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RESUMO

Atualmente, o incremento das pesquisas enfoca a
medula 6ssea como fonte potencial para o tratamento de
doengas, uma vez que seu uso como diagnéstico ja é largamente
empregado. Os objetivos deste artigo sdo revisar os melhores
acessos a medula 6ssea e destacar a importancia desse material
como diagnostico e tratamento de doengas. S&o abordadas
particularidades sobre as técnicas de coleta e as complicagdes
observadas pelos autores, a fim de facilitar os procedimentos,
tornando-os mais seguros.

Palavras-chave: cées, gatos, biépsia, medula 6ssea, pungdo
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ABSTRACT

Currently, the research focuses on bone marrow as
a potential source for the treatment of diseases, since its use as
a diagnosis is already largely employed. This paper aims to
promote a practical review on the best access to the bone
marrow and the importance of this material as diagnosis and
treatment. Sampling techniques are observed and detailed by
the authors, in order to facilitate the procedures and make
them safer.

Key words: dogs, cats, biopsy, bone marrow, aspiration
citology.

INTRODUCAO

A medula dssea tem como principal funcéo
a hematopoeise de células eritroides, granulociticas,
megacariociticas e linfocitarias. Nos animais em
crescimento, a hematopoese ocorre no interior dos
0ssos longos e chatos. A medida que o animal
envelhece, a regido do canal medular é substituida por
tecido adiposo, confinando a medula ativa nos locais
onde h& 0sso esponjoso, ou seja, epifises e metafises
oOsseas (RASKIN, 1998).

A coleta de medula 6ssea é indicada visando
o diagnostico (DOMINIS et al., 2005) e a obtencéo de
células pluripotenciais para o tratamento de doencas
(SILVA & MACEDO, 2006). De posse dessa amostra
de medula dssea, é possivel realizar diversos exames,
como o mielograma, a partir da preparacdo em lamina, a
citometria de fluxo, a imunohistoquimica e, ainda, a
citogenética convencional. Dessa forma, a avaliacdo
ideal da celularidade medular requer a integracéo das
informacdes obtidas, tanto do aspirado, quanto da
biopsia, a luz dos achados da avaliagdo do sangue
periférico (FLEURY, 2007). Células-tronco, obtidas a
partir de aspirados de medula 6ssea, sdo utilizadas em
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pacientes portadores de leucemia. Esse uso é cada vez
mais explorado como terapia celular de recomposi¢édo
da celularidade medular e do sangue periférico. Essas
novas técnicas estdo sendo aplicadas em um amplo
espectro de doencas humanas, incluindo muitos tipos
de céancer, doengas neuroldgicas, como Parkinson,
diabetes e doencas cardiacas (AZEVEDO & RIBEIRO,
2000; SILVEIRAet al., 2005).

Em medicina veterindria, as pesquisas
envolvendo transplante de células-tronco
hematopoiéticas vém crescendo (OLIVEIRA, 2008;
TOGNOLI et al., 2009). ZAMPROGNO (2007)
demonstrou que a terapia autdloga com células-tronco
provenientes da medula éssea mostrou-se efetiva para
a estimulacdo osteogénica de ndo unido de fraturas.
BRUNELLI et al., (2007) avaliaram os efeitos do
transplante de células-tronco autogenas do limbo
esclerocorneo de cées sobre lesdes corneo-limbais.
Constataram que a vantagem do transplante esta em
possibilitar a melhoria da transparéncia cornea, sem
intercorréncias oculares.

Contudo, para a obtencdo de células
hematopoiéticas, é necessaria a sua coleta e, para tanto,
aaspiracdo intradssea da medula, utilizando-se agulhas
especificas em locais onde se obtém maior abundéancia
desse material. Geralmente, as punc¢Bes ocorrem na
crista iliaca, no trocanter maior do fémur, na érea trans-
iliaca e na regido epifisaria proximal do tmero. O material
deve ser coletado em condigfes assépticas, com o
paciente sob anestesia geral, e devem ser utilizadas
seringas contendo anticoagulantes para realizar a
succao da medula dssea (RASKIN, 1998).

O objetivo deste artigo é realizar uma revisao
sobre as técnicas e complicagdes durante a obtengdo
de medula 6ssea, abordando a importancia do material
coletado, os equipamentos utilizados habitualmente
para essa coleta, bem como as principais vias de acesso,
conforme a espécie do animal.

Indicagdes de coleta da medula 6ssea

Normalmente a coleta de medula 6ssea (MO)
é conduzida visando a obtencdo de fragmentos para
realizacdo de mielograma, indicado em situa¢Ges bem
precisas. Este consiste no exame direto das células da
MO, colhidas por puncéo aspirativa, e permite verificar
a normalidade da producdo sanguinea, as alteragGes
no aspecto celular e a presenca de células neoplésicas
(AQUINO etal., 2002). Geralmente € solicitado quando
se encontram alteragBes no hemograma (GOSSET,
2000), tais como neutropenia persistente,
trombocitopenia, leucocitose, morfologia anormal de
células sanguineas, presenca inexplicavel de células
imaturas no sangue, anemia arregenerativa ou ainda

uma combinacéo dessas enfermidades (GALE et al.,
1981). Também pode ser usado apds um quadro de
hiperproteinemia, quando ha suspeita de mieloma
maultiplo, alguns casos de linfoma, leishmaniose,
brucelose, erliquiose e doencas sistémicas de origem
fangica, entre outras (AQUINO et al., 2002). Pode-se
ainda indicar a causa de hipercalcemia quando
associada com neoplasmas (OLIVEIRA, 2008).

SOBRINHO et al., (1979) conduziram
mielogramas em 22 criancas portadoras de ma nutrigao
protéica (MNP) e puderam observar hiperplasia de série
branca e sinais de deficiéncia de fatores de maturagéo
expressos pela presenca de macrocitose e
macronormoblastose na quase totalidade das criancas.
Observaram, ainda, auséncia ou escassez de depositos
de ferro em 17 casos (77%).

O mielograma é indispensavel, por exemplo,
para o diagnostico e a classificagcdo das leucemias
mieloides e linfoides agudas. Nessa doenca, um grande
nimero de células tumorais, chamadas blastos, é
encontrado no interior da MO (LUND, 2000).

Diferentemente do exame anterior, que
consiste em examinar as células medulares a partir de
uma preparagao citoscopica, a biopsia de MO (BMO)
permite avaliar também toda a sua estrutura, pois ela é
feita a partir de um fragmento compacto de osso. Tal
procedimento € utilizado na pratica médica,
principalmente para o diagnostico de doencas
hematoldgicas ou metastaticas (AQUINO et al., 2002).
Praticamente ndo existe contra-indicacéo, sendo esse
procedimento realizado inclusive em animais
portadores de doencas hemorragicas sem observacao
de maiores danos (JAIN, 1993).

Embora a aspiracdo de MO seja um
procedimento menos traumatico do que a BMO, esta
ultima fornece dados importantes como o grau de
celularidade medular e o diagndstico de enfermidades
como mielofibrose, mieloesclerose e focos de infecgéo,
além de avaliar a quantidade de gordura presente no
interior da medula (LUND, 2000). WIJEWARDANA et
al., (2007) isolaram e caracterizaram células progenitoras
da medula 6ssea de cdes com diagndstico de leucemia
ou linfoma maligno.

Outra indicacédo da coleta de medula dssea
por aspiragdo € o transplante de células da MO e o
cultivo celular para aquisicao de células mononucleares,
células-tronco hematopoiéticas ou células-tronco
mesenquimais (TOGNOLI et al., 2009). As células-
tronco (CT) séo tipos especiais de células, que estdo
presentes principalmente nos embrides (CT
embrionérias), no cordao umbilical, no figado fetale na
medula 6ssea (CT adultas) (SILVEIRA et al., 2005). Em
caes, a presenga de células-tronco hematopoiéticas tem
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sido observada na medula dssea (BRUNO et al., 2001;
NAKAGE et al., 2005) e no sangue do corddo umbilical
(NAKAGE & SANTANA, 2006). Varios estudos
demonstraram a grande plasticidade dessas células
adultas ao se diferenciarem em musculo esquelético,
0ss0, cartilagem, gordura e figado, o que se torna uma
esperanca para o tratamento de diversas doencas.
Essas células apresentam também um vasto potencial
naterapia de doengas cardiacas (SILVEIRAet al., 2005).

Agulhas de coleta

Em 1929, utilizou-se pela primeira vez a
puncdo aspirativa da medula éssea para o estudo
citoldgico sistematico, propiciando o reconhecimento
e a descricdo das células precursoras (CURY, 2003).
Trés décadas mais tarde, Macfarland relatou as
vantagens da retirada de um fragmento 6sseo, utilizando
a agulha de Silverman. Com esse método, obtinha-se
uma maior quantidade de material medular, o que
possibilitava maior nimero de cortes e de coloragGes
histologicas. Em 1971, Jamshidi criou uma nova agulha
para a realizagdo de BMO, a qual apresentava a
vantagem de ser menos traumatica e mais confortavel
ao manuseio (CURY, 2003). A agulha original de
Jamshidi foi modificada por Inwood alguns anos
depois, a fim de melhorar a obtencéo do material celular
(CURY, 2003).

Desde entdo, existem diversas agulhas para
uso clinico, de diversas procedéncias (RASKIN, 1998).
Tais agulhas servem, tanto para a administracdo de
diversos produtos sanguineos, solugcfes e agentes
farmacoldgicos em situacdes de urgéncia, quanto para
coleta de material para exames cito e histopatologicos
e transplantes (JUNIOR et al., 2008). Os autores desta
revisdo sugerem como equipamentos de eleicéo para
infusBes intradsseas as agulhas de Jamshidi ou
agulhas de mielograma. Por meio destas, pode-se
acoplar um equipo e administrar solucées, considerando
que estudos demonstram que substancias injetadas
na medula 6ssea sdo distribuidas imediatamente na
circulaco sistémica (JUNIOR et al., 2008).

Quando é necessaria uma quantidade
elevada de medula 6ssea, sugere-se a utilizagdo de
agulhas com o calibre maior do que as citadas
anteriormente, a fim de aumentar o volume coletado
(OLIVEIRA, 2008; TOGNOLI etal., 2009) em menor
tempo cirdrgico. SituacOes assim sdo requeridas nas
coletas visando a obtencao de células para transplantes
de medula Ossea nos casos de pacientes
oncohematoldgicos e transplantes de células-tronco
obtidas do isolamento da fracdo total colhida, o que
difere dos cultivos celulares, que requerem uma
quantidade menor de células da medula 6ssea. No

isolamento, a quantidade de medula 6ssea a ser colhida
€ maior, pois nesse material devera conter o nimero de
células suficientes para o transplante. Esse nimero é
de aproximadamente 108 células. Para tanto, podem ser
utilizadas as agulhas de Osgood didmetro 30 x 12
(LOPES et al., 1998), a agulha de Steiss (OLIVEIRA,
2008; TOGNOLI et al., 2009), a agulha de Rosenthal
(RASKIN, 1998) ou a agulha Jamshidi (SAMOTO, 2006;
ZAMPROGNO, 2007). Além disso, CASTANIA (2007)
utilizou agulha hipodérmica do tamanho 40 x 12mm para
obtencdo de pequena quantidade de medula dssea.

Em pesquisas realizadas pelos autores,
utilizou-se a agulha de Steiss na coleta de medula 6ssea
em gatos (Figura 1) e cdes (Figuras 2 e 3),

assim como nos trabalhos de (OLIVEIRA,
2008; TOGNOLLI et al., 2009), e obteve-se o0 volume
desejado de MO para transplante autélogo, em tempos
de coleta de 18,4 minutos + 4,21. Apesar de a agulha
utilizada apresentar didmetro aparentemente elevado
em relagcdo ao 0sso, como visto nas figuras 1, 2 e 3,
sabe-se, por meio dos principios de estabilizacdo de
fraturas, que o canal medular pode ser preenchido em
60 a 70% com pinos de Steinmann, sem que isso acarrete
prejuizo vascular do cortex dsseo (EL-WARRAK &
SCHOSSLER, 1998). Sendo assim, 0s autores desta
revisdo adotam esse pardmetro para a determinacéo do
tamanho da agulha em relacdo ao tamanho do osso.
Para tanto, certifica-se, por meio do estudo radiogréafico
(Figura 1), que a agulha ndo preenchera mais do que
70% do canal medular dsseo, evitando danos
vasculares.

Principais vias de acesso para coleta de células
medulares hematopoiéticas

Em cdes e gatos, a medula 6ssea pode ser
obtida na epifise dos 0ssos longos e nas regifes do
ileo, como crista iliaca ou borda acetabular (Figura 1A,
3D,3E, 3F). RASKIN (1998) sugere a coleta na crista
iliaca de caes, pela facilidade de localizagdo. Diversos
autores utilizaram a referida via de acesso para coleta
de medula 0ssea, tanto para obtencdo de células
mononucleares, quanto para aquisicdo de células
medulares, em exames cito-histopatologicos (HANS et
al., 2005; SAMOTO, 2006; VAZ, 2006; CASTANIA,
2007; ZAMPROGNO, 2007; SALGADO, 2008).
Contudo, em ces de pequeno porte ou gatos, a coleta
de amostras medulares é facilitada na regido trans-iliaca
ou porgdo proximal do fémur (Figura 1B, 2). Pungdes
trans-iliacas reduzem o risco de lesdes provocadas pelo
deslizamento acidental da agulha pela crista iliaca
(RASKIN, 1998). MASSUMOTO etal. (1997) colheram
M.O. do osso esternal e do ileo de pessoas e ndo
relataram complicagdes decorrentes dessa técnica. No
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regido epifisaria proximal da tibia.

Figura 1 - Obtengdo de medula 6ssea com agulha de Steiss em felino. (A) Imagem radiogréafica ventro-dorsal da agulha
introduzida no corpo do ileo; (B) Imagem da ventro-dorsal da agulha no trocanter maior do fémur; (C) Imagem
radiogéfica antero-posterior da agulha de Steis introduzida no tuberculo maior do Gmero; (D) Imagem lateral da

entanto, descreveram que a obtencdo do volume de
10-15mL kg (de peso do paciente) de medula ocorreu
somente apds maltiplas perfuragdes.

Para cédes obesos ou musculosos, a por¢ao
cranio-lateral da tuberosidade maior do imero (Figura
1C, 3G, 3H, 3I) é uma 6tima op¢ao para coleta de material
(RASKIN, 1998; ZAMPROGNO, 2007). Os autores
desta revisdo sugerem também a epifise proximal da
tibia (Figura 1D, 3A, 3B, 3C) como sendo uma regido
para obtencéo de grande quantidade de medula 0ssea,
assim como a porgao proximal do fémur e a tuberosidade
maior do Umero, citadas anteriormente.

Técnicas de coleta

Para o procedimento de coleta em razdo do
exame cito—histopatoldgico ou da obtencdo de células
progenitoras da MO de cées, o animal devera ser
submetido a anestesia geral. O periodo pré-operat6rio
devera incluir jejum alimentar de 12 horas e restri¢do
hidrica de seis horas, sendo realizada previamente a
tricotomia do sitio de coleta (VAZ, 2006; CASTANIA,

2007; ZAMPROGNO, 2007; SALGADO, 2008). O
paciente deve ser anestesiado e posicionado conforme
o local escolhido para a coleta. Sugere-se o decubito
lateral MENDONGCA et al., 2003; CASTANIA, 2007,
ZAMPROGNO, 2007) se a coleta da medula éssea for
realizada no osso femoral ou tibial, e o dectbito ventral
se a escolha for a crista iliaca (OLIVEIRA, 2008;
TOGNOLI et al., 2009). Entretanto, na préatica dos
autores, prefere-se o decubito lateral, pois com esse
posicionamento é possivel acessar todos os locais
anatdmicos sugeridos anteriormente.

A precisdo dos movimentos de introducdo
da agulha no canal medular pode determinar a rapidez
e a precisdo do procedimento, garante os autores. Estes
sugerem a seguir algumas manobras que promovem a
eficiéncia do procedimento. A empunhadura da agulha
deve ser bem apoiada na palma da mao, para que o
cirurgido consiga aplicar melhor a sua forca. O dedo
indicador deve ser colocado na porc¢do final da agulha,
ou seja, a cerca de 4cm do bisel, e serd o responsavel,
tanto pelo movimento de pivé da mao do cirurgido,
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Figura 2 - Puncéo da fossa trocantérica de cdo com agulhas Steiss. (A) Imagem radiogréafica ventro-dorsal; (B, C) Detalhes do
local de introdugdo da agulha no osso. Observa-se que a extremidade da agulha é apoiada contra a face interna do
trocanter maior do fémur.

direcionando a perfuracdo e introducdo da agulha,
quanto pela limitacdo da introducdo desta. Essa
limitacdo € importante, pois assegura que somente a
porcéo adiante do dedo seja introduzida. Esse artificio
oferece certo grau de seguranca ao procedimento, uma
vez que limita eventuais perfuracdes indesejadas, caso
haja deslizamento da agulha.

A outra mdo sera utilizada para apreender e
delimitar as extremidades do local a ser perfurado,
garantindo, assim, que a agulha seja introduzida na
regido desejada do osso. Para iniciar a perfuragéo,
devem ser realizados movimentos de rotagdo com a
mé&o (OLSSON et al., 2006), o pulso e o antebrago,
simultaneamente, evitando a movimentacéo lateral da
agulha. O cotovelo e o brago do cirurgido deverdo
permanecer imoveis, para garantir que o orificio de
entrada da agulha seja 0 menor possivel. Atenta-se
ainda para que os movimentos de rotagdo sejam lentos
e de grande amplitude, pois, assim, aproveita-se melhor
a superficie de corte da extremidade do bisel.

Os autores desde artigo recomendam que
todas as agulhas citadas anteriormente sejam utilizadas
com um mandril em seu interior, concordando com
LARUE etal., (2005), os quais sugerem tal procedimento
quando for utilizada a agulha Jamshidi. Isso evita a
obstrucdo da sua luz por esquirolas 6sseas. Apds a

introducdo e estabilizacdo da agulha, o mandril deve
ser removido, e uma seringa de 10mL contendo
anticoagulante deve ser acoplada. Discreta retragcdo
do émbolo ¢ suficiente para obtencdo de vacuo e
aquisicdo do material desejado. A amostra coletada
deve ser encaminhada ao laboratério em seringa
previamente anticoagulada, em temperatura ambiente,
ou ainda podem ser confeccionadas as laminas, a partir
de MO in natura, para serem analisadas tdo logo
obtidas (OLSSON et al., 2006).

Complicacdes

Algumas complicacdes eventualmente
poderdo ocorrer durante a coleta de medula dssea nos
0ssos longos, dentre elas, as fraturas (LAREU et al.,
2005). Estas se tornam iminentes quando séo realizados
movimentos de “alavanca” com a agulha, gerando forca
de separacdo dos fragmentos 6sseos, conforme
experiéncia dos autores. Estes afirmam que essa
situacdo é evitada toda vez que o cotovelo e o braco
do cirurgido permanecem imadveis, deixando a rotagao
exclusivamente para a mdo, o punho e o antebraco.
Contudo, alertam que fraturas podem ocorrer quando
sdo realizadas multiplas perfuracfes em uma mesma
regido do 0sso. Isso é evitado quando as sessbes de
bidpsia aspirativa sdo feitas em 0ssos distintos.
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Figura 3 - Obtencdo de medula dssea com agulha de Steiss em can

agulha em peca anatdmica.

agulha na regido epifisaria proximal da tibia; (C) Detalhe do local de introdugdo da agulha na tibia demonstrado
em peca anatdmica; (D) Imagem radiografica ventro-dorsal da regido pélvica com a agulha introduzida no corpo
do ileo; (E, F) Demonstragcdo em peca anatdmica dos locais de introdugdo da agulha do corpo do ileo; (G) Imagem
radiogréafica antero-posterior do imero, com a agulha introduzida no tuberculo maior do Umero. (H, 1) Detalhes da

ino. Imagem radiogréfica latero-lateral (A) e frontal (B) da

Em ossos da pelve, alguns acidentes
importantes poderdo ocorrer caso ndo haja o cuidado
de delimitar a agulha com o dedo indicador, conforme
sugerido anteriormente pelos autores. Essa regido se
apresenta como uma “caixa”, envolvendo as visceras

pélvicas (TARVIN & LENEHAN, 2005). Caso haja o
deslizamento da agulha através do 0sso, como sugerido
por RASKIN (1998), a extremidade cortante da agulha
podera ser projetada para o interior da pelve (Figura
4A, 4B), perfurando uma viscera, como reto ou prostata,
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Figura 4 - Imagens radiogréaficas de complicages durante a coleta de medula 6ssea. (A) Imagem antero-posterior da pelve, com
a agulha de Steis transpassando o corpo do ileo e penetrando o interior da pelve. (B) Detalhe na peca anatémica,
demonstrando a extremidade da agulha dentro da pelve e simulando as situa¢@es onde se transpassam as duas
corticais do corpo do fleo. (C) Imagem antero-posterior, demonstrando a agulha introduzida no trocanter maior do
fémur e emergindo na regido medial da coxa. (D) Imagem da agulha transpassando o tubérculo maior do Umero. (F)
Imagem radiogréfica da agulha transpassando a cortical oposta da regido proximal da tibia.

ou um grande vaso, provocando hemorragia local. Essa
situacdo certamente é uma emergéncia, que poderia
colocar em risco a vida do paciente.

Nas complicacBes desse procedimento,
incluem-se os danos as estruturas de tecidos moles
(LAREU et al., 2005) e a auséncia de medula déssea
durante a aspiracdo. Neste Gltimo caso, deve-se ter 0
cuidado de aspirar varias vezes o local puncionado
com uma seringa de 10 ou 20mL, para que promova
vacuo suficiente, antes de afirmar que a agulha ndo
estd no local correto. Permanecendo o insucesso de
aspirado de MO, a perfuracdo podera ter ultrapassado

a cortical do osso (Figura 4) e, assim, a abertura da
agulha ndo estard no canal medular. Os autores desta
revisdo sugerem que, caso a suspeita seja esta, basta
reintroduzir o mandril da agulha e recua-la lentamente
até que comece a refluir o sangue medular.

Existe ainda o risco de contaminacdo do
canal medular, que pode evoluir para osteomielite. Cabe
lembrar que, mesmo tratando-se de um pequeno orificio,
este se constitui numa porta de entrada de patdgenos,
sendo fundamental a realizacdo de minuciosa
antissepsia pré e pos-operatoria (JUNIOR et al., 2008).
Casos de osteomielite requerem cuidado minucioso de
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tratamento, sendo recomendada a realizagdo de cultura
e antibiograma do material obtido do foco infectado e,
subsequentemente, uso de antibioticoterapia adequada
para o paciente (RAHAL etal., 2003).

CONCLUSOES

O avanco nas pesquisas com células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) e mesenquimais (MSCs) da
MO, em medicina veterinaria, desperta a necessidade
de aumentar os conhecimentos basicos a respeito de
sua origem, sua aquisicdo e seu processamento. A
medula 6ssea € uma fonte autéloga facilmente acessivel
de obtencdo desse material e pode ser adquirida do
interior dos ossos longos, como trocanter maior do
fémur e tuberosidade maior do Umero.

As complicagdes que podem surgir durante
o procedimento de coleta de medula 6ssea sdo
importantes. Contudo, cuidados como correta
orientacdo da agulha e acurada técnica de introdugdo
da desta podem reduzir significativamente a ocorréncia
de lesBes nos tecidos adjacentes ao foco de coleta.
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