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A bidpsia de medula dssea é parte integrante do estadiamento e segui-
mento de pacientes com doencas hematoldgicas. Nodulos linfoides
sdo um achado comum, usualmente observados em associagdo com
doencas inflamatérias cronicas, infeccdo, hemélise, sindromes mielo-
proliferativas e doengas auto-imunes. S&o, em geral, considerados
reacionais. Sendo a medula 6ssea o sitio extranodal mais comumente
envolvido nos linfomas foliculares, o diagnéstico diferencial mais
importante ¢é a infiltracdo medular por doenca linfoproliferativa. Do
ponto de vista pratico, os infiltrados linféides séo, em geral, facilmen-
te distinguiveis ao estudo histol6gico. Agregados reacionais sdo pe-
quenos, tém bordas delimitadas, s&o compostos por uma populagdo
celular heterogénea e tém localizagdo central. Nodulos malignos
infiltram a medula 6ssea na regido paratrabecular e s&o compostos
por células clivadas. A analise imunofenotipica, utilizando um pai-
nel de anticorpos monoclonais, é capaz de definir a linhagem celular,
subpopulacéo e estagio de diferenciacdo da populacdo neoplasica,
contribuindo para a confirmac&o do diagnoéstico. Nos casos contro-
versos, a analise molecular da proliferagdo linfoide pode ser util. A
monoclonalidade pode ser demonstrada pela restricao de cadeias le-
ves ou através do rearranjo do DNA da cadeia pesada das imuno-
globulinas. Idealmente, os resultados da analise molecular devem ser
interpretados em conjunto com a andlise morfolégica e imuno-
fenotipica. A morfologia continua sendo o padréo-ouro na avaliagéo
da infiltracdo medular por linfoma folicular e as andlises imunofeno-
tipica e molecular devem ser consideradas complementares. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2003; 25(2):81-87.
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Nodulos linféides medulares

A bidpsia da medula 6ssea é parte inte-
grante do diagndstico, estadiamento e segui-
mento de pacientes com doengas linfopro-
liferativas. Também doencas ndo neoplasicas
infecciosas e sisttmicas com frequéncia indu-
zem alteragbes morfoldgicas na medula éssea.’

Linfdcitos sdo observados na medula nor-
mal como células isoladas ou em grupamentos
linféides. Nodulos linféides (NL) medulares sdo
um achado morfolégico comum, com uma fre-
quéncia que varia entre 18% e 47%.% A frequén-
cia aumenta com a idade, alcancando valores
mais elevados na populagdo com idade superi-
or a 50 anos (Tabela 1).

Tabela 1
Frequéncia de nddulos linféides medulares de
acordo com a faixa etaria*

Noédulos linféides medulares

Idade (anos) Frequéncia (%)

0-19 7,2
20-39 9,5
40-59 11,4
60-79 16,7
>80 24,6

*Navone R e colaboradores, 1985*

Nos pacientes mais jovens, a presenga de
agregados de pequenos linfécitos maduros pode
representar um processo reacional, freqiien-
temente associado a um amplo espectro de
desordens infecciosas e doengas inflamatorias
cronicas®**®: doencas de carater auto-imune,
doengas do tecido conjuntivo,® anemia mega-
loblastica, anemia ferropriva, sindrome da imu-
nodeficiéncia adquirida (SIDA)” e outras.t Os
NL podem ocorrer com freqliéncia aumentada
também em doencas clonais do tecido hemato-
poético, tais como as sindromes mieloproli-
ferativas® e sindromes mielodisplasticas.'® A pre-
senca dessas estruturas tem merecido atengéo,
sobretudo porque o diagndstico diferencial mais
importante da hiperplasia folicular reacional é
o envolvimento medular por doencga linfo-
proliferativa, em especial os linfomas nao-
Hodgkin indolentes.'t1?

Nédulos Linféides Medulares 2.p65 82

82

Nas sindromes mielodisplasticas (SMD), NL
medulares foram observados em 24,8% dos 206
casos analisados. Nessa condi¢do, a presenga
desses agregados ndo apresentou relagdo com
a idade, progressdo da doenca, sobrevida glo-
bal ou associagdo com doenga linfoprolife-
rativa.®

Nos linfomas de curso indolente, o envol-
vimento da medula 6ssea pode ser observado
num percentual significativo de casos, alcan-
cando em algumas séries 90%.134%5 O linfoma
folicular representa o tipo que mais frequen-
temente invade a medula 6ssea. Pequenos
infiltrados, no entanto, sdo potencialmente obs-
curecidos por outras células medulares e
podem passar despercebidos. Considerando que
o achado de NL medulares pode ser a Unica
evidéncia de linfoma em pacientes sem envol-
vimento nodal aparente e, ainda, que pacien-
tes portadores de linfoma podem apresentar
NL reacionais, a definicdo do carater benigno
ou maligno é fundamental no diagndstico, no
processo de estadiamento, na decisdo da con-
duta terapéutica e na definicdo do prognéstico.

O diagnoéstico diferencial baseia-se na ana-
lise morfoldgica, andlise imunofenotipica e ané-
lise molecular.61".18

Analise morfoldgica

Nenhum critério histopatoldgico isolado se
mostrou eficaz para o diagndstico diferencial
entre NL benignos e malignos, e os principios
gerais propostos mais recentemente por Thiele
e colaboradorest® ndo diferem significativa-
mente daqueles propostos anteriormente por
Brunning e colaboradores? (Tabela 2).

Agregados reacionais sdo, em geral, pou-
co numerosos, bem delimitados e tém compo-
sicdo celular polimérfica constituida de peque-
nos linfocitos maduros de permeio a raras cé-
lulas reticulares, plasmécitos, eosinofilos e
mastécitos. Tém localizacao preferencial na re-
gido intertrabecular da medula, podendo even-
tualmente tocar a trabécula e estdo, em geral,
associados a vasos. Podem, ainda, exibir centro
germinativo, sobretudo nos casos associados a
doengas inflamatorias ou de carater auto-imu-
ne. A presenca de centro germinativo, portan-
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Tabela 2

Critérios morfolégicos para o diagndstico diferencial entre nédulos

linféides medulares benignos e malignos*

nica de marcadores de membrana
pan-T.
Um painel de anticorpos li-

Nédulos linféides medulares

mitado € suficiente para a detec¢cdo

BENIGNOS

Localizag&o central

Forma e limites precisos

Auséncia de infiltrado intersticial
Constituigao polimérfica

Auséncia de mielofibrose
Associacdo com vasos sanglineos
Eventual centro germinativo

MALIGNOS

Localizagéo paratrabecular

Forma irregular e limites imprecisos
Infiltrado intersticial frequente
Constituigho monomorfica
Presenca de mielofibrose
Auséncia de associagdo com vasos
Auséncia de centro germinativo

de envolvimento medular mini-
Mo na maioria dos casos, e inclui
CD20 e/ou CD79a e CD3 e/ou
CD45R0. 15192021 Qcasionalmen-
te alguns marcadores adicionais po-
dem ser necessarios, como anti-

*Adaptado de Brunning e McKenna, 1994 2

corpos contra cadeias leves de Ig
nas proliferagbes plasmocitéides,

to, sugere carater benigno, embora possa, even-
tualmente, ser observado no linfoma da zona
marginal*?1¢ (Figuras 1 a, b, c).

A presenga de diferentes citoquinas e di-
ferentes niveis de fatores de crescimento no
microambiente local induz tipos de nichos par-
ticulares. Na doenca linfoproliferativa, notada-
mente as de curso indolente, a infiltragdo me-
dular assume uma localizacéo preferencial para-
trabecular, o que, associado a presenca de mielo-
fibrose nas &reas de infiltracdo, constituem os
critérios morfoldgicos mais relevantes para o
diagndstico diferencial. N6dulos neoplasicos
tém, em geral, limites imprecisos, 0 que eviden-
cia um padrao infiltrativo de crescimento e com-
posicdo celular monomoérfica.2 (Figura 1 d).

Andlise imunofenotipica

A infiltragdo medular minima por doenga
linfoproliferativa pode se tornar aparente ape-
nas com o uso de técnicas imunofenotipicas.
Essa analise contribui na determinacdo da li-
nhagem celular, subpopulacéo e sugere o esta-
gio de diferenciacdo da populagédo linféide en-
volvida. Seu valor pode, no entanto, ser limita-
do pela populacdo reacional de permeio, por
vezes reduzindo a populagcdo maligna & mino-
ria das células observadas.

Varios critérios imunofenotipicos sdo utili-
zados no diagndstico da neoplasia linféide: homo-
geneidade de expressdo de alguns antigenos,
expressao antigénica aberrante e restricdo de
cadeias leves em neoplasias que expressam
imunoglobulinas (Ig) de superficie. Nas prolife-
racdes T € comum o fendmeno da perda antigé-
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CD5 ou ainda ciclina D1 para o
diagnéstico de linfoma de células do manto ou
de pequenas células B. West e colaboradores
demonstraram que um painel composto por
CD20, CD5, CD10 e bcl-2 é dutil para a distin-
cdo entre agregados linféides medulares be-
nignos e neoplasicos® (Tabela 3).

Nodulos linféides constituidos exclusiva-
mente por células B representam, em geral,
infiltracdo medular por doenga linfoproliferativa
indolente, muito embora esses possam se acom-
panhar de percentuais variaveis de células T
reacionais (linfoma B rico em células T). Agre-
gados reacionais sdo freqlientemente compos-
tos por células B e T.19202

Nas SMD, um painel reduzido de anticorpos
monoclonais, composto por CD20, CD45R0,
CD3 e anti-bcl-2, foi utilizado para avaliacdo
imunofenotipica desses agregados. Os NL, ndo
associados a doenca linfoproliferativa, apresen-
taram trés padrdes distintos de marcacdo para
0 anticorpo anti-CD20 (central, perinodular e
difuso) e percentuais variaveis de células T de
permeio.*

O diagnostico diferencial entre lesdo neo-
plasica e processo reacional pode requerer a
determinagédo da clonalidade da proliferagéo. A
restricdo de cadeias leves de imunoglobulinas
(Ig) é considerada critério diagndstico para neo-
plasia de células B, baseado no conhecimento
de que cerca de 80% dessas neoplasias ex-
pressam apenas kappa ou lambda, enquanto
NOs processos reacionais o padrao é policlonal.
A técnica requer, como método de escolha, te-
cido congelado e, ainda assim, sdo fatores
limitantes a presenca de Ig no intersticio, o
nivel de expressdo de cadeias leves, a compo-
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Fig. 1 — Nodulos linféides medulares: A — Noédulo linféide intersticial benigno, com centro germinativo exuberante e coroa
linfocitaria, observado em paciente HIV (HE 200x); B —Nédulo linféide intersticial benigno, bem delimitado, com vaso sangiiineo
evidente (HE 200x); C — Nédulo linféide reacional com fibras reticulares dekicadas de distribuicéo periférica (Prata reticulina
200x); D — Volumoso nédulo linféide neopléasico de limites imprecisos e localizacéo para-trabecular (HE 200x)
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Tabela 3
Critérios imunofenotipicos para o diagndstico
diferencial entre nédulos linféides medulares
benignos e malignos*

Benignos Malignos

CD20
>50%
CD5
>50%
CD10
>15%
Bcl-2
>50%

55% 88%

55% 15%
5% 46%

75% 100%

*Adaptado de West e colaboradores, 20022

sicao celular do infiltrado e também a extensdo
do infiltrado inflamatorio policlonal de permeio.
Os melhores resultados, portanto, sdo obtidos
através da demonstracdo de Ig citoplasmaticas,
0 que restringe a sua utilizagdo para desordens
com diferenciacdo plasmocitaria.?

A analise imunofenotipica da expressdo
das cadeias leves em material a fresco por cito-
metria de fluxo é utilizada para determinacdo
de clonalidade de proliferacdes B. A técnica €
rapida e de baixo custo e permite a deteccdo
de pequeno numero de células monoclonais
(1% a 5%) na presenca de células B policlo-
nais.® Em material de arquivo, a analise retros-
pectiva de 105 pacientes revelou especificidade,
sensibilidade, valor preditivo positivo e negati-
vo de 92,3%, 73,1%, 90%, 77%, respectiva-
mente.? Para avaliacdo de estruturas nodulares,
no entanto, a obten¢do de uma amostra de li-
mites definidos, representativa do material a
ser examinado, pode constituir um fator limitante
desse método.

Analise molecular

A andlise imunogenotipica, através da evi-
déncia da restricdo de cadeias leves ou através
do estudo do rearranjo do DNA da regido CDR3
da cadeia pesada das imunoglobulinas pela re-
acdo em cadeia da polimerase (PCR), é capaz
de determinar a clonalidade de proliferagdes
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linféides B em nivel molecular em casos que
escapam a deteccdo morfolégica e imuno-
histoquimica. Tornou-se, portanto, um impor-
tante estudo complementar na avaliacdo das
desordens linfoproliferativas.'’

O estudo de DNA extraido de fragmentos
de bidpsia Ossea fixados, descalcificados e in-
cluidos em parafina mostrou resultados superi-
ores agueles obtidos de material aspirado® uma
vez que o padrdo de envolvimento medular,
freqUentemente heterogéneo e focal, pode re-
sultar na auséncia de células neoplasicas detec-
taveis no aspirado. A diluicdo inevitavel com
células do sangue periférico pode alterar de
forma critica o limiar de detec¢do pela técnica
utilizada. Também o espessamento da rede de
reticulina, que, com freqiiéncia, acompanha as
proliferagbes linfomatosas, pode ser um fator
limitante para a obtengdo de material adequado.

Especialmente para a avaliacdo de infil-
trados nodulares é dificil a definicdo de um
limiar para a relacdo kappa:lambda que define
monoclonalidade, considerando que o material
analisado forgosamente inclui células reacionais
de permeio. Magalini e colaboradores utiliza-
ram, para garantir a adequacdo da amostra, a
técnica de microdisseccdo do agregado linféide
a partir de fragmentos de bidpsia.?” A técnica,
no entanto, ndo estd amplamente disponivel e
nao é adequada para estudos de rotina.

Mais recentemente, a evidéncia de mono-
clonalidade através da restricdo de cadeias le-
ves foi demonstrada em material de arquivo
utilizando PCR quantitativo (“real time PCR”).
Lehmann e colaboradores aumentaram a taxa
de deteccdo de clonalidade, de uma média de
17% obtida através de imuno-histoquimica e 66%
através da analise do rearranjo de DNA por
PCR convencional, para 83% com a nova técni-
ca. A metodologia beneficiou, em especial, a
analise dos linfomas foliculares.?®

A anélise imunogenotipica convencional
tem se mostrado um recurso de alta especi-
ficidade, mas com elevado nimero de resulta-
dos falso-negativos, com uma sensibilidade que
varia em torno de 60%.®%%% As causas prova-
veis dos resultados falso-negativos sdo a conta-
minacao, erro de amostragem, distribuicdo he-
terogénea e focal do infiltrado linfomatoso, a
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degradagdo do DNA, resultado do processo de
fixacdo e descalcificacdo e competicdo na am-
plificacdo do DNA por células policlonais. Um
elevado numero de resultados falso-negativos
pode ainda ser atribuido a hipermutacdo dos
genes das cadeias pesadas de imunoglobulinas,
nos estudos de rearranjo.182%

Concluséao

O diagnéstico diferencial entre NL malig-
nos e benignos deve ser resultado de correla-
cdo clinica e morfoldgica. A analise morfolégica
continua sendo o padrdo-ouro na avaliagdo
diagnostica de infiltrados linféides medulares.
A analise imunofenotipica e imunogenotipica
sdo adjuntos importantes, sobretudo nos casos
duvidosos ou inconclusivos.

Abstract

Bone marrow trephine biopsies are an integral part of
the diagnosis, staging and follow-up of patients with
haematologic disorders. Lymphoid nodules are a
common finding, usually reported in association with
chronic inflammatory syndromes, infection
haemolysis, myeloproliferative disorders and auto-
immune diseases. They are usually considered to be a
reactional feature. As bone marrow is the most
common site of extranodal involvement of follicular
lymphoma, the most important differential diagnosis
is represented by bone marrow involvement by
malignant lymphoma. From a practical point of view
bone marrow lymphoid infiltrates are easy to diagnose
on a histological basis. Benign aggregates are typically
smaller, well distinguishable, contain a mixed
population of cells and are nonparatrabecular.
Neoplastic aggregates involving bone marrow as a
paratrabecular infiltrate composed of cleaved cells.
Immunophenotyping using a panel of monoclonal
antibodies is capable of determining the lineage, subset
and stage of differentiation of neoplastic lymphoid cells
and may therefore contribute to confirm diagnosis.
Especially in controversial cases, immunogenotypic
analysis of the lymphoid proliferation may be helpful.
Monoclonality may be detected by monotypic expressions
of immunoglobulins or clonal rearrangements in the
immunoglobulin heavy chain or T cell receptor genes.
Ideally, the results of immunogenotypic analysis should
be interpreted only in conjunction with the results of
morphologic evaluation and immunophenotypic analysis.
Morphology is still the gold standard in evaluating bone
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marrow infiltration by follicular lymphoma and
immunophenotypic and immunogenotypic analysis
should be considered as useful complementary
investigations. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;
25(2):81-87.

Key words: Lymphoid nodules; bone marrow;
immunophenotyping; immunogenotyping.
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