classificagio FAB, evolugdo ou sobrevida.
Nenhuma evidéncia de associagdo com doenca linfoproliferativa foi observada no periodo
de acompanhamento . A presenga de NL em pacientes com SMD provavelmente representa

uma reacdo ao desarranjo da arquitetura medular e uma resposta a estimulacdo imune
anormal.

Um periodo de seguimento mais longo, num némero maior de pacientes,
permitird a confirmagdo dos achados aqui apresentados. E importante salientar que, em
pacientes portadores de SMD, um aumento no percentual de células linféides ou, ainda, a
presenca de NL deve ser cuidadosamente investigada e acompanhada com o objetivo de

descartar ou detectar precocemente neoplasia de linhagem linféide associada.
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¢ Nodulos linféides foram um achado frequente na medula éssea de pacientes
portadores de sindromes mielodisplasticas (24.8%). A frequéncia observada
foi superior a esperada considerando a mediana de idade dos pacientes

estudados (58,5 anos).

¢ A maioria dos nodulos linféides exibiu caracteristicas morfologicas

benignas.

¢ As caracteristicas imunofenotipicas foram heterogéneas, com positividade
para o marcador pan-B em 92.0% dos casos e positividade para um marcador

pan-T em 48,0% dos casos.

¢ A expressio da protefna bcl-2, observada em dois casos com expressdo

simultanea de marcadores B e T, ndo foi critério indicativo de malignidade.

¢ A presenca de nodulos linfoides ndo conferiu diferengas significativas para
os parametros idade, sexo, grau de citopenias, classificagdo FAB, progressdo

da doenga ou sobrevida.

¢ Nio foi evidenciada associacdo com doenga linfoproliferativa no periodo de

acompanhamento.

¢ Uma associagdo significativa foi observada entre espessamento da rede de

reticulina no tecido hematopoético e presenca de nddulos linféides.

¢ A presenca de nodulos linfoides em pacientes com SMD provavelmente
representa uma rea¢o ao desarranjo da arquitetura medular e uma resposta a

estimula¢do imune anormal.

A presenga de nédulos linféides medulares deve ser investigada e acompanhada

para descartar ou detectar precocemente uma neoplasia linfoide associada.

Conclusdes
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Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of clonal
disorders characterised by abnormalities in proliferation and maturation of haemopoietic
precursors resulting in cytopenias and a preleukaemic state. Bone marrow lymphoid
nodules (LN) are usually considered to be a physiological feature, closely related to age. In
patients with MDS their clinical and biological meaning remain obscure. In the present
study the presence of LN in bone marrow biopsy was investigated in 206 patients with
MDS. The median age was 58.5 years (range 15-89). According to FAB classification,
there were 129 RA, 29 RARS, 31 AREB/AREB-t, 11 CMML, 5 hyperfibrotic variants and
1 unclassifiable case. Single or multiple LN were present in 24.8% of the cases. Twenty-
five specimens were evaluated with a panel of antibodies reactive on routinely processed,
paraffin-embedded trephine biopsies: CD20, CD3, CD45RO and anti-bcl-2. Although most
LN were centrally located (88.3%), well circumscribed and polymorphous, some were
paratrabecular (3.9%) or ill defined (13.7%). An increase in reticulin fibres was observed in
51.1% of cases. CD20 positive cells were found in 23/25 (92.0%) of the cases in three
distinct patterns: strong central, perinodular and faint diffuse. Positivity with CD3 and/or
CD45RO was detected in 12/25 (48.0%) of the cases. In 15 patients only B (13 cases) or T
cells (2 cases) could be detected whereas in 10 cases a mixture of B and T cells was noted.
Bcl-2 expression was positive in only 2 specimens. The incidence of LN in our MDS
patients was unexpectedly high considering the median age of patients. The comparison
between patients with and without LN did not reveal statistically significant differences
concerning age, sex, neutrophil counts, platelets, FAB subtype, disease progression or
overall survival. The presence of LN showed a relationship with an increase in reticulin
fibres in the haematopoietic tissue (p=0.01), and patients with LN exhibited lower
haemoglobin values (p=0.03). Multivariate survival analysis showed that haemoglobin and
FAB subtype were the most significant predictors of survival. Our results show that LN in
MDS patients have heterogeneous characteristics. No association with lymphoproliferative
disease and no correlation with prognosis were found. These aggregates could be an
expression of reactivity to an ongoing persistent and abnormal immune stimulation and are

probably related to an altered bone marrow microenvironment.

Summary
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ANEXO 1 - SINDROMES MIELODISPLASTICAS

PROTOCOLO
1. PRONTUARIO N°: FICHA N°
NOME:
IDADE: SEXO: COR: EST. CIVIL:
PROCEDENCIA: PROFISSAO:
ENDERECO:
2. EXPOSICAO A AGENTES MUTAGENICOS: [ ] SIM [ ] NAO

ESPECIFICAR:

3. PRIMEIROS SINTOMAS:
(QUEIXA PRINCIPAL RELACIONADA A SINDROME ANEMICA, SIND. INFECCIOSA,
SIND. PURPURICA OU OUTROS)

4. DATA DOS PRIMEIROS SINTOMAS:
(ATE O DIAGNOSTICO EM MESES)

5. EXAME FISICO:

[ ]PALIDEZ [ ] GANGLIOS

[ 1FEBRE [ ]FIGADO cm
[ ]MANIF. HEMORRAGICAS [ ]1BACO cm

[ ]PERDA PONDERAL [ ]OUTROS

6. EXAMES LABORATORIAIS:

HEMOGRAMA INICIAL EM: /]

GV:____ HTC:____ %HB:____gdlVCM: ____fl

MORFOLOGIA: [ ]ANISOCITOSE [ ]POIQUILOCITOSE
[ ]MICROCITOSE [ ]MACROCITOSE
[ ] HIPOCROMIA [ ]PONT. BASOFILO
[ ]HOWELL JOLLY [ ]OUTROS
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LEUCOCITOS: FL,

MB PRO MIE BAST SEG EO

BAS LI MO ERITROBLASTOS/100:

OBS:

PLAQUETAS: /L RETICULOCITOS: /L
FERRO SERICO: mg/dl C.L.L.F.: mg/dl 1.S.T.: %
TRANSFERRINA: mg/dl

MIELOGRAMA

CELULARIDADE:[ ] NORMO [ ]HIPER [ JHIPO [ ]NAO AVALIADA

RELACAO MIELOIDE/ERITROIDE: .
CELULARIDADE ESPECIFICA:

LINHAGEM NORMO HIPO HIPER PREJUDICADA
S.E. [ ] [ ] [ ] [ ]
S.G. [ ] [ ] [ ] [ ]
S.M. [ ] L [ ] [ ]
DISPOESES (+ a ++++):

SERIE ERITROIDE: [ ] SERIEGRAN.: [ | SERIE MEGA: [
BLASTOS: % AUER:

PERLS:

CITOQUIMICA:

CITOGENETICA:

BIOPSIA OSSEA (1°) EM / /
CELULARIDADE ESTIMADA:

ALIP: FIBROSE:

DESCRICAO:

IMUNOHISTOQUIMICA:
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TAP: _ % __ seg. TTPA: ___ seg. COOMBS DIRETO:
UREIA: __ mg/dl CREATININA: _ mg/dI TGO: ___ mg/dI TGP: __ mg/dl
BILIRRUBINAST:  mg/dl D:  mg/dl I: __ mgdl LDH:

T3 T4: TSH:

ELETROFORESE DE PROTEINAS SERICAS:

FAN: CEL..LE: FR.: HBsAg:
ANTI-HCV: HIV: HTLV1e2:
DOS. Byy: DOS. AC. FOLICO: HAM:

7. CLASSIFICACAO: [ ]AR [ ] ARSA [ ]AREB [ ] AREB-t [ ] LMMC
ASSOCIACAO COM MIELOFIBROSE:

8. EVOLUCAO PARA FORMAS MAIS AGRESSIVAS:
[ ] SIM [ ] NAO

9. TRANSFORMACAO PARA LEUCEMIA AGUDA:
[ ] SIM [ ] NAO
TEMPO DE EVOLUCAO PARA LEUCOSE AGUDA:
(DA PRIMEIRA CONSULTA AO DIAGNOSTICO DE LEUCOSE AGUDA)

10. PERIODO DE AVALIACAO:
(DA PRIMEIRA CONSULTA A ULTIMA NOTICIA)

11. ULTIMA NOTICIA: DATA: / /
ESTADO CLINICO:
[ ]OBITO EM : / / [ ] SEM NOTICIA
[ ]OUTROS:

12. OBSERVACAO:
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ANEXO 2 - Relagdo dos 206 pacientes portadores de SMD de acordo com suas caracteristicas clinicas e
laboratoriais, classificacio FAB, seguimento, achados histopatolégicos e origem.

paciente idade sexo bb nabs plaq sg sit FAB nodlinf Ima fibr origem

1 37 m 8.4 1.03 63 559 0 areb 0 0 1 1
2 47 f 54 295 62 2499 0 arsa 0 0 0 1
3 52 f 59 244 184 1572 0 f 1 0 1 1
4 55 g 121 1.7 181 93 0 ar 0 0 0 1
5 81 f 7.8 1.39 194 68 0 arsa 0 0 1
6 48 m 13.4  3.65 90 1529 0 ar 0 0 0 1
7 89 f 10.6 94 1516 0 ar 0 0 1 1
8 52 m 57 041 22 1589 0 ar 0 0 0 1
9 55 m 54 068 119 281 I ar 0 0 I 1
10 50 f 5 3.83 345 1712 0 ar 0 0 1 1
11 49 m 8.8 1.94 109 104 1 areb 0 1 1 1
12 30 m 7.5 L.11 23 1466 0 ar 0 0 0 1
13 88 m 7.2 1.99 83 30 0 areb 1 0 0 1
14 27 m 104 1.37 16 2 0 ar 0 0 0 1
15 81 f 9.8 3.5 227 1162 0 ar 0 0 1 1
16 57 f 1.1 389 106 366 0 ar 0 0 0 1
17 82 f 7.8 1.39 194 68 0 arsa 0 0 1 1
18 61 m 10.9  0.56 51 165 1 areb 0 1 0 1
19 61 f 92 092 39 1385 1 ar 0 0 0 1
20 86 m 11 1.35 25 28 0 ar 0 0 0 1
21 46 f 6.8 1.17 103 30 1 ar 1 0 0 1
22 36 m 1.8 1.23 12 163 1 ar 0 1 0 1
23 71 £ 12 1.26 68 904 0 ar 1 0 1 1
24 63 £ 7.8 2.44 147 360 0 f 1 0 1 1
25 45 i) 13.3 1.67 28 2090 0 ar 1 0 1 1
26 15 f 128 1.68 284 812 0 ar 0 0 0 1
27 59 11.5  7.74 588 454 1 areb 1 0 1 1
28 73 m 6.8 0.72 239 1092 0 ar 1 0 1
29 72 m 6.5 1.08 180 2984 0 ar 0 0 0 1
30 68 E 6.7 317 27 173 1 Imme 0 0 1
31 29 m 6.5 1.08 180 2018 0 ar 0 0 0 1
32 62 f 129 148 233 784 0 ar 0 0 0 1
33 37 f 153 146 117 1190 0 ar 0 0 0 1
34 49 f 148 1.08 228 1299 0 ar 0 0 0 1
35 74 f 9.5 1.68 270 1043 0 arsa 0 0 1 1
36 44 f 3.9 200 747 0 ar 1 0 1
37 53 m 15.6 151 365 0 ar 0 0 1 1
38 52 f 82 494 6 365 0 ar 0 0 1
39 41 m 7.8 1.51 36 866 1 ar 0 0 0 1
40 16 m 133  1.85 45 1998 0 ar 0 0 0 1
41 74 m 6.1 0.25 28 360 0 ar 0 0 0 1
42 40 m 6.1 1.08 54 1107 1 ar 1 1 1 1
43 24 m 6.4 3.64 460 434 0 ar 0 0 0 1
44 84 m 9.8 10.6 202 92 0 Immc 0 0 1
45 59 f 159 0.9 130 603 0 ar 0 0 0 1
46 54 m 139 0.68 244 371 0 ar 0 0 0 1
47 52 f 88 336 33 30 1 areb 1 1 0 1

Anexos

151



ANEXO 2 - Relagio dos 206 pacientes portadores de SMD de acordo com suas caracteristicas clinicas e
laboratoriais, classificacio FAB, seguimento, achados histopatolégicos e origem.

paciente idade sexo hb mabs plaq sg sitt FAB nodlinf Ima fibr origem

48 26 m 8.7 254 189 ar

0 0 0 1
49 8 £ 88 M T4 g4 o0 o 0 o 0
50 50 m 73 165 6 916 0 areb 1 o 1 1
51 41 f 124 129 298 941 0  ar 0 0 0 1
52 58 f 91 229 39 537 1  lmmec 0 I 1
53 8 f 79 204 258 1332 0 arsa 0 o 0 1
54 48 m 115 157 2 35 0 asa 0 111
55 72 m 116 125 108 6 0  ar 0 0o 0 1
56 56 m 59 119 120 791 0  asa 1 0 1
57 55 f 12 1.15 25 600 0 1 0 0 1
58 2 m 78 123 58 288 1  ar 0 0 1
59 28 m 134 129 151 546 0  ar 0 0o 0 1
60 29 f 106 088 158 539 0  ar 1 0 0 1
61 68 m 136 133 131 266 0  ar 0 o 0 1
62 25 f 125 177 172 94 0  ar I o 0 1
63 66 m 52 13 226 879 0  ar 0 0o 0 1
64 58 f 6 19 17 1251 0  ar 0 0 0 1
65 22 f 114 13 242 394 0  ar 0 o 0 1
66 26 f 93 15 35 79 0  ar 0 o 0 1
67 62 m 84 363 226 1164 0 asa 1 0 I
68 60 f 69 33 8 793 0  ar 1 11
69 8 f 72 3 120 1740 0  ar 1 0 0 2
70 63 m 141 492 138 450 1  immc 1 10 2
71 59 f 69 533 677 810 0  ar 1 o 0 2
72 76  f 91 135 309 1470 0  f 1 o 1 2
73 48 m 4.9 1.92 37 270 1 arech 1 1 1 2
74 68 f 103 203 30 420 0  ar I 0o o0 2
75 4 f 64 138 184 450 0  ar 1 )
76 79 f 75 411 32 720 0  ar I o 1 2
77 49 f 92 22 144 1020 0 ] o 1 2
78 8% m 62 217 150 S10 1  ar 1 o 1 2
79 51 f 89 365 280 750 0  ar I 0 0 2
80 48 f 35 074 70 1020 0  ar 1 o 1 2
81 74 m 88 291 73 510 0 aeb 1 o 1 2
82 s8 f 97 308 4 270 0  ar 1 o 1 2
83 3 f 59 38 14 1200 0  ar 1 0o 0 2
84 77 m 71 L77 120 1740 0  aeb 1 o o0 2
85 49 m 82 406 175 S0 0  asa 1 o 0 2
86 36 f 56 28 285 390 0  ar 1 0 0 2
87 71 m 61 554 42 9% 0  ar 1 11 2
88 48 f 122 19 111 150 0  ar 1 0o 0 2
89 57 m 62 435 175 1440 0  ar 1 o 1 2
90 2 f 78 623 84 60 1 aeb 1 0o 0 2
91 65 m 66 126 127 9 0  ar i o 0 2
92 41 f 78 005 88 45 0  aeb 1 1 0 2
93 68 m 74 039 40 90 1  ar 1 11 2
94 55 m 62 078 23 540 1  ar i o1 2




ANEXO 2 - Relagdo dos 206 pacientes portadores de SMD de acordo com suas caracteristicas clinicas e
laboratoriais, classificacio FAB, seguimento, achados histopatolégicos e origem.

paciente idade sexo hb nabs plaq sg sit FAB npodlinf Ima fibr origem

95 45 f 6.5 0.66 17 210 0 ar 1 0 1 2
96 58 f 83 265 181 1560 0 ar 0 0 1 2
97 55 m 5.2 221 393 480 1 Immc 0 0 1 2
98 51 f 11.1 0.66 139 540 0 ar 0 0 0 2
99 56 m 22 285 60 60 0 ar 0 0 0 2
100 31 m 9.4 0.56 9 840 0 ar 0 0 0 2
101 65 m 5.1 4.09 315 1710 0 ar 0 0 0 2
102 60 f 10.8 044 158 1500 0 ar 0 0 0 2
103 65 m 8.5 0.84 15 1050 0 ar 0 0 0 2
104 61 m 13.1  1.33 175 810 0 ar 0 0 0 2
105 85 m 9.6 2.25 149 630 1 arsa 0 0 0 2
106 78 m 11.2 4.5 41 240 0 ar 0 0 0 2
107 76 m 10.6 0.44 32 420 0 ar 0 0 0 2
108 75 m 13.1 5.04 19 180 0 arsa 0 0 1 2
109 72 m 5.1 0.6 67 330 1 arsa 0 1 1 2
110 70 m 6.9 1.79 88 570 0 ar 0 0 0 2
111 75 m 13.4 0.7 61 900 0 arsa 0 0 0 2
112 85 m 8.7 535 49 360 0 ar 0 0 0 2
113 89 m 8.1 2.01 441 660 0 arsa 0 0 1 2
114 55 m 11 1.73 220 1200 0 ar 0 0 1 2
115 60 m 9.2 2.07 135 1560 0 ar 0 0 0 2
116 29 m 52  2.61 405 90 0 arsa 0 0 0 2
117 62 f 10,6 1.71 146 180 0 ar 0 0 0 2
118 54 f 10.1 2.29 164 1620 0 ar 0 0 0 2
119 82 m 8.1 2.66 760 480 1 f 0 1 1 2
120 35 £ 11.4 1.4 150 900 0 ar 0 0 0 2
121 33 m 129 0.6 134 60 1 areb 0 1 2
122 50 f 7.1 0.65 111 540 1 ar 0 1 1 2
123 38 f 3.1 0.6 12 1020 0 ar 0 0 0 2
124 75 f 5.2 0.2 19 150 1 areb 0 0 0 2
125 66 f 5.1 1.06 14 900 0 ar 0 0 0 2
126 43 f 8.3 0.41 12 510 0 ar 0 0 1 2
127 57 f 92 096 150 210 1 ar 0 1 0 2
128 66 f 9.8 4.04 110 1230 0 ar 0 0 0 2
129 77 f 6.1 3.11 315 690 0 ar 0 0 2
130 76 f 7.9 1.57 119 180 0 ar 0 0 0 2
131 69 f 10.9 1.61 25 750 0 ar 0 0 0 2
132 61 f 10.7 238 256 900 0 ar 0 0 0 2
133 66 £ 7.6 1.88 190 360 0 ar 0 0 0 2
134 39 f 6.9 3.2 164 510 0 ar 0 0 1 2
135 75 f 6.5 0.5 5 60 1 Immc 0 1 0 2
136 46 f 46  0.62 35 900 0 ar 0 0 1 2
137 45 f 12.1 3.53 51 210 0 ar 0 0 0 2
138 82 f 8.7 216 255 480 0 ar 0 0 0 2
139 72 f 5.7 0.5 26 60 0 ar 0 0 0 2
140 71 f 7.4 2.54 250 60 0 ar 0 0 0 2
141 64 m 3.3 7.6 93 300 1 Immc 0] 1 1 2
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ANEXO 2 - Relagio dos 206 pacientes portadores de SMD de acordo com suas caracteristicas clinicas e
laboratoriais, classificacio FAB, seguimento, achados histopatologicos e origem.

paciente idade sexo hb mabs plag sg sit FAB nodlinf Ima fibr origem

142 70 f 10.1 2.8 37 510 0 arsa 0 0 0 2
143 74 £ 6.5 1.22 4 1680 0 ar 0 0 0 2
144 46 f 1.3 0.86 295 1110 0 ar 0 0 2
145 54 f 9.1 1.08 270 60 0 ar 0 0 1 2
146 64 f 11.6 24 199 720 0 ar 0 0 0 2
147 69 f 103 1.58 88 270 0 ar 0 0 0 2
148 69 f 8.3 24 58 180 0 ar 0 0 1 2
149 67 f 11.1 4.67 31 690 0 ar 0 0 1 2
150 67 f 8.9 488 461 690 0 ar 0 0 0 2
151 74 b 11.1 1.16 77 1320 0 arsa 0 0 0 2
152 22 m 7.6  0.33 9 240 1 areb 0 1 0 2
153 21 m 6.1 4.48 16 120 1 areb 0 1 0 2
154 58 f 56 1.72 14 90 1 areb 0 I 1 2
155 63 m 7.1 3.86 230 1170 1 Immc 0 1 0 2
156 82 f 9.3 1.2 341 1410 1 arsa 0 1 1 2
157 20 £ 85 0.83 111 1440 1 ar 0 1 2
158 54 m 7.8  0.78 18 270 0 ar 0 0 0 2
159 69 m 7.5 1.6 78 720 0 arsa 0 0 0 2
160 21 m 9.7 0.3 2 150 1 areb 0 0 2
161 57 m 5.8 1.82 24 90 0 areb 0 0 0 2
162 35 m 6.7 0.4 4 120 0 ar 0 0 0 2
163 45 m 8.2 1.3 43 90 1 arsa 0 1 0 2
164 32 f 10,1 7.84 41 510 0 ar 0 0 0 2
165 60 f 3.9 2.2 9 60 1 areb 0 | 0 2
166 41 f 7.9 4.78 197 1440 0 ar 0 0 0 2
167 52 f 6.8 1.93 169 1500 0 arsa 0 0 0 2
168 73 f 53 423 135 1470 0 ar 0 0 0 2
169 78 f 6.1 0.5 89 420 0 ar 0 0 1 2
170 71 £ 8.1 14.3 23 510 1 Imme 0 1 0 2
171 69 m 99 1.31 55 300 1 areb 0 1 0 2
172 82 m 48 201 230 210 0 ar 0 0 0 2
173 62 m 55 453 30 30 1 ar 0 0 0 2
174 65 m 7.9 0.5 11 900 1 areb 0 1 1 2
175 31 m 7.2 0.8 9 240 1 areb 0 1 0 2
176 73 m 9.1 2 98 330 0 arsa 0 0 0 2
177 57 m 12 0.78 164 686 0 ar 0 0 1 1
178 76 f 103 0.78 73 188 0 Imme 0 0 I 1
179 25 f 59 026 40 1267 0 ar 0 0 0 1
180 72 m 6.4 0.16 74 1030 1 arsa 0 1 1 1
181 35 m 8.8 0.4 18 264 1 areb 0 0 ] 1
182 78 f: 105 293 160 384 0 arsa 0 0 0 1
183 50 f 5.7 325 728 0 arsa 0 0 0 1
184 41 f 12.4 1.29 298 773 0 ar 0 0 1
185 72 m 6.9 0.6 37 14 1 areb 0 1 0 1
186 59 m 4.5 0.94 75 191 1 arsa 0 1 1 1
187 61 f 4.8 196 358 0 arsa 0 0 0 1
188 60 f 6.9 3.06 417 455 1 areb 1 1 1
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ANEXO 2 - Relacio dos 206 pacientes portadores de SMD de acordo com suas caracteristicas clinicas e
laboratoriais, classificagio FAB, seguimento, achados histopatolégicos e origem.

paciente idade sexo hb nabs piaq sg sit FAB nodlinf Ima fibr origem

189 61 m 11 078 91 378 0 ar 1 0 1 1
190 73 m 13.8  3.11 200 1766 0 ar 0 0 1 1
191 58 f 8.9 1.87 90 347 1 areb 0 0 1
192 76 f 11.3  2.08 58 325 0 Imme 0 0 1
193 66 m 9.5 952 131 447 0 areb 0 0 1
194 55 f 8.7 209 101 2856 0 ar 0 0 1
195 63 m 10.8 0.63 34 560 0 areb 0 1 1
196 81 f 6.9 1.65 24 61 0 areb 1 0 1
197 48 f 89 042 8 121 0 areb 0 1 1
198 70 m 87 154 32 343 0 f 0 0 1 1
199 71 m 10.9 281 170 56 0 ar 0 0 1 1
200 39 m 135 141 253 122 0 ar 0 0 1 1
201 50 m 121 017 76 63 0 ar 0 0 1 1
202 80 f 129 1.8 75 233 0 ar 0 0 1 1
203 59 m 29 33 155 86 0 ar 0 0 1 1
204 40 f 8.7 042 18 339 0 arsa 1 0 1 1
205 65 f 9 0.84 40 85 0 ar 1 0 1 1
206 30 f 7.8 1:2 187 448 0 arsa 1 0 0 1

Idade: em anos: sexo: m - masculino, f - feminino; hb: hemoglobina (g/dl); n abs: neutréfilos absolutos (x10°/L);
plaq: plaquetas (x10%L); sg: sobrevida global (dias); sit: situagdo (0: vivo, 1: morto); FAB: classificagéo; nod linf:
nédulos linféides (0: ausente, 1: presente); Ima: evolugdo da doenga (0: ndo, 1: sim); fib: fibrose (0: ausente, 1:
presente); origem: 1 - Unicamp, 2 - UFC
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