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E cada vez mais comum a utilizagdo do exame da medula dssea (mielograma) para a avaliagio das
doencas do sistema hematopoiético. A técnica para a obten¢ao do material medular tem-se mostrado
segura e de facil execug@o na clinica veterinaria. O objetivo deste trabalho foi o de fornecer aos
clinicos veterinarios informagdes sobre as indicacdes deste exame e as técnicas de colheita e prepa-
racdo de laminas de medula 6ssea.
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Importancia diversas, e na pesquisa de parasitas (Leishmania sp).
Além disso, tem sido cada vez mais comum a utilizagio
O exame da medula 6ssea (mielograma) temsido  desta técnica como via para procedimentos terapéuticos
amplamente utilizado ndo apenas no diagnostico  (coleta de material e infusdo de substancias).
das doengas do sistema hematopoiético, como

mmmm as citopenias (anemia, leucopenia e Indicacdes para realizacio da citologia
trombocitopenia), mas também no estadiamento das ~ aspirativa de medula éssea
neoplasias, como o linfoma e as leucemias de origens Em geral, as indicagdes para a avaliagdo da me-
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dula 6ssea surgem apos a constatagdo de anormalida-
des observadas no hemograma. Essas anormalidades
incluem uma série de alteragdes que indicam o exame.
As indicagdes primarias para a avaliagdo da medula
ossea de um paciente incluem:

Anemia arregenerativa: o exame da medula
Ossea esta indicado sempre que existir anemia de ca-
racteristica ndo-regenerativa ou pouco regenerativa.
Nas anemias regenerativas, por outro lado, ndo ha indi-
cagdo para 0 exame, uma vez que a medula mostra evi-
déncias de produgdo adequada de eritrocitos. Deve-se
ressaltar, no entanto, que nas anemias por perda aguda
de sangue podem ndo existir sinais de regenera¢io no
sangue periférico, como elevagdo do VCM,
policromasia ou anisocitose, ja que esses sinais so apa-
recem no sangue aproximadamente trés dias ou mais
apos a perda de sangue. Nesta situagdo, recomenda-
se arepeticdo do hemograma apos esse periodo para
se decidir sobre a necessidade de pung¢do da medula.
Em eqiiinos, a avaliagdo da medula 6ssea ¢ a tinica for-
ma de determinar se uma anemia nessa espécie ¢
regenerativa ou ndo, uma vez que eqiiinos anémicos
normalmente ndo apresentam evidéncia de regenera-
¢do no sangue periférico.

Leucopenia: a reducdo no niimero de leucocitos
¢ outra alteragdo hematologica na qual o mielograma
esta indicado. Uma leucopenia pode ser resultado de
linfopenia e de neutropenia. A linfopenia ocorre geral-
mente como resultado da acdo de farmacos
(corticoides), estresse induzido, infecgéo viral (Fel.V,
FIV), imunodeficiéncia (SIC — Sindrome da
Imunodeficiéncia Combinada), perda de linfécitos
(quilotorax ou linfangiectasia). Nestes casos ndo ha in-
dicios de produgdo diminuida pela medula e, por isso, a
avaliagdo do mielograma ndo se faz necessaria. Por
outro lado, a neutropenia pode resultar da diminui¢do
da produgao pela medula ou do aumento da utilizagdo
ou destrui¢do destas células no sangue periférico. Uma
neutropenia persistente € um bom indicativo para a ava-
liagdo da medula Ossea.

Trombocitopenia: um numero reduzido de
plaquetas no sangue periférico pode ser indicativo de
diminuig¢do da produgao, do aumento na utilizagao (CID)
ou destrui¢do (trombocitopenia imunomediada) ou, ain-
da, de seqiiestro (hiperesplenismo). Em muitas situa-
¢oes 0o mielograma ¢ essencial para se determinar se a
trombocitopenia esta relacionada a um problema de
produgdo ou de utilizagdo periférica. Embora a colheita
de medula 6ssea em animais trombocitopénicos possa
parecer arriscada, em nossa experiéncia e na de muitos
autores, esse procedimento normalmente ndo resultaem

problema de sangramento nos animais, mesmo naque-
les que apresentam trombocitopenia severa.

Elevacées inexplicadas no nimero de célu-
las: exemplos de anormalidade proliferativas em que o
mielograma esta indicado incluem a policitemia,
leucocitose ou trombocitose persistentes, especialmen-
te quando estes ndo apresentam evidéncia clinica de
doenga que justifique tal achado. Existem varias condi-
¢oes secundarias que resultam em policitemia, como
hipoxia, desidrata¢do, neoplasia renal, hipertireoidismo
ou contragdo esplénica. Porém, quando estas condi-
¢Oes ndo estdo presentes, a avaliagdo da medula 6ssea
¢ fundamental na determinago da causa da policitemia.
Elevag¢des inexplicadas de qualquer tipo de leucécito
sem uma doenga inflamatoria aparente sao um indicativo
para a avaliacdo da medula. A elevagdo persistente de
um tipo celular pode ser indicativo de leucemia cronica
e, muitas vezes, € confirmada pela presenca de altera-
¢Oes displasicas presentes na medula 6ssea. O aumen-
to no numero de plaquetas pode ser secundario a per-
da cronica de sangue, inflamac¢do cronica,
esplenectomia, sindrome de “Cushing” ou diabetes
mellitus. Eentretanto, uma trombocitose inexplicada
pode ser resultado de uma neoplasia da linhagem
plaquetaria (trombocitemia essencial) e o exame da
medula 0ssea € necessario para demonstrar alteragdes
displasticas e neoplasicas associadas com a malignidade
dessas células.

Células anormais circulantes: a presenga de
células anormais no sangue periférico pode ser indicativa
de neoplasia na medula 6ssea e ¢ um bom indicativo
para avaliacdo deste 6rgdo. Estas células anormais po-
dem ser representadas por células blasticas
hematopoiéticas de origem eritroide, mieldide ou linfoide,
sendo a sua presencga indicativa de leucemia aguda.
Células apresentando alteragdes displasicas sdo um
outro sinal hematoldgico em que o mielograma esta in-
dicado. Displasia ¢ definida como uma maturagao anor-
mal de células e geralmente estd associada com
sindromes pré-leucémicas ou leucemia. Algumas alte-
ragOes displasicas incluem eritrocitos nucleados sem
evidéncia de policromasia, metarrubricitos anormalmen-
te grandes, neutrofilos hipersegmentados, metamielocitos
gigantes, megaplaquetas e megacariocitos “Dwarf™.
Células nao hematopoiéticas também podem ser en-
contradas na circulagdo (ex: mastocitos), sugerindo a
presencga de metastase na medula. Neste caso. a pun-
¢do da medula dssea € imprescindivel para se avaliar o
envolvimento deste 6rgdo.

Estadiamento clinico de neoplasias: a utiliza-
¢ao do mielograma no estadiamento das neoplasias tem
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sido usada mesmo em pacientes que ndo apresentam
células neoplasicas circulantes, isto porque a auséncia
de células neoplasicas na circulacio nio assegura que a
medula 6ssea esteja livre de doenga metastatica. Sen-
do assim, o mielograma tem sido usado por razdes
prognosticas, principalmente em animais com linfoma,
onde com muita freqiiéncia, nao sdo detectadas células
neoplasicas no sangue periférico.

Hipercalcemia inexplicada: a causa mais co-
mum de hipercalcemia relevante clinicamente em ani-
mais e humanos é a hipercalcemia associada ao cancer.
Existem trés mecanismos patogénicos principais: a
hipercalcemia humoral da neoplasia, a reabsor¢do 6s-
sea local induzida por neoplasia hematologica, que se
desenvolve primariamente na medula 6ssea, e a ostedlise
local causada por tumores metastaticos. Esta alteracio
tem sido descrita mais freqiientemente em cées e espo-
radicamente em gatos, cavalos e outros animais. Em
cdes, a hipercalcemia é geralmente resultado de
sindrome paraneoplasica associada com neoplasia
linféide ou adenocarcinoma da glandula apocrina do
saco anal. Nos casos de hipercalcemia sem
envolvimento de linfonodos ou das glandulas do saco
anal, a avalia¢do do mielograma ¢ de grande impor-
tancia. A maioria desses animais tem uma leucemia
linféide em que apenas a medula dssea estd acometi-
da, podendo nio ser encontradas células tumorais no
sangue periférico.

Gamopatia monoclonal: a gamopatia
monoclonal ou paraproteinemia € identificada por uma
produgdo excessiva de um tnico tipo de imunoglobulina
pela expansdo de um clone de plasmocitos (linfocitos
B). Estas alteragdes sdo tipicamente encontradas em
associagdo com uma variedade de discrasias linfoides e
plasmocitarias. Em pequenos animais, gamopatias
monoclonais estdo mais freqiientemente associadas as
doengas linfoproliferativas. Tumores produtores de
imunoglobulinas incluem o mieloma multiplo, a leucemia
linfocitica cronica (LLLC), amacroglobulinemia primaria
(Sindrome de Waldenstrom) e o linfoma. O mielograma
permite a fenotipagem das sub-populagdes linfocitarias
que estdo envolvidas nesta doenga.

Colheita do Material

Aspirados e fragmentos de medula 6ssea para
biopsia podem ser facilmente obtidos de todos os ani-
mais domésticos e também de animais de laboratorio.
A preparacdo de laminas deste material para posterior
fixacdo e coloragdo fornece um excelente material para
avaliagdo citologica.

Existem poucas contra-indicagdes para a
biopsia aspirativa da medula 6ssea. A contengao,
sedag¢do ou anestesia, quando usadas, geralmente re-
sultam em mais risco para o paciente do que a propria
colheita. Hemorragia pos-colheita pode acontecer em
pacientes com diateses hemorragicas, porém, esta ra-
ramente ocorre. Em animais com hiperglobulinemia
monoclonal pode haver hemorragia apos a colheita, que,
entretanto, ¢ facilmente controlada pela compressio
sobre o local de colheita ou ainda pela sutura de pele
no local da incisdo. Infecgao pos-biopsia no local da
colheita ¢ muito pouco provavel de ocorrer, quando se
utiliza uma técnica adequada de colheita.

As técnicas de colheita da medula 6ssea variam
com o local, a espécie em questdo e a preferéncia do
coletor. A crista iliaca, a fossa trocantérica do fémure o
umero proximal sdo os locais mais comumente usados
em pequenos animais. Por outro lado, esterno e costela
sdo mais comumente usados para a obteng@o de me-
dula em grandes animais. Um cuidado especial deve
ser tomado na colocagao da agulha quando a colheita é
feita no esterno e costela, em virtude do risco de pene-
tragdo na cavidade toracica, embora em nossa experi-
éncia isso nunca tenha sido observado.

Em geral o material utilizado para uma adequada
colheita de medula dssea € conhecido pela maioria dos
profissionais e é, na sua maioria, de baixo custo. Reco-
menda-se que as agulhas utilizadas sejam especificas
para este fim, sendo este talvez o maior investimento
neste sentido.

Sao conhecidos varios modelos de agulhas, sen-
do a Komiyashiki, a Illinois e a Bierman as mais utiliza-
das (Figura 1). O tamanho das agulhas varia de acordo
com a espécie animal em questdo, entretanto, na maio-
ria dos casos, agulhas de 16-18 G sdo adequadas para
diversas espécies animais.

Outros materiais usados na colheita incluem:
EDTA 2 - 3% (preparado em solugdo salina), seringa
plastica (10mL), laminas para histologia, corante (mé-
todo de Romanowsky), placa de petri, tubos de micro-
hematdcrito, lidocaina 2%, tricétomo e lamina de bistu-
ri. Em geral, uma adequada contengdo do animal e a
utilizagdo de agulhas apropriadas resulta na obten¢do
de amostras de boa qualidade mesmo sem a necessidade
de tranqtiilizagdo do animal.

Preparacado para a Colheita
Na maioria dos casos. a colheita de medula ossea re-

quer apenas uma boa conteng¢do do animal, uma vez
que este se mostra mais incomodado com a anestesia
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local do que com a perfuragéo da pele com a agulha de
colheita. Em alguns casos, especialmente quando os
animais se mostram agressivos, uma sedagdo leve pode
ser utilizada, porém, a anestesia geral € raramente ne-
cessaria.

Figura 1 - Agulhas especiais para colheita de medula O6ssea: (1)
Komivashiki, (2) Illinois e (3) Bierman (BD)

A selegdo do local para a pungéo varia de acor-
do com o animal em questio (Figura 2). O local mais
utilizado em pequenos animais € a crista dorsal da asa
do ilio (Figura 3). Em animais muito pequenos, como
gatos e filhotes de cdes, ou ainda em animais excessiva-
mente obesos, pode-se usar a fossa trocantérica do
fémur ou o aspecto cranio-lateral do tubérculo maior
do umero (Figura 2). A colheita no umero talvez seja
aquela que oferega mais facilidade na obten¢do do ma-
terial, porém, a proximidade com a cabega do animal
deve alertar o profissional para o risco de acidentes.
Nos grandes animais o local mais utilizado é o esterno
(Figura 4), podendo o animal ser mantido em estagdo
(eqtiinos e bovinos) ou em decubito lateral (pequenos
ruminantes). A costela é outro local de colheita, entre-
tanto, ndo tem sido usado com muita freqiiéncia em
nossa rotina clinica.

Colheita da Amostra

Apos a escolha do local, a area selecionada po-
dera ser depilada ou nao. porém, uma anti-sepsia
criteriosa da area deve ser realizada para evitar conta-
minagdo do local de colheita. Deve-se evitar também
locais onde ja existam ferimentos. A seringa deve ser
preenchida com aproximadamente 0.5 mL de EDTA 2
— 3% para prevenir a coagulagdo, embora amostras
também possam ser obtidas sem o uso de
anticoagulantes. se laminas forem preparadas

Figura 2 - Locais para pungdo no cdo: (1) Tubérculo maior do tmero,
(2) Crista iliaca e (3) Fossa trocantérica do fémur proximal.

Figura 3 - Local de fixagdo da agulha na crista iliaca de um cdo para
colheita de medula Ossea

Figura 4 - Demonstragdo da colheita de medula 6ssea no esterno de um ovino

imediatamente apos a colheita. Seringa e agulha devem
ser colocadas sobre uma superficie estéril proxima ao
animal.

Quando se fizer uso do anestésico local. uma
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pequena incisdo na pele, suficiente para entrar com a
agulha, pode ser feita para facilitar a penetragdo no osso.
O o0sso ou a area a ser penetrada € estabilizada com
uma mao e, entdo, ¢ exercida uma pressao firme com
movimentos de rotagdo para penetrar com a agulha a
regido cortical do osso. Uma vez que a agulha esteja
firmemente fixada no osso, 0 mandril é removidoe a
seringa, contendo anticoagulante, ¢ nela acoplada para
aspira¢do. Uma forte pressdo negativa é aplicada pu-
xando-se o émbolo da seringa varias vezes, porém, para
evitar hemodiluigdo, esta pressdo deve ser liberada as-
sim que aproximadamente 0,5 mL de medula tenha en-
trado na seringa. Se, apds a aspiragado, ndo se observar
material medular na seringa, ela deve ser removidae o
mandril recolocado para possibilitar o reposicionamento
da agulha, rotacionando-a para obter um ligeiro avan-
¢o. Se, mesmo com o reposicionamento, o material ndo
for obtido, deve-se retirar a agulha e tentar colher em
outro local.

Uma vez que a medula tenha sido obtida, agulha
e seringa sdo removidas do animal e o material ¢
homogeneizado para evitar-se-lhe a coagulagao. A se-
ringa deve ser desconectada da agulha e o material
transferido para uma placa de petri. Com este procedi-
mento fica mais facil avaliar o sucesso da colheita pela
observacao de espiculas medulares (estroma e células
associadas), que sdo imprescindiveis para uma adequa-
da avaliagdo da medula 6ssea.

A colheita de fragmentos de medula dssea para
histopatologia pode ser obtida com agulhas especiais
(Jamshidi e Rosenthal), utilizando-se basicamente o
mesmo procedimento usado para pungdo aspirativa.
Uma vez que a agulha esteja fixada no 0sso, o mandril é
removido e ela é rotacionada em um tinico sentido, pre-
enchendo-a com material medular. Em seguida, remo-
ve-se a agulha do animal e, com o auxilio do mandril,
retira-se o fragmento de dentro da agulha, empurran-
do-o em sentido contrario, sempre da ponta em dire¢do
ao corpo da agulha, para evitar o esmagamento do frag-
mento. Algumas laminas podem ser confeccionadas pelo
rolamento do fragmento sobre laminas histologicas an-
tes de se transferir o material para um frasco contendo
formol neutro tamponado a 10% para fixagdo e poste-
rior processamento.

No tocante as vantagens de ambos os métodos,
podemos dizer que o aspirado da medula dssea propi-
cia excelente detalhe celular do material obtido, além
de fornecer resultados rapidos e a um custo relativa-
mente baixo. A biopsia (histopatologia) ¢ melhor para
determinar alteragdes do estroma medular, como
mielofibrose, além de avaliar mais adequadamente

celularidade, estoque de ferro e acumulagéo focal de
células neoplasicas na medula dssea. A biopsia é espe-
cialmente util quando as colheitas aspirativas sdo im-
produtivas e na avaliagdo do envolvimento neoplésico
medular, tal como no estadiamento do linfoma.

Preparacao da Lamina

A preparacdo de laminas requer cuidadosa aten-
¢do do profissional, uma vez que mesmo a mais ade-
quada pungao terd sido inutil se ndo forem preparadas
laminas de boa qualidade. As laminas devem ser pre-
paradas imediatamente apos a colheita, se o
anticoagulante ndo tiver sido utilizado, ou dentro de uma
hora ap6s a colheita quando o EDTA for usado. Sempre
que possivel a preparagdo das laminas deve ser realiza-
datdo logo se obtenha o material. Nos casos em que o
envio da amostra para o laboratorio ndo for possivel
em tempo habil, as laminas devem ser preparadas na
clinica ou, quando possivel, o animal deve ser encami-
nhado ao laboratorio para a colheita.

A técnica de preparagdo das laminas € muito sim-
ples e pode ser efetuada mesmo por individuos com
pouca pratica. Apos a colheita da medula ossea, o ma-
terial € transferido para uma placa de Petri para se ob-
servar melhor a presenca de espiculas medulares (pe-
quenos fragmentos semelhantes a gelatina) com movi-
mentos de inversdo da placa. Uma vez visualizadas,
coloca-se perpendicular a estas espiculas um tubo ca-
pilar (micro-hematdcrito) com o objetivo de capturar
algumas destas estruturas (Figura 5). Em seguida, trans-
fere-se o contetido do tubo capilar para uma lamina e
coloca-se sobre ela outra lamina no mesmo sentido da
primeira. O objetivo deste procedimento € concentrar
um maior nimero de espiculas no centro da lamina, di-
minuindo-se-lhe, por a¢do da capilaridade, a quantida-

Figura 5 - Obtencdo de espiculas para confecgdo das laminas de
medula 6ssea com o auxilio de um tubo capilar (micro-
hematocrito).
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Figura 6 - Esquema representativo para confec¢do de laminas de medula
ossea, usando o método de “Squash™.

de de sangue. Apos o sangue se espalhar entre as duas
laminas, elas sdo separadas, deslizando-se uma sobre a
outra, sem empregar qualquer pressao sobre elas (Fi-
gura 6). A lamina com o material deve ser rapidamente
seca ao ar para melhor qualidade do material.

As laminas sdo entdo fixadas em metanol por cin-
co minutos e coradas por corantes tipo Romanowsky
(Giemsa, May-Griimwald Giemsa, Leishman). Nanossa
rotina, 0 MGG tem-se mostrado excelente para a ava-
liagdo citolégica da medula 6ssea devidopelas suas qua-
lidades tintoriais e pela rapidez na coloragao das lami-
nas. Em algumas situagdes, outras coloragdes podem
ser necessarias, como € o caso do Azul-da-Prissia, para
avaliagdo do ferro medular, e coloragdes citoquimicas
especiais (Sudan Black, peroxidase, etc.), para os ca-
sos de leucemia.

Bone marrow is becoming commonly employed in the evaluation of hematopoietic system disorders.
It has been shown that bone marrow collection techniques are safe, easy, and can be carried out in
veterinary practices. This study aimed to provide clinicians with information about the indications of
bone marrow aspiration, and the techniques for sample collection and slide preparation.

Key words: Bone marrow. Anemia. Hematology.

Se ha vuelto cada vez mas comun el uso del examen de médula 6sea (mielograma) para estudiar
las enfermedades del sistema hematopoiético. La técnica para obtener el material es seguray de
facil ejecucion en la clinica veterinaria. El objetivo de este trabajo ha sido el de proveerles a los
clinicos veterinarios con informaciones sobre las indicaciones de este examen y las técnicas de
colecta y preparacion de laminas de médula 6sea.

Palabras clave: Mielograma. Anemia. Hematologia. Médula 6sea.
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