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Resumo 

 

Introdução: A medula óssea é o órgão responsável pela hematopoise, fenômeno que se 

relaciona com a diferenciação da célula tronco hemopoética (CTH) em eritrócitos, 

granulócitos, monócitos, linfócitos e plaquetas. É constituída pelo tecido 

hematopoiético, tecido gorduroso, matriz proteica e sinusoidais e está contida no 

interior dos ossos esponjosos, em contato com o tecido ósseo cortical e trabecular. Em 

1978, Ray Schofield conceituou nicho como local especifico, dentro da medula óssea, 

onde a CTH se origina, assenta e prolifera. Atualmente sabe-se que o nicho é mais do 

que um simples compartimento morfológico, mas um sítio funcional e dinâmico, que se 

remodela e influencia a função da CTH e suas progenitoras, exercendo papel definitivo 

na CTH normal e neoplásica. Estudos demonstram que os nichos e seus componentes 

celulares e proteicos, influenciam e determinam a manutenção de CTH ativas e 

quiescentes, sendo determinante na manutenção, progressão e recaída de doenças da 

medula óssea. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar na medula óssea humana, 

acometida por doenças primárias, secundárias e reacionais, o comportamento da CTH, 

descrevendo localização e quantificação destas. Material e métodos: Para realização 

deste estudo, foram selecionados quatro grupos de doenças hematológicas, divididas 

em mieloma múltiplo (n= 10), leucemia linfóide crônica (n= 10), síndrome 

mielodisplásica (n= 10) e reacional (n= 10). Foi realiado um estudo imuno-histoquímico 

para avaliação da marcação e dos nichos dos marcadores CD44, CD34, CD31 e CD117. 

Resultados: O marcador CD44, molécula de adesão importante na manutenção de CTH e 

nicho de células tumorais, foi encontrado em maior quantidade durante o estudo, e 

principalmente no nicho 2. Também foi possível observar que em neoplasias 

hematológicas, existe uma marcação positiva no nicho 3, sugerindo assim, uma ativação 

e migração das CTH para outros microambientes. Conclusão: De todos os marcadores 

estudados, o CD44 é o que teve maior importância e impacto no funcionamento das 

CTH, sugerindo que este possa ser considerado um marcador para estudar a biologia das 

CTH.  

Palavras-chaves: medula óssea; célula tronco hematopoética; microambiente; imuno-

histoquímica. 
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Abstract 

 

Introduction: Bone marrow is the organ responsible for hematopoiesis, a phenomenon 

that is related to the differentiation of hemopoietic stem cell (HSC) into erythrocytes, 

granulocytes, monocytes, lymphocytes and platelets. It consists of hematopoietic tissue, 

fatty tissue, protein and sinusoidal matrix and is contained within the spongy bones, in 

contact with the cortical and trabecular bone tissue. In 1978, Ray Schofield 

conceptualized a niche as a specific site within the bone marrow, where the HSC 

originated, settled, and proliferated. It is now known that the niche is more than a 

simple morphological compartment, but a functional and dynamic site, which remodels 

and influences the function of HSC and its progenitors, playing a definitive role in normal 

and neoplastic HSC. Studies demonstrate that niches and their cellular and protein 

components influence and determine the maintenance of active and quiescent HSC, 

being determinant in the maintenance, progression and relapse of diseases of the bone 

marrow. Objective: The aim of this study was to evaluate the behavior of HSC in the 

human bone marrow, affected by primary, secondary and reactional diseases, describing 

their location and quantification.  Materials and methods: Four groups of hematological 

diseases were selected, divided into multiple myeloma (n = 10), chronic lymphocytic 

leukemia (n = 10), myelodysplastic syndrome (n = 10) and reactional (n = 10). An 

immunohistochemical study was performed to evaluate the marking and niches of the 

CD44, CD34, CD31 and CD117 markers. Results: The CD44 marker, an important 

adhesion molecule in the maintenance of CTH and tumor cell niche, was found in greater 

quantity during the study, and especially in the niche 2. It was also possible to observe 

that in hematological malignancies, there is a positive marking in the niche 3, thus 

suggesting an activation and migration of the HTCs to other microenvironments. 

Conclusion: Of all the markers studied, CD44 is the one that had the greatest importance 

and impact on the functioning of HTCs, suggesting that it could be considered a marker 

to study the biology of HTCs. 

Keywords: bone marrow; hematopoietic stem cell; microenvironment; 

immunohistochemistry. 
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Introdução 

 

A medula óssea (MO) é o órgão mais extenso dos mamíferos, 

sendo o local da hematopoiese e de diferenciação de células imunes, 

responsável por produzir eritrócitos, granulócitos, monócitos, linfócitos e 

plaquetas. Localiza-se na cavidade medular dos ossos esponjosos e 

consiste em aglomerados de tecido hematopoiéticos e células adiposas, 

cercados por seios vasculares (1). 

A hematopoiese é sustentada por células-tronco hematopoéticas 

(CTH), com capacidade de autorrenovação e diferenciação. Tais 

características são especificas e diferem as CTH de outras células dos 

mamíferos (1,2). São reguladas e mantidas por um microambiente 

complexo, organizado em compartimentos denominados de “nicho”. Ray 

Schofield, em 1978 (3), conceituou nicho como local especifico, dentro da 

medula óssea, onde a CTH se origina, assenta e prolifera. Atualmente 

sabe-se que o nicho é mais do que um simples compartimento 

morfológico, mas um sítio funcional e dinâmico, que se remodela e 

influencia a função da CTH e suas progenitoras, exercendo papel 

definitivo na CTH normal e neoplásica (2, 4, 5). São compostos por grande 

quantidade de fatores humorais e celulares, proteínas de matriz, por 

exemplo, fibronectina e ácido hialurônico, e fatores de sinalização que 

regulam a diferenciação e multiplicação das CTH. Os estudos e o 

reconhecimento dos nichos na medula óssea só foram possíveis graças 
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aos avanços técnicos de análise de imagem do interior da medula óssea, 

bem como uma série de elegantes estudos em modelos murinos (2,6). 

O primeiro nicho a ser descrito foi o “nicho endosteal ou 

osteoblástico” associado à região peritrabecular e região subcortical do 

tecido ósseo que contem o tecido hemopoietico; posteriormente foi 

descrito o “nicho vascular” junto aos vasos sinusoidais (7,8). 

O nicho osteoblástico (NOB), tem como principal componente 

celular os osteoblastos, responsáveis pela formação óssea. Estes se 

dispõem na superfície de contato com a matriz óssea e o tecido 

hemopoietico (4,8). Já foram objetos de vários estudos, e revisado em um 

artigo de Seshadri e Qu (2016) (8,9), que definiram a relação entre a 

presença de osteoblastos e número de CTH: em ratos a ativação dos 

receptores de PTH/PTHrP, com consequente aumento do número de 

osteoblastos leva a um aumento do número de CTH; a deleção do gene 

Dicer I, expresso somente em progenitores osteogênicos afeta 

diretamente a hemopoiese (8). A osteopondina e a trombopoentina, 

proteínas associadas aos osteoclastos, relacionadas à adesão da CTH na 

superfície óssea, estão relacionadas com a manutenção da CTH 

quiescente. No NOB observam-se macrófagos que expressam receptor de 

fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF), que quando 

hiperexpressos suprimem a osteocalcina e CXCL-12 que irá mobilizar os 

osteoblastos e as CTHs (1,4,8). 

O nicho vascular (NV) está localizado no interior da medula óssea, 
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próximo aos sinusóides. Estes representam o leito vascular da medula 

óssea. São compostos por células endoteliais fenestradas, cujo fenótipo e 

aspectos morfológicos são distintos de outros endotélios. O endotélio dos 

sinusóides da medula óssea é fenestrado, com membrana basal fina e 

escassos pericitos de sustentação (2).  

É referido que parte do nicho vascular, denominado nicho peri 

vascular (NPV), contem células mesenquimais com funções especificas 

de regulação da CTH e sua diferenciação linfóide e eritróide (6). Tais 

células são denominadas: CAR (células reticulares associadas à citocina 

CXC-12) e células mesenquimais Nestina+. As primeiras expressam 

VCAM-1, CD44, receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGFRA e PDGFRB) e possui capacidade de diferenciação adipogênica 

e osteogênica (8,10). As células CAR exercem suas funções através da 

secreção de SCF e CXCL12 no micro ambiente da medula óssea e, há 

indícios, que regulem a diferenciação de CTH quiescentes. As células 

mesenquimais Nestina+ podem se diferenciar em osteoblastos; quando 

depletadas pela toxina botulínica ou pela Tamoxifen levando a diminuição 

de CTH imaturas, e consequente anemia por falência da medula óssea 

(8,10). 

Outro nicho citado na literatura é o peri neural (NPN), localizado 

junto as células de Schwann não mielinizadas, distribuídas na região peri 

vascular, responsáveis por ativar o TGF-β, que por sua vez regula a 

ativação de CTH (1,6,8).  
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A matriz proteica extracelular do estroma da medula óssea (MEC) 

também é considerada um nicho. Nela encontram-se as proteínas: 

tenascina (TN-C), colágeno tipo I e IV e fibronectina (FNT). A TN-C está 

localizada ao longo do nicho periosteal, sendo responsável pela 

diferenciação e proliferação hematopoiética. Durante a manutenção da 

hematopoiese, as células CAR produzem grande quantidade de TN-C, 

que se relaciona com a produção de nicho específico para células tronco 

neoplásicas (8,10). Este fato está sendo estudado na Leucemia Mielóide 

Crônica (LMC), onde o aumento da TN-C se correlaciona com a 

progressão da doença (7). Nosso grupo evidenciou este mesmo fato com a 

FIBN e progressão da fase crônica para crise blástica em LMC. Em 

carcinomas indiferenciados de nasofaringe, nosso grupo também publicou 

a importância desta proteína de matriz como indicadora de pior 

prognostico (11). 

Fazendo uma analogia, os nichos funcionam como estações e 

subestações funcionais interligadas por cabos (fatores de crescimento, 

interleucinas, proteínas de matriz) que informam e ajustam a diferenciação 

da CTH para compor o sangue com elementos figurados, conforme as 

necessidades do organismo. A CTH também pode deixar o nicho 

especifico, ao receber sinais de mobilização, e entram na corrente 

sanguínea para assegurar a vigilância imunológica nos tecidos periféricos 

e sítios distantes. Assim, CTH depende criticamente do curto e longo 

alcance instrutivo provindos dos nichos do interior da medula óssea para 
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muitos aspectos da sua biologia, incluindo a manutenção do ciclo celular, 

e regulação da dinâmica das fases de quiescência/proliferação e 

ancoragem/mobilização (12,13). 

As informações sobre a importância dos nichos na medula óssea 

murina tem aventado muitas teorias nas doenças primarias da medula 

óssea humana. Há hipóteses que descrevem, nas neoplasias malignas 

crônicas primárias da medula óssea (Leucemia Mieloide Crônica, 

Leucemia Linfocítica Crônica e Síndrome Mielodisplásica), danos 

acumulados no DNA, levando a um escape clonal, e acúmulo de células 

neoplásicas, associadas a mutações das células estromais (10). 

Em murinos e em humanos as CTH primitivas CD34+ estão 

localizadas junto as células estromais perivasculares CXCL12 e CD31+ e 

as CTH com certo grau de diferenciação CD45+ e CD34+ estão junto a 

região periosteal. Aventa-se que o caráter focal de acometimento de 

determinadas infiltrações neoplásicas na medula óssea e recaídas 

precoces de leucemias tenham relação com os nichos e suas 

sinalizações. Nos murinos, as leucemias e síndrome mielodisplásica, os 

nichos da medula óssea estão destruídos (14). Nos humanos, em biopsia 

de medula óssea, usa-se este critério morfológico para o diagnostico 

destas doenças, porém sem uma explicação biológica para tal. 

A importância de se estabelecer a localização das CTH e seus 

nichos, e a relação destas nas doenças primarias, secundarias e 

reacionais da medula óssea é indubitável, vindo a responder e abrindo 
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caminhos para melhor interpretação da patogenia e diagnóstico 

morfológico destas doenças. 

 

Figura 1 – Imagem retirada do artigo de Schepers et.al (2015) 
(13)

, ilustrando a 

distribuição e composição dos nichos descritos. 

 

Mieloma Múltiplo 

Mieloma múltiplo (MM), é uma neoplasia maligna fatal, que 

representa cerca de 13% de todos os cânceres hematológicos (15), 

acometendo principalmente idosos acima de 65 anos (16), mais homens do 

que mulheres, e mais negros do que brancos (17). O MM afeta as células B 

e caracteriza-se por uma proliferação de plasmócitos neoplásicos, 

produzindo proteínas M e podendo causar insuficiência renal, anemia e 

principalmente fraturas ósseas (18).  

A doença pode ser iniciada como uma Gamopatia Monoclonal de 
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Significado Inderteminado (GMSI), evoluindo para um mieloma latente 

(assintomático), até chegar ao mieloma múltiplo propriamente dito, que é a 

fase sintomática, resultando em infiltração na MO e principalmente lesões 

ósseas (16). 

Sabe-se que os osteoblastos são responsáveis pela formação 

óssea, e os osteoclastos pela lise e absorção óssea, e no MM, o equilíbrio 

entre essas células é distorcido para uma direção de perda óssea líquida. 

Esse desequilíbrio leva a um processo chamado de ciclo vicioso, onde a 

lise óssea osteoclástica induzida pelo MM, libera fatores de crescimento 

presentes no osso e promovem o crescimento do tumor, que por isso, 

estimula ainda mais a atividade dos osteoclastos (16). 

Segundo Wennekers e colaboradores (2018), 20% dos pacientes 

com MM podem ter insuficiência renal aguda (IRA), e metade deles, 

podem necessitar de diálise, e a IRA pode ser agravada por várias 

circunstâncias como, desidratação, hipercalcemia, hiperuricemia, 

hiperviscosidade sanguinea, uso de drogas nefrotóxicas, etc. A causa da 

IRA primária no MM se explica pela alteração tubular proximal e distal, por 

dano celular devido as cadeias leves filtradas, amiloidose, doenças por 

depósitos de cadeias pesadas, crioglobulinemia, infiltração intersticial por 

células do MM. O envolvimento renal agudo ou crônico piora o prognóstico 

do paciente, e é geralmente a segunda causa de morte no MM.  

Infecções são mais uma das principais complicações associadas 

ao MM e são também, uma causa importante para morbidades e a 
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principal causa de mortalidade desses pacientes. Pacientes acometidos 

pelo MM apresentam uma imunodeficiência relacionada à disfunção de 

células B (hipogamaglobulinemia), anormalidades de células T, células 

dendríticas e células natural killer (NK) (19). 

 

Leucemia Linfocítica Crônica 

A Leucemia Linfóide Crônica (LLC), é a leucemia mais comum nos 

adultos, sendo responsável por 25% das leucemias adultas e 25% dos 

Linfomas Não-Hodgkin, e acomete principalmente, os adultos mais velhos, 

com uma mediana de idade de 71 anos, e a incidência mais comum é em 

pessoas com história familiar de LLC, pessoas caucasianas e exposição 

ao agente laranja (20, 21). A evolução clínica dos pacientes com LLC, pode 

ser bem distinta uma da outra, onde alguns podem ter uma progressão 

bem rápida, com constantes recaídas após o tratamento, e outros com 

uma doença mais controlada, mesmo sem tratamento (21). 

Trata-se de uma doença caracterizada por um acumulo 

progressivo de linfócitos, que são morfologicamente bem parecidos com 

linfócitos maduros normais. Acredita-se que os linfócitos da LLC não se 

proliferam rapidamente, mas se acumulem no interior da medula óssea, 

ocupando o tecido hemopoiético normal. As características clínicas da 

doença, são, na maioria dos casos, linfocitose assintomática do sangue 

periférico ou leucocitose (menos comum), linfadenopatia, 

hepatoesplenomegalia, falência da MO, infecções recorrentes, devido à 



26 
 

linfocitose, e ainda podem aparecer anemia hemolítica autoimune ou 

trombocitopenia autoimune (20). 

Nos pacientes com LLC, principalmente entre os idosos, as 

infecções são a principal causa de morbidade e mortalidade, por isso, 

recomenda-se que logo no momento do diagnóstico, que é quando ainda 

existe uma resposta imunológica residual, esses pacientes recebam 

vacinas contra Streptococcus pneumoniae e gripe, e evitem as vacinas 

atenuadas (21). 

Outra consequência comum é que esses pacientes são mais 

suscetíveis a adquirirem neoplasias secundarias principalmente as de 

pele.  Raramente, a LLC pode se transformar em Linfoma Difuso de 

Grandes Células B e Linfoma de Hodgkin, por isso, a patogênese 

molecular da LLC no microambiente do tecido linfoide é de extrema 

importância no crescimento e sobrevida dessas células neoplásicas (20, 21). 

 

Síndrome Mielodisplásica 

As Síndromes Mielodisplásicas (SMD) são desordens clonais 

representadas por uma hematopoese ineficaz, com proliferação, 

diferenciação e apoptose defeituosas, citopenias periféricas, e pode ser 

chamada de fase pré-leucêmica, pois existe uma grande chance de 

evolução para uma Leucemia Mielóide Aguda (LMA) (22, 23). A patogênese 

da SMD ainda não é muito clara, e por isso, sem tratamentos específicos, 

além do transplante de MO (22). Uma característica bem estabelecida, são 
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aberrações cromossômicas (-5 / del (5q), - 7 / del (7q), del (11q), del (12p) 

/ (12q), --y e +8) e diferenciação do clone malígno, o que resulta em uma 

alta taxa de formação de blastos e insuficiência da medula óssea. Além 

das aberrações cromossômicas, certas alterações resultam de um 

microambiente anormal na medula óssea (22, 23). 
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Justificativa 

 

O presente estudo faz-se importante frente aos novos 

conhecimentos sobre nichos da medula óssea e a relação destes com 

CTH ativas ou quiescentes. O esclarecimento de como a CTH se 

comporta em doenças primárias e secundárias à MO, neoplásicas e não 

neoplásicas, sua localização, número e relação com os nichos periosteal e 

perivascular, contribuirá com estudos prévios em murinos, que aventam 

hipóteses de alteração primária dos nichos e seus componentes nas 

leucemias agudas. O estudo atual irá avaliar, em biopsias de medula 

óssea humana, acometidas por doenças primárias, secundárias e 

reacionais, o comportamento da CTH, descrevendo localização e 

quantificação destas com os nichos periosteal e peri endotelial. É um 

estudo inédito que contribuirá com a patogenia, aspectos morfológicos e 

provável prognostico destas doenças. 
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Objetivos 

 

Objetivo Geral 

 Analisar a quantidade e a distribuição de células tronco 

hematopoiéticas em diferentes doenças primárias e secundárias à 

medula óssea. 

 

Objetivos Específicos 

 Descrever na Leucemia Linfocítica Crônica, a quantidade e a 

distribuição de células tronco hematopoiéticas, e correlacionar com 

o prognóstico; 

 

 Descrever no Mieloma Múltiplo, a quantidade e a distribuição de 

células tronco hematopoiéticas e correlacionar com carga e 

prognóstico; 

 

 Descrever na Síndrome Mielodisplásica, a quantidade e a 

distribuição de células tronco hematopoiéticas e correlacionar com 

a evolução clínica; 

 

 Descrever na Medula Óssea Reacional, a quantidade e distribuição 

de células tronco hematopoiéticas, e correlacionar com a gravidade 

dos casos. 
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Materiais e métodos 

 

1. Casuística 

Seleção dos casos: Foram selecionados 45 casos clínicos oriundos 

do Serviço de Patologia do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina 

de Botucatu- UNESP, de pacientes de cidades do interior do estado de 

São Paulo, cujos laudos anatomopatológicos apontavam os diagnósticos 

de: Leucemia Linfocítica Crônica (LLC), Mieloma Múltiplo (MM), Síndrome 

Melodisplásica (SMD) e Medula Óssea Reacional (MOR), entre os anos 

de 2007 a 2017, e tais doenças foram escolhidas por serem as neoplasias 

mais comuns atendidas no serviço, e por tanto, com maior número de 

amostras.  Destes, selecionou-se 40 lâminas e blocos de parafina, 

representados por coágulo de aspirado de medula óssea (CAM); em oito 

casos foram selecionadas as biopsias de medula óssea (BMO), 

correspondentes a oito coágulos de aspirado, cujo os fragmentos ósseos 

eram representativos da doença, totalizando 48 amostras. 

 

Grupo controle: Foram selecionados cinco casos clínicos oriundos 

do Serviço de Patologia do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina 

de Botucatu- UNESP, cujos laudos anatomopatológicos apontavam os 

diagnósticos de: “medula óssea normocelular para a idade e ausência de 

neoplasia”. Destes casos foram separados lâminas e blocos de parafina, 

correspondentes ao coágulo do aspirado de medula óssea e/ou biopsia de 
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medula óssea, sendo que em um caso o fragmento ósseo correspondia ao 

coágulo selecionado, totalizando seis amostras.  

 

2. Critérios de Inclusão: 

Foram selecionadas amostras de medula óssea fixadas e incluídas 

em parafina, representativas das doenças a serem estudadas. 

Considerou-se amostra representativa quando o coágulo do aspirado de 

medula óssea, continha três espículas grandes ou cinco pequenas e, no 

fragmento de biópsia de medula óssea, mais de três espaços 

intertrabeculares. 

Amostra deveria ser referente à primeira coleta para o diagnóstico, 

sem tratamento prévio. 

 

3. Critérios de Exclusão: 

Foram excluídas amostras pouco representativas, com artefatos de 

processamento e/ou coleta. 

 

4. Preparo prévio das amostras: 

4.1. Coágulo de Medula Óssea 

Os coágulos de aspirados de medula óssea foram recebidos em 

formalina tamponada a 10%, no interior de recipiente com tampa, 

identificado (nome completo, registro hospitalar, data de nascimento), em 

volume igual ou maior que 10 vezes ao da amostra. Após fixação, de no 
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mínimo 6 horas, o coágulo era seccionado em finas fatias, transferidas 

para um cassete identificado (número da biópsia), e processado em um 

processador de tecidos (TP1020, Leica Instruments Gmbh, Germany), 

onde era desidratado, com a passagem de variados álcoois absolutos, 

seguido de banhos em xilol e impregnado em parafina, “overnigth”. Após 

esse período o fragmento foi retirado do cassete, incluído em parafina 

liquida a 60°C, e seccionado em cortes de 4 micras. Estes foram corados 

em Hematoxilina Eosina, coloração de Perls e impregnação argêntica, de 

acordo com protocolo de coloração do Laboratório de Histologia do 

Departamento de Patologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu. 

 

4.2. Biópsia de Medula Óssea (fragmento ósseo) 

Os fragmentos ósseos, oriundos do Serviço de Hematologia do 

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, produto da 

retirada de biopsia de crista ilíaca póstero-superior, realizada com agulha 

de Jamishidit, foram recebidos em formalina tamponada a 10% em 

recipiente identificado (nome completo, registro hospitalar, data de 

nascimento), com tampa, em volume igual ou maior que 10 vezes o 

volume da amostra, medindo cerca de 1,5 cm. Após a fixação, de no 

mínimo 12 horas, a formalina tamponada foi desprezada e adicionado 

descalcificador (EDTA ácido acético 0,5%) pelo período de 8 horas. A 

amostra foi lavada em álcool absoluto por duas horas em seguida 
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transferida para um cassete identificado (nome e número da amostra), e 

processada em um processador de tecidos (TP1020, Leica Instruments 

Gmbh, Germany), onde era desidratado, com a passagem de variados 

álcoois absolutos, seguido de banhos no xilol e impregnado em parafina, 

“overnigth”. Após esse período o fragmento era retirado do cassete, 

incluído em parafina líquida a 60°C, e seccionado em cortes de 4 µm. 

Estes foram corados em Hematoxilina-Eosina, coloração de Perls e 

impregnação argêntica, de acordo com protocolo de coloração do 

Laboratório de Histologia do Departamento de Patologia do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. 

A escolha pelo método de descalcificação, com EDTA- ácido 

acético se justifica por ser um método de reação lenta, com melhor 

preservação dos epítopos antigênicos, garantindo uma analise imuno-

histoquímica mais eficiente. 

 

5. Construção Tissue Microarray (TMA): 

       Foram selecionadas 40 lâminas e blocos de parafina, contendo os 

coágulos dos aspirados de medula óssea, assim distribuídos: 10 casos de 

LLC, 10 casos de SMD e 10 casos de medula óssea reacional. Lâminas e 

blocos foram demarcados em áreas especificas. Foi elaborado um mapa, 

com a sequência dos números das biópsias e localização no bloco de 

parafina receptor. Utilizou-se dois fragmentos de placenta como 

indicadores do início e final da sequência mapeada. A confecção do TMA 
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foi realizada no Laboratório de Pesquisa Toxican, pertencente ao 

Departamento de Patologia, localizado na Unidade de Pesquisa 

Experimental (UNIPEX), da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp. 

Utilizou-se o equipamento manual Veridiam Semi Automated Tissue 

Arrayer (VTA-100). A partir da retirada de um fragmento cilíndrico, com 0,2 

cm de diâmetro, do bloco de parafina doador organizou-se, no bloco 

receptor, o arranjo de tecidos, compondo uma plataforma de fragmentos 

com as 40 amostras representadas. Foram seccionados cortes com 3 µm 

de espessura, depositados em lâminas silanizadas, uma delas coradas 

em Hematoxilina-Eosina e as demais preparadas para o estudo imuno-

histoquímico. 

  

6. Estudo Imuno-histoquímico: 

Para o estudo imuno-histoquímico utilizou os anticorpos primários 

descritos na Tabela 01: 

Tabela 1 – Descrição dos anticorpos primários utilizados no estudo. 

Anticorpo 

Primário 

Clone Diluição Empresa Método Localização 

CD34 

Classe II 

Monoclonal 

 QBEnd-

10 

1:100 Dako  Dako 

Auto 

stainer 

Membrana 

CD31  m0823 1:100 Dako Dako Membrana  
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Monoclonal 

 

Auto 

stainer 

CD117, c-

Kit 

Policlonal 

 A4502 1:200 Dako Dako 

Auto 

stainer 

Membrana 

e/ou 

Citoplasma 

CD44  

Monoclonal 

DF1485 1:100 Dako  Dako 

Auto 

stainer 

Membrana 

e/ou 

Citoplasma 

 

   

O estudo imuno-histoquímico foi realizado em quatro lâminas, 

contendo secções da plataforma de TMA, cinco lâminas (casos controle) 

com tecidos inteiros representados e em oito casos contendo fragmentos 

ósseos de biópsias de medula óssea. Os cortes foram seccionados na 

espessura de 3m e depositados em lâminas de vidro silanizadas (Sigma 

Chemical Corporation, P-7886, Saint Louis, MO, EUA). Os cortes foram 

posteriormente desparafinizados em xilol por 5 minutos (4 banhos), 

hidratados em álcool etílico absoluto (5 banhos) e lavados com solução 

salina tamponada (PBS) por 5 minutos, seguindo-se pelo bloqueio da 

peroxidase endógena com H2O2 a 3% por 10 minutos. A recuperação 

antigênica foi realizada através do sistema PTLINK da Dako, conforme 

recomendação do fabricante, em pH ácido ou básico, de acordo com a 

padronização de cada anticorpo.  A seguir as lâminas foram retiradas do 
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equipamento e incubadas em solução de lavagem (Envision Flex Wash 

Buffer – solução salina tamponada com Tris contendo Tween 20, pH 7.6) 

por 5 minutos e aplicado a solução de bloqueio de peroxidase por 5 

minutos (Envision Flex peroxidase block) – tampão fosfato contendo 

peroxido de hidrogênio, NaN3  e detergente. Posteriormente as lâminas 

foram incubadas com os anticorpos primários por pelo menos 12 horas 

durante o período noturno à temperatura de 4ºC. Após lavagem em PBS, 

aplicou-se o polímero por 20 minutos (Envision Flex/HRP) – dextran 

acoplado com moléculas de peroxidase e anticorpo secundário 

direcionado contra imunoglobulinas de coelho e camundongo. Para 

identificação da reação utilizou-se a solução de trabalho (Envision Flex 

Subtraste Working Solution – DAB mais solução tamponada contendo 

peroxido de hidrogênio) por 10 minutos, lavagem por 5 minutos. Os cortes 

foram contracorados com Hematoxilina de Meyer e as lâminas foram 

montadas com resina e rotuladas.  

Utilizou-se o procedimento padrão, abstraindo-se os anticorpos 

primários, para se realizar o controle negativo da reação. 

 

7. Leitura das Lâminas: 

 A leitura das lâminas foi realizada por uma hemopatologista 

(MACD), do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de 

Botucatu-Unesp, acompanhada da aluna desse estudo, autora deste 

estudo. 
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7.1. Escore utilizado para a leitura do Estudo imuno-

histoquimíco: 

A leitura foi realizada em microscópio óptico, biocular (Nikon) de 

dupla observação e através do analisador de imagem Scaner 3DHistotec. 

Usou-se uma escala semi-quantitativa, com os critérios, assim definidos: 

 Localização das células marcadas pela reação de IMH: nicho 1 

(subosteal); nicho 2 (peritrabecular); nicho 3 (peri-endotelial e 

intertrabecular). 

 Marcação para o anticorpo primário estudado: para cada anticorpo 

estudado, nas lâminas de TMA, BMO (fragmento inteiro) e coagulo 

de aspirado de medula óssea (fragmento inteiro) descreveu-se a 

positividade da marcação.  

 Porcentagem das células marcadas pela reação de IMH: fez-se 

uma análise semi-quantitativa, analisando-se a porcentagem de 

células marcadas nos nichos descritos anteriormente. 

 

7.2 Análise Morfológica: 

Dos laudos anatomopatológicos foram retiradas as informações 

morfológicas listadas a baixo: 

 Celularidade global; relação G:E; descrição das séries eritróide, 

granulocítica, megacariocítica e linfoplasmacítica; grau do 
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arcabouço reticulínico (Grau 0-IV) ; análise semi-quantitativa dos 

depósitos de hemossiderina (1+ a 6+); distribuição da celularidade 

(peritrabecular, subcortical, intertarbecular); quantificação da 

gordura estromal e espessura da trabécula óssea. 

8.  Obtenção de dados clínicos 

As informações clínicas (idade, sexo, sintomas constitucionais, 

marcadores laboratoriais/ bioquímicos, tempo de evolução para 

progressão de doença após tratamento, lesões de órgãos-alvo, 

comorbidades associadas, estadiamento clínico, terapêutica indicada, 

evolução clínica, sobrevida em cinco anos e óbito) foram obtidas a partir 

de revisão dos prontuários médicos e laudos anatomopatológicos.  

 

9. Desenho do Estudo 

É um estudo do tipo transversal e retrospectivo, com grupo 

controle. 

 

10.  Metodologia estatística: 

A análise estatística, bem como a escolha pelos testes de 

comparação foram executadas respeitando os pressupostos determinados 

pelos resultados, características e comportamento das variáveis de 

estudo. Foi realizado teste de proporção, a fim de comparar as marcações 

obtidas pelo estudo IMH. Calculou-se as frequências e percentuais para 

cada grupo. O programa utilizado para realização dos testes foi o R. 



39 
 

v.3.3.3. 

 

11. Comitê de Ética em Pesquisa 

O presente estudo foi submetido ao comitê de ética em pesquisa da 

faculdade, e aprovado com o CAAE 66707517.3.0000.5411. 
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Resultados 

 

Dos 40 casos clínicos (correspondendo a 48 amostras) incluídas no 

estudo, foram analisados dados clínicos e perfil epidemiológico (Tabela 2). 

Na leitura das amostras do TMA, observou-se que 21 cores descolaram: 

10 do grupo de MM, 7 do grupo LLC e 4 do grupo SMD, resultando em 19 

cores. A casuística efetivamente estudada, com dados clínicos, 

morfológicos e estudo IMH, foi: MM (n=0 no TMA e n=2 BMO), LLC (n=3 

no TMA e n=2 BMO), SMD (n=6 no TMA e n=2 BMO), MOR (n=10 no 

TMA e n=2 BMO) e mais um grupo controle com coágulos n=4 e BMO 

com n=2. A Figura 1 apresenta a distribuição das amostras iniciais e as 

amostras finais analisadas. Na Tabela 2 observa-se o perfil 

epidemiológico, dados clínicos e morfologia da MO dos pacientes, cujos 

coágulos de aspirado de medula óssea estavam contidos inicialmente no 

TMA. A Tabela 3 demonstra os mesmos dados relativos ao n final (nf) 

contido no TMA somados aos resultados dos pacientes, cuja análise foi 

realizada nas BMO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 
Figura 2 – Distribuição dos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Uma amostra de biópsia de medula óssea corresponde a um coágulo. 

** Duas amostras de biópsia de medula óssea, correspondem a dois coágulos do 

TMA (tanto no grupo SMD, quanto no grupo MOR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ni= 48 Amostras N=5 Amostras 
Controles 

8 BMO**  

40 Coágulos 
para TMA (10 de 

cada grupo) 

21 amostras 
perdidas no 

processamento 
do TMA 

Nf= 19 amostras 
de Coágulo no 

TMA 

10 MOR 6 SMD 3 LLC 

2 MOR 2 SMD 2 LLC 2 MM 

4 Coágulos 2 BMO* 
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Tabela 2 – Perfil epidemiológico, clínico-evolutivo e morfológico dos pacientes 

com medula óssea neoplásica, reacional e controle (Ni). 

 
Grupos estudados 

 

MM 

(n=10) 

LLC 

(n=10) 

SMD 

(n=10) 

MOR 

(n=10) 

Controle 

(n=5) 

 
n N n n n 

Dados epidemiológicos 

Sexo feminino 5/10 2/10 2/10 4/10 2/5 

Sexo masculino 5/10 8/10 8/10 6/10 3/5 

Idade acima de 60 anos 7/10 8/10 8/10 5/10 3/5 

Padrão morfológico 

Celularidade global 

  Aumentada para a idade 5/10 8/10 9/10 9/10 0/5 

  Normal para a idade 3/10 0/10 0/10 0/10 5/5 

  Diminuída para a idade 2/10 1/10 0/10 1/10 0/5 

Tratamento e prognóstico 

Quimioterapia/Radioterapia 7/10 5/10 9/10 0/10 3/5 

Transplante de medula 

óssea 
1/10 0/10 0/10 

0/10 0/5 

Óbito 8/10 5/10 7/10 1/10 2/5 

Remissão com recidiva 0/10 0/10 0/10 0/10 0/5 

 

 No grupo controle, há três pacientes que fizeram tratamento com 

quimioterapia, pois esses pacientes foram diagnosticados com LNH, 

porém sem infiltração neoplásica na MO (por isso, puderam ser incluídos 

no estudo). Existem também, dois pacientes que foram a óbito, sendo um 

deles, um dos pacientes com LNH, e o outro foi a óbito devido um câncer 

de pulmão não tratado. 

 Para o grupo controle, selecionamos 5 pacientes para serem 
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estudados, que resultaram em 6 amostras dividas em 4 amostras para 

coágulo e 2 amostras para BMO. Um das amostras de coágulo não 

continha material suficiente para a análise, por isso foi descartada. Uma 

das amostras de BMO corresponde a um coágulo.  

 

Tabela 3 – Perfil epidemiológico, clínico-evolutivo e morfológico dos pacientes 

com medula óssea neoplásica, reacional e controle (Nf) dos casos de TMA. 

 
Grupos estudados TMA 

 

LLC 

(n=3) 

SMD 

(n=6) 

MOR 

(n=10) 

Controle 

(n=4) 

 
n n n n 

Dados epidemiológicos 

Sexo feminino 1/3 1/6 4/10 1/4 

Sexo masculino 2/3 5/6 6/10 3/4 

Idade acima de 60 anos 3/3 5/6 5/10 3/4 

Padrão morfológico 

Celularidade global 

  Aumentada para a idade 1/3 6/6 9/10 0/4 

  Normal para a idade 0/3 0/6 0/10 5/4 

  Diminuída para a idade 2/3 0/6 1/10 0/4 

Tratamento e prognóstico 

Quimioterapia/Radioterapia 2/3 5/6 0/10 3/4 

Transplante de medula 

óssea 
0/3 0/6 

0/10 0/4 

Óbito 2/3 4/6 1/10 2/4 

Remissão com recidiva 1/3 0/6 0/10 0/4 

 

Como dito, a Tabela 2 representa o perfil epidemiológico, clínico-

evolutivo e morfológico do n inicial; a tabela 3 demonstra os mesmos 
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dados, mas do n final; e na tabela 5, estão descritos os mesmos dados, 

porém apenas nos casos de BMO. 

O perfil epidemiológico dos pacientes enquadrados em todos os 

grupos foi caracterizado com base na idade e no sexo. Para o grupo 

controle, dos cinco pacientes, dois são do sexo feminino e três do sexo 

masculino, e também, três deles tem idade superior a 60 anos. Para o 

grupo com LLC, tinha-se um total de três pacientes, sendo eles dois 

homens e uma mulher, e os três com mais de 60 anos. Para o grupo com 

MM, foram incluídos apenas dois pacientes, sendo um do sexo feminino, 

um do sexo masculino, e ambos com idade superior a 60 anos. Para o 

grupo com SMD, com um total de seis pacientes, eram cinco do sexo 

masculino e um do sexo feminino, e cinco deles tinham idade superior a 

60 anos. O grupo de MOR foi o único com os dez pacientes iniciais, 

destes, eram seis do sexo masculino e quatro do sexo feminino, e sete 

deles com idade superior a 60 anos. 

O perfil clínico-evolutivo incluiu os seguintes itens: sinais e 

sintomas, comorbidades neoplásicas e não neoplásicas associadas e 

tempo de sobrevida, descritos na tabela 4. 
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Tabela 4 – Perfil clínico-evolutivo dos grupos estudados 

 Perfil clínico-evolutivo 

 Sinais e sintomas 
Comorbidades 

neoplásicas 
Comorbidades 

não neoplásicas 

Tempo de 
sobrevida 

(média) 

Grupo 
com 
LLC 

Linfocitose, 
adenomegalia e 

hepatoesplenomegalia 
 

Cirrose hepática, 
AVC e cálculo 

renal 
17,5 meses 

Grupo 
com 
MM 

Insuficiência renal 
aguda e fratura 

patológica/dor óssea 

Neoplasia de 
bexiga 

Insuficiência renal 
e AVC 

1,5 meses 

Grupo 
com 
SMD 

Neutropenia, 
plaquetopenia 

fraqueza 
 

DPOC, cardiopatia 
e síndrome 
convulsiva 

31,75 meses 

Grupo 
com 
MOR 

Náuseas e vômitos, 
febre de origem 
indeterminada, 

sintomas B, 
bicitopenias e 

linfonodos palpáveis 

Câncer de mama 

Lúpus eritomatoso 
sistêmico, choque 
séptico, anemia 

auto-imune 

Apenas 1 
paciente foi a 
óbito, 4 dias 

após o 
diagnóstico, 

devido 
tromboembolia 
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Tabela 5 - Perfil epidemiológico, clínico-evolutivo e morfológico dos pacientes 

com medula óssea neoplásica, reacional e controle (Nf) dos casos de BMO. 

 
Grupos estudados - BMO 

 

MM 

(n=2) 

LLC 

(n=2) 

SMD 

(n=2) 

MOR 

(n=2) 

Controle 

(n=2) 

 
n N n n n 

Dados epidemiológicos 

Sexo feminino 1/2 0/2 0/2 1/2 1/2 

Sexo masculino 1/2 2/2 2/2 1/2 1/2 

Idade acima de 60 anos 2/2 1/2 2/2 1/2 1/2 

Padrão morfológico 

Celularidade global 

  Aumentada para a idade 1/2 2/2 2/2 2/2 0/2 

  Normal para a idade 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 

  Diminuída para a idade 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

Tratamento e prognóstico 

Quimioterapia/Radioterapia 1/2 1/2 1/2 0/2 1/2 

Transplante de medula 

óssea 
0/2 0/2 0/2 

0/2 0/2 

Óbito 2/2 2/2 2/2 0/2 0/2 

Remissão com recidiva 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 
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Tabela 6 - Resultados do estudo imuno-histoquímico no grupo controle (BMO e 

Coagulo). 
 

 Grupo controle – Coágulo (n=4) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 
6% - 
10% 

>11% 
Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 1 3 0 0 4 0 4 0 0 

CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CD31 0 3 0 0 3 0 1 0 2 

CD117 0 1 0 0 1 0 0 0 1 

 Grupo controle – BMO (n=2) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 
6% - 
10% 

>11% 
Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 1 0 0 1 0 0 0 1 

CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CD31 0 2 0 0 2 0 0 1 1 

CD117 0 1 0 0 1 0 0 0 1 

 

Os resultados observados no grupo controle foram: marcação 

positiva para o CD44, com a porcentagem variando entre 1% e 2%, 

presentes no nicho 2; o CD34 foi negativo no grupo controle; CD31, se 

mostrou positivo em três das quatro amostras, principalmente no nicho 2; 

CD117, foi positivo em uma amostra, com marcação localizada nos nichos 

2 e 3.  
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Tabela 7 – Resultados do estudo imuno-histoquímico no grupo com LLC 

(BMO e Coágulo TMA). 

 Grupo com LLC – Coágulo/TMA (n=3) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 1 0 0 1 0 0 0 1 

CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CD31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Grupo com LLC – BMO (n=2) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 0 1 0 1 0 0 0 1 

CD34 0 1 0 0 1 0 0 0 1 

CD31 0 2 0 0 2 0 1 0 1 

CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

No grupo estudado com LLC, duas amostras apresentaram células 

positivas para CD44 (uma amostra de coágulo no TMA e uma BMO), as 

células estavam dispostas principalmente no nicho 2 e 3. Salienta-se que 

o paciente, cuja amostra corresponde ao coagulo do TMA, apresentou 

baixa sobrevida (seis meses após o diagnostico) e apresentava CD44 

positivo, em 4% das células dos nichos 2 e 3, e a marcação para reticulina 

desse paciente foi de grau II difuso e grau III nos agregados (Figura 3). 

Nas amostras de coágulo de medula óssea, os demais marcadores foram 

negativos. Interessante observar que em duas amostras de BMO, 

observou-se positividade para CD31 principalmente no nicho 2, e uma 

amostra positiva para o CD34 nos nichos 2 e 3 (onde no controle essa 

marcação foi negativa) , no entanto o CD117 foi negativo. As amostras de 

BMO não correspondiam aos mesmos pacientes das amostras de 

coágulos no TMA. 
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Figura 3 – A) LLC, infiltração de medula óssea, padrão nodular.HE, 40X. B) 

A) H&E (4 0x) 

B) Retículo 

C) CD44+ 
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Arcabouço reticulínico aumentado (Grau II Difuso). Impregnação Argêntica, 40X. C) 

Imunomarcação para CD44 positiva no nicho 2. IMH, 60X. 

 

Tabela 8 – Resultados do estudo imuno-histoquímico no grupo com MM (BMO). 

 Grupo com MM – BMO (n=2) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 0 0 2 2 0 0 1 1 

CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CD31 0 2 0 0 2 0 0 0 2 

CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

 As amostras, com infiltração por MM, foram as que mais 

descolaram durante a reação de IMH, reduzindo drasticamente o número 

de amostras avaliadas. No TMA, 100% dos cores, representativos da 

doença, foram perdidos. Duas BMO se mantiveram intactas e puderam 

fornecer informações. Nesse grupo, as marcações para CD34 e CD117, 

foram todas negativas, mantendo-se iguais ao controle. Na análise do 

CD44, observou-se marcação, em 30%-40% de células localizadas 

principalmente no nicho 3, sugerindo que essas células migrem de 

microambiente por conta da doença (Figura 4). Os dois pacientes, foram a 

óbito em um tempo médio de 1 mês e meio após o diagnóstico. 
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A) H&E (4 0x) 

B) CD44+ 

C) CD44+ 



52 
 

Figura 4 – A) Mieloma Múltiplo, infiltração difusa na medula óssea. HE, 40X. B) MM com 

CD44 positivo, cerca de 20% das células dos nichos 2 e 3. IMH, 40X. C) Grupo controle, marcação 

para CD44, em 5% das células, nichos 2 e 3. IMH, 40X. 

 

Tabela 9 – Resultado do estudo imuno-histoquímico no grupo com SMD (BMO e 

Coágulo/TMA). 

 Grupo com SMD – Coágulo/TMA (n=6) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 3 1 1 5 0 0 0 5 

CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CD31 0 2 0 0 2 0 0 0 2 

CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Grupo com SMD – BMO (n=2) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 0 1 1 2 0 0 1 1 

CD34 0 0 0 1 1 0 0 0 1 

CD31 0 0 0 2 2 0 0 0 2 

CD117 1 0 0 0 1 0 1 0 0 

 
 

  A análise das amostras de medulas ósseas acometidas por SMD 

foram restringidas a seis coágulos e duas BMO. A imunomarcação para 

CD34, CD31, CD117 foram semelhantes ao grupo controle, somente o 

CD44 teve uma marcação expressiva no coágulo/TMA e BMO, de 10%-

50% em células presentes no nicho 3, sendo uma marcação aberrante e 

novamente no nicho diferente ao habitual. A presença desses 

marcadores, principalmente no nicho 3, sugere um pior prognóstico 

desses pacientes, já que dos cinco que obtiveram marcação positiva, três 

deles foram a óbito em um tempo médio de dois anos, até o momento da 

coleta de dados. Nesse grupo, as amostras de BMO correspondiam à 

amostras de coágulo/TMA, concordando as marcações. 
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Tabela 10 – Resultado do estudo imuno-histoquímico no grupo com MOR (BMO 

e Coágulo/TMA). 

 Grupo com MOR – Coágulo/TMA (n=10) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 1 2 3 2 7 0 2 0 5 

CD34 2 2 0 0 4 0 4 0 0 

CD31 0 3 2 1 6 0 2 2 2 

CD117 0 1 0 0 1 0 0 1 0 

 Grupo com MOR – BMO (n=2) 

 Amostras com marcação positiva Nicho 

 <1% 1% - 5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2 e 3 

CD44 0 0 1 1 2 0 0 0 2 

CD34 0 1 0 0 1 0 0 0 1 

CD31 0 2 0 0 2 0 1 0 1 

CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

   

  Na análise do grupo de MO reacional, observou-se que não houve 

perdas de amostras no processamento, Esse grupo foi o que mais se 

assemelhou ao perfil IMH e de nichos correspondentes do grupo controle, 

com um diferencial para o CD34, onde todos foram negativos no controle, 

e no grupo de reacional, houve quatro marcações positivas para esse 

marcador, no nicho 2. 

Não houve diferença significativa nos resultados obtidos, devido à 

redução da amostra durante o processamento. Optou-se por uma análise 

descritiva, na tentativa de encontrar relevância clínica e na patogenia das 

doenças estudadas. 
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Tabela 11 – Análise estatística, com os valores de p, nos diferentes grupos de 

doenças estudadas e a positividade dos marcadores IMH. 

 
 

Controle LLC p MM p SMD p MOR p 

CD44 5/5 pos 
6/10 
pos 

0,302 6/6 pos - 8/9 pos 1,0 
7/10 
pos 

0,493
6 

CD34 5/5 neg 
6/8 
neg 

0,670
5 

5/6 neg 1,0 8/8 neg - 
6/10 
neg 

0,302
0 

CD31 4/5 pos 
1/5 
pos 

0,205
9 

2/3 pos 1,0 2/7 pos 
0,172

7 
6/10 
pos 

0,846
5 

CD117 2/5 pos 
0/6 
pos 

0,353
6 

2/7 pos 1,0 0/9 pos 
0,210

4 
1/10 
pos 

0,493
6 
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Discussão 

Hematopoese é o processo onde todas as células sanguíneas são 

maturadas, produzindo eritrócitos, granulócitos, monócitos, linfócitos e 

plaquetas, e tal processo depende de células tronco hematopoéticas 

(CTH), que são células multipotentes e com poder de diferenciação e 

autorrenovação (1). A diferenciação de CTH necessita de suas 

capacidades de autorrenovação e quiescência para que o fornecimento 

ideal de células sanguíneas ao longo da vida, seja mentido (8). Algumas 

aberrações que desregulem esse fornecimento, pode dar origem a falha 

da MO ou distúrbios hematológicos, como por exemplo, uma alteração no 

microambiente (nicho) causado pela deficiência do receptor do ácido 

retinóico, pode induzir uma síndrome mielodisplásica (SMD); ou a deleção 

da proteína do retinoblastoma em células mielóides e no compartimento 

estromal, simultaneamente, pode acarretar em doenças 

mieloproliferativas; ou também, a deleção de DICER1 em 

osteoprogenitores, com exceção de oteoblastos maduros, pode promover 

uma SMD ou leucemia mielóide aguda (LMA). Isso indica que alterações 

em populações específicas de células estromais, ou nichos específicos, 

podem resultar em uma malignidade hematopoética (8, 12). 

Durante o desenvolvimento e maturação das células 

hematopoéticas, as CTH migram para microambientes específicos, sendo 

controlada por fatores intrínsecos e extrínsecos. O CD44, é uma molécula 
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de adesão que age extrinsecamente nessa migração das CTH, sendo 

muito importante na regulação dessas células na MO adulta (24). 

Cao e colaboradores (2016) descrevem o CD44 como uma 

molécula de adesão codificada por um gene, com mais de 20 isoformas 

produzidas por processamento alternativo de mRNA (24). A isoforma 

abundantemente expressa na maioria das células de mamíferos, é o 

CD44 padrão (CD44s), que está envolvido no homing e apresentação de 

células estaminais adultas, e também na captação e degradação de 

hialuronano (HA), angiogênese e cicatrização de feridas. Já as isoformas 

variantes do CD44 (CD44v), estão diretamente ligadas na regulação de 

neoplasias e estão envolvidas também, em metástases e agressão 

tumoral (24). 

A LLC é uma doença maligna incurável dos linfócitos B maduros, 

que é caracterizada por um acumulo desses linfócitos no sangue 

periférico, na MO e nos gânglios linfáticos, e a fisiopatologia dessa doença 

está diretamente ligada ao comportamento do microambiente tumoral (25, 

26). Os linfócitos saudáveis em repouso, expressam CD44s, onde as 

isoformas alternativas ou variantes, só são induzidas por uma ativação 

celular (26). Já os linfócitos neoplásicos da LLC, em repouso expressam 

níveis baixos de CD44v, mas quando há uma estimulação com CD40L, 

essas variantes, principalmente CD44v3 e CD44v6, são transcritas, onde, 

segundo os autores do estudo, Girbl et. al, esse fato altera a afinidade de 
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ligação do CD44 e seu principal ligante HA, resultando em uma 

capacidade adesiva maior dos linfócitos neoplásicos com células 

estromais (25).  

Já um estudo mais recente (2018) do mesmo grupo, propôs que a 

variante CD44v6 de MAP quinase regulada por NF-κB em células B 

neoplásicas com alta afinidade para HA, ao invés da isoforma padrão com 

baixa afinidade para HA, promove a progressão da LLC (26). 

Um outro estudo realizado por Kriston e colaboradores (2018), 

discute que outra molécula de adesão, CD49d e CXCR4 são principais 

determinantes das interações entre as células neoplásicas da LLC e o 

microambiente tumoral, e nesse estudo, o grupo buscou investigar os 

efeitos da expressão do CD49d e CXCR4 na sobrevida dessas células 

neoplásicas/leucêmicas. Para isso, o grupo cultivou as células leucêmicas 

com CD49d, VCAM-1, ou células estromais da MO, analisando após, a 

apoptose e imunofenótipo das células. Como resultados, viram que o 

tratamento com VCAM-1 não induziu uma proteção contra a apoptose ou 

alteração de imunofenótipo das células leucêmicas que expressavam 

CD49d; e que a proteção da apoptose induzida por células estromais da 

MO foi independente da expressão de CD49d pelas células leucêmicas, 

por isso, o grupo sugere que o CD49d contribua para aumentar a 

sobrevida das células neoplásicas da LLC, medindo a migração para um 

microambiente protetor, e não por uma proteção direta à apoptose (27). 
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Por essas evidências já descobertas, sabe-se que as células 

leucêmicas da LLC infiltram os órgãos linfoides primários e secundários, 

podendo resultar em linfadenopatias, esplenomegalia e hipercelularidade 

na MO, e autores acreditam que essa infiltração se caracteriza por um 

processo ativo que contribui para a manutenção e progressão da doença, 

onde o homing e invasão das células neoplásicas nas estruturas linfoides 

modifiquem a fisiologia normal desses tecidos (28). 

Tal infiltração de células leucêmicas da MO, pode resultar em 

superpopulação e produção de fatores que modificam ou prejudicam o 

microambiente hematopótico normal, como por exemplo, o CXCL12 que é 

a principal quimiocina responsável pela manutenção de células 

hematopoéticas na MO, e na LLC, as células leucêmicas expressam 

níveis elevados de CXCR4, que é o receptor do CXCL12, permitindo 

assim, que as células leucêmicas migrem e sobrevivam na MO. Esse fato, 

também pode afetar a produção de granulócitos, megacariócitos e 

eritrócitos na MO, pois as CTH CD34+ normais precisam competir com as 

células leucêmicas por CXCL12, e como consequência, o paciente com 

LLC pode ter um número reduzido de células CD34+ (28). 

Nos resultados que encontramos, houveram 3 pacientes no grupo 

de LLC, destes, um obteve uma marcação positiva para CD44, superior à 

marcação do controle, e presente também no nicho 3, além do nicho 2, 

mas além desses dados encontrados e já discutidos, a coloração para 
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arcabouço reticulínico foi de grau II difuso e grau III nos agregados. Esse 

paciente foi a óbito apenas 6 meses após o diagnóstico 

anatomopatológico. Lembrando que a impregnação argêntica evidencia o 

colágeno III da matriz que constitui a medula óssea, pode-se aventar a 

hipótese que na LLC, em alguns pacientes, a CTH passa a expressar o 

CD44, evidenciando uma ativação de sua diferenciação, induzindo uma 

matriz rica em colágeno III, que facilitaria a migração das células tumorais 

para outros órgãos, além da disseminação dentro do microambiente da 

medula óssea. Um estudo feito por um grupo Israelita (2013), analisou o 

impacto prognóstico da fibrose reticulina na MO de pacientes com LLC 

não tratada. Para isso, o grupo analisou o banco de dados local durante 

1982 a 2012, e classificaram as biópsias de MO para fibrose de reticulina 

usando um padrão de scores, com base no consenso europeu contendo 4 

notas (0-3). Nesse estudo, os graus 2-3 foi considerado fibrose avançada 

de reticulina, e estava associado com trombocitopenia, anemia e elevada 

microglobulina, sugerindo, portanto, uma correlação significativa entre a 

baixa sobrevida e o grau de fibrose da reticulina na MO (29). Agora, 

precisamos  entender a correlação biológica entre a produção do colágeno 

III e o aumento do número de células CD44 na LLC, que ocupam tanto o 

nicho peritrabecular como intertrabecular. 

O Mieloma Múltiplo (MM) trata-se de uma das neoplasias 

malígnas mais comuns entre os cânceres hematológicos, representando 

13% dessas doenças, acometendo principalmente idosos, homens e 
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negros (15-17). Tal malignidade se caracteriza por uma proliferação de 

plasmócitos neoplásicos, que produzem proteínas M em excesso, 

causando insuficiência renal, anemia e fraturas ósseas, onde o paciente 

pode ter uma sobrevida que varia de alguns meses até mais de 10 anos 

pós-diagnóstico (18, 30).  

Segundo Guo e colaboradores (2015), no momento do diagnóstico 

do MM, quatro marcadores podem estar diretamente relacionados com o 

prognóstico, sendo eles CD44, CD45, CD28 e CD117. Sobre o CD117 (C-

kit), sabe-se que se trata de um receptor importantíssimo do fator de 

crescimento hematopoético, sendo ausente em células plasmáticas, mas 

presente em 22% dos paciente com MM (30), porém, no nosso estudo, os 

dois pacientes incluídos no grupo de MM obtiveram uma marcação 

negativa para esse marcador, e segundo os mesmos autores, pacientes 

com MM sem expressão do CD117, apresentam mais aberrações 

genéticas, como por exemplo +1q21, del (17p) e translocação de IgH (30). 

Para o marcador CD44 no grupo de MM, os dois  pacientes 

obtiveram uma marcação positiva em uma porcentagem bem mais alta do 

que no grupo controle (30 e 40%), e os dois pacientes foram a óbito em 

uma média de 1,5 mês após o diagnóstico, e além disso, os nichos 

também eram diferentes do grupo controle, estando presentes 

principalmente no nicho 3. Segundo o mesmo trabalho de Guo e 

colaboradores (2015), o CD44 se trata de um biomarcador que está 

relacionado com resultados ruins em tumores sólidos de colón e também 
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em neoplasia hematológicas como o MM e Linfoma não-Hodgkin (LNH), e 

no estudo citado, o grupo descobriu que a expressão de CD44 estava 

relacionada a um prognóstico adverso e uma sobrevida mais curta (30). 

A Síndrome Mielodisplásica (SMD), é doença caracterizada por um 

conjunto heterogêneo de neoplasias mielóides ou distúrbios 

hematopoéticos clonais que resultam em uma hematopoese ineficaz, 

citopenias periféricas e um risco de evolução para Leucemia Mielóide 

Aguda (LMA) (31,32). Sobre a SMD, um grupo de estudos de Nova Iorque, 

identificou em seus pacientes uma estágios de diferenciação específicos 

de hematopoese displásica, onde os níveis de CD44 e outros marcadores 

eram aberrantes (32), o que corrobora em partes com nossos achados, pois 

um paciente obteve marcação de 30% para esse marcador, e outro 10%, 

nos nichos 2 e 3. 

No grupo de MO Reacional, a maioria dos sintomas dos pacientes, 

era febre indeterminada, porém uma das pacientes tem Lúpus 

Eritomatoso Sistêmico (LES) em tratamento, e suas marcações foram 7% 

nos nichos 2 e 3 para CD44, menos de 1% no nicho 2 para o CD34, 2% 

no nicho 2 para CD31 e negativo para CD117. Como o LES e uma doença 

que se dá devido a anormalidades nas CTH, um grupo chinês objetivou 

estudar as características fenotípicas das células CD34+ da MO de 

pacientes com LES e a sua relação com a atividade da doença. Através 

de citometria de fluxo, o grupo pôde observar que nos pacientes com 
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doença ativa, a porcentagem de células CD34+ foi significativamente 

menor do que o controle, e que nos pacientes com a doença inativa, não 

houve diferença, o que indica que realmente existam anormalidades nas 

CTH no LES (33). 

Para a realização do estudo imunohistoquímico, nosso grupo 

precisou realizar uma técnica histológica conhecida como Tissue 

Microarray (TMA), porém, durante a realização do procedimento, 21 cores 

foram perdidos, representando 52,5% da amostra. Em um estudo 

realizado por um grupo Alemão, o objetivo foi validar o uso de TMA em 

biópsias de MO de pacientes com neoplasias mieloproliferativas, onde os 

resultados foram tecnicamente positivos, com uma perda de 10% das 

amostras, o que conclui que a realização do TMA em biópsias de MO de 

doenças mieloproliferativas é confiável (34). 
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Conclusão 

 A partir dos resultados observados, conclui-se que de todos os 

marcadores estudados, o CD44 é o que tem maior importância e impacto 

no funcionamento das CTH de pacientes com alguma neoplasia 

hematológica, e isso pode ser muito importante para facilitar o diagnóstico 

dessas doenças e fortalecer a linha de estudo em fármacos inibidores 

dessa molécula de adesão. 

 Além disso, no grupo controle, esse marcador estava presente 

somente no nicho 2, e nos grupos doentes observou-se que essas células 

também estavam presentes no nicho 3 sugerindo uma ativação e 

migração dessas células para outro nicho, o que segundo estudos 

discutidos, está relacionado à manutenção do microambiente tumoral e 

desenvolvimento da doença. 

 Algumas limitações do estudo precisam ser consideradas: 1) 

primeiro a opção em realizar o TMA, pois não seria possível a realização 

da imunohistoquímica lâmina a lâmina; 2) segundo que o tamanho da 

amostra inicial já era pequeno em relação à quantia de casos de 

neoplasias hematológicas existentes, e após a realização do TMA esse 

tamanho de amostra foi reduzido ainda mais.  

Vale ressaltar, que por conta das amostras perdidas, novos estudos 

com grupos amostrais maiores e técnicas mais avançadas são 

importantes para validação desses resultados. 
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