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RESUMO

As leucemias sao um grupo doencas malignas do sangue, sem etiologia bem
esclarecida, causadas pela proliferagcdo anormal dos leucdcitos ao nivel dos érgéos
hematopoiéticos com repercussdo no sangue periférico, apresentando modificacfes
qualitativas e quantitativas caracteristicas. Dentro do centro produtor de células
sanguineas (medula 6ssea), uma célula imatura denominada de blastos, sofre uma
ou mais mutacdes genéticas que a transformam em uma célula cancerosa, nao
funcionando adequadamente, multiplicando-se mais rapido com certa perda natural
da capacidade de morrer. A tricoleucemia ou leucemia de células cabeludas (HCL) é
uma doenga linfoproliferativa cronica de curso indolente do qual apresenta uma
triade diagnostica de pancitopenia, esplenomegalia e clones de linfécito B
circulantes com projecBes vilosas citoplasmaticas caracteristicas. Atualmente, o
diagnéstico é realizado por meio de um analista através de analises morfolégicas,
andlise de mielograma, hemograma completo, esfregaco de sangue periférico,
reacoes citoquimicas, perfil imunofenotipico, estudos citogenéticos (cariétipo), entre
outras analises que possuem custo alto. No entanto, diagndsticos através dos
métodos computacionais morfométricos ainda pouco utilizados, sdo mais rapidos e
com menor custo e podem ser aliados na identificacdo destas alteragOes celulares
possibilitando um diagndstico mais precoce, com menores taxas de erro, para um
melhor sucesso do tratamento do paciente. Diante disso, 0 objetivo do presente
trabalho sera estabelecer, através de um método de quantificacdo, as
irregularidades de contorno de células leucémicas (tricoleucemia), com base na sua
geometria fractal, comparado ao contorno normal, como potencial ferramenta
complementar no diagndstico diferencial deste tipo de leucemia. Para tanto, foram
selecionadas 150 imagens de linfocitos tricoleucémicos proveniente da leucemia de
células pilosas (HCL) e 150 imagens de linfécitos normais, no aumento de 40X em
um microscoépio 6ptico (Nikon Eclipse E200, Toquio, Japédo), realizando a captura
das imagens de um banco de laminas hematoldgicas, a fim de observar e quantificar
variacdes citoplasméticas caracteristicas dos tricoleucécitos, através do método de
guantificacdo morfométrica por geometria fractal. Foi realizado manualmente o
contorno das células sob a ferramenta retangulo ou circulo, e em seguida, as
imagens serdo colocadas em escala de cinza, binarizadas para dar destaque ao
contorno da membrana plasmatica, com o auxilio do programa “ImageJ”. Ainda no
programa foi calculado a dimensao fractal (DF) da membrana plasmatica dos
linfcitos leucémicos e linfocitos normais pelo método de "Box-counting”, tendo
valores obtidos comparados, observando as variacbes e irregularidades de
membrana apresentada pelas células leucémicas em comparacdo as saudaveis.
Para analise dos dados serdo utilizados testes estatisticos. Com base nas medi¢cdes
de dimensédo fractal de linfocitos normais e tricoleucémicos, obteve-se valores
numéricos de dimensdes que permitam caracterizar este tipo de leucemia, servindo
como método auxiliar ou complementar ao diagnaostico.

Palavras-chave: Oncohematologia. Tricoleucemia. Analise Fractal.
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ABSTRACT

Leukemias are a group of malignant blood diseases, with no clear etiology, caused
by abnormal proliferation of leukocytes at the level of hematopoietic organs with
repercussions in peripheral blood, presenting characteristic qualitative and
guantitative changes. Inside the blood cell production center (bone marrow), an
immature cell called blasts undergoes one or more genetic mutations that transform it
into a cancerous cell, not functioning properly, multiplying faster with a certain loss of
natural ability to die . Hairy cell leukemia or hairy cell leukemia (HCL) is a chronic
lymphoproliferative disease with an indolent course, which presents a diagnostic triad
of pancytopenia, splenomegaly and circulating B lymphocyte clones with
characteristic villous cytoplasmic projections. Currently, the diagnosis is performed by
an analyst through morphological analysis, myelogram analysis, complete blood
count, peripheral blood smear, cytochemical reactions, immunophenotypic profile,
cytogenetic studies (karyotype), among other analyzes that have a high cost.
However, diagnoses through morphometric computational methods, which are still
little used, are faster and less expensive and can be allied in the identification of
these cellular alterations, allowing an earlier diagnosis, with lower error rates, for a
better success of the patient's treatment. In view of this, the objective of the present
work will be to establish, through a quantification method, the contour irregularities of
leukemic cells (tricholeukemia), based on their fractal geometry, compared to the
normal contour, as a potential complementary tool in the differential diagnosis of this
type. of leukemia. For this purpose, 150 images of tricholeukemic lymphocytes from
hairy cell leukemia (HCL) and 150 images of normal lymphocytes were selected at
40X magnification in an optical microscope (Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan),
capturing the images from a bank of hematological slides, in order to observe and
quantify characteristic cytoplasmic variations of tricholeukocytes, through the
morphometric quantification method by fractal geometry. The contour of the cells was
manually performed under the rectangle or circle tool, and then the images will be
placed in grayscale, binarized to highlight the contour of the plasma membrane, with
the aid of the “ImagedJ” program. Still in the program, the fractal dimension (DF) of the
plasma membrane of leukemic lymphocytes and normal lymphocytes was calculated
by the "Box-counting" method, with the values obtained compared, observing the
variations and irregularities of the membrane presented by the leukemic cells in
comparison with the healthy ones. Statistical tests will be used for data analysis.
Based on measurements of the fractal dimension of normal and tricholeukemic
lymphocytes, numerical values of dimensions were obtained that allow characterizing
this type of leukemia, serving as an auxiliary or complementary method to the
diagnosis.

Key words: Oncohematology. Hairy cell leukemia. Fractal Analysis.
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1 INTRODUCAO

O cancer é a segunda causa de morte no mundo com grande impacto na
saude publica sendo uma das grandes barreiras para 0 aumento da expectativa de
vida em todos os paises, apresentando-se como reflexo tanto o envelhecimento,
crescimento da populacdo quanto das mudancas na prevaléncia e distribuicdo dos
principais fatores de risco para o cancer (SUNG, H., 2021). Segundo o INCA a
incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando devido a fatores como
envelhecimento, crescimento populacional e prevaléncia de fatores de risco de
cancer, em particular, eventos associados ao desenvolvimento socioecondémico
(MORAES et al.,, 2017). Dos dez canceres mais comumente encontrados na
populacao que figuram entre os principais em ocorréncia, incidéncia e 6bito mundial
tem-se as leucemias em nona colocacdo com estimativa de diagndstico, segundo
dados do GLOBOCAN em 2020 de 474.519 casos novos de leucemias para ambos
0S sexos e em todas as idades correspondendo a 311 594 mortes no corrente ano
(SUNG, H., 2021). Os fatos estatisticos do cancer proposto pelo NIH (National
Cancer Institute) baseadas na populacéo dos EUA, sobre leucemia no ano de 2022
ajustadas por idade e apoiadas em casos e mortes mostraram uma taxa de novos
casos de leucemia de 60.650 representando uma porcentagem de todos 0s novos
casos de cancer de 3,2% com taxa de mortalidade estimadas em 24.000 mortes,
sendo representativo de 3,9% de todas as mortes por cancer, figurando como a
sétima principal causa de morte nos EUA (SUNG, H., 2021).

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de neoplasias hematolégicas que
surgem da proliferacdo disfuncional de leucocitos em desenvolvimento (LORENZI,
Therezinha, 2006). De origem, normalmente, desconhecida, essas variedades de
condi¢cdes neoplasicas atingem substancialmente todas as faixas etarias sendo
caracterizada pelo acumulo e infiltracdo de células imaturas ou proliferacdo evidente
de células maduras, tipificando-se por aspecto heterogéneo, apresentando ampla
diversidade de aspectos clinicos e biolégicos com consequéncias fisiologicas graves,
podendo levar o individuo a morte (ABREU, et. al., 2021). O microambiente da
medula 6ssea (MMO) é o local primario para a hematopoiese no qual ocorre a
regeneracao e renovacao das células hematopoiéticas em regides especializadas

(KUEK et al., 2021) sendo dentro desse ambiente interno onde ocorre fornecimento
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de fatores criticos para sustentacao fisiologica das células-tronco hematopoiéticas
(HSCs), bem como, a formacao das células que se comprometem com determinada
linhagem sanguinea. Na observacdo de cortes histologicos de medula 6ssea de
pacientes em determinadas leucemias, principalmente, de aspecto agudo, observa-
se um acumulo de células imaturas (blastos) anormais por parada ou dificuldade no
processo de maturacdo que vao substituindo as células precursoras formadoras dos
elementos sanguineos normais prejudicando a hematopoiese normal, reduzindo a
producdo de hemacias, leucdcitos e plaquetas. Outras vezes, ha uma proliferacéo
exacerbada dos granuldcitos, mas no sangue e medula éssea encontram-se células
maduras, ocorrendo em circulacdo incomuns formas blasticas (ZAGO, MA., 2013).

Entre os tumores do sistema linfatico e hematopoiético de maior incidéncia
tem-se as leucemias proliferativas das linhagens linfoide ou leucemias
linfoproliferativas que correspondem a grupo heterogéneo de neoplasias malignas
das células linfocitarias decorrendo de proliferacdo e acumulo de células linfoides
maduras (periféricas) que além de infiltrarem oOrgados linfoides como géanglios
linfaticos e baco, também estdo presentes na medula 6ssea e sangue periférico
(ZAGO, MA., 2013). Compreendem, principalmente, as leucemias linfociticas e os
linfomas, resultantes de alteragbes no sistema imunolégico, em geral por
combinacdo de fatores determinantes da propria doenca e/ou do tratamento
antineoplasico, dentre eles os Linfomas Hodgkin (LH) e Linfomas Nao Hodgkin
(LNH) (BARBOSA et al., 2015).

Doencas malignas linfoproliferativas apresentam inicio fundador, segundo a
teoria monoclonal, a partir da proliferacdo neoplasica de uma Unica célula linfocitaria
apos sofrer acentuada modificacdo no seu modo de crescimento e reproducao,
resultando em um clone anémalo (JAMRA, Michel, 1983). Dentre as doencas
linfoproliferativas crénicas temos a leucemia de células cabeludas (HCL ou
tricoleucemia) que corresponde a 2% de todas as leucemias linfoides do adulto,
sendo mais comum em homens (5:1) com idade média de 55 anos (BRITO JUNIOR
et al., 2011). Trata-se de uma proliferacdo linfoide maligna incomum de evolucao
cronica caracterizada por insuficiéncia progressiva da medula 6ssea devido a
infiltracdo maligna de linfécitos B com proje¢fes citoplasméticas em fios de cabelo,
que dado nome a doenca (SECIOSO et al., 2009). Através de estudos

imunofenotipicos sabe-se que as células “cabeludas” neoplasicas sao linfocitos do
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tipo B monoclonais presas em um estégio tardio de diferenciagcdo com padrdo de
imunofendtipo tipico apresentando em quase sua totalidade a presenca da mutacao
somatica BRAF V600E, a qual leva ao aumento da expressdo de genes envolvidos
com sobrevivéncia e proliferacéo celular (DIAS et al., 2020).

Apesar da metodologia de diagndstico para leucemia de células pilosas ser
rapida e precisa baseada no padrdo de morfologia caracteristica das células
periféricas, do exame morfoldégico da medula 6ssea, com evidéncias confirmatorias
fornecidas padrdo imunofenotipico e coloracdo citoquimica, as células tipicas da
leucemia de células cabeludas (HCL) apresentam estrutura complexa com
irregularidades de borda texturizado com projecdes circunferéncias semelhantes a
cabelos (SECIOSO et al, 2009) que podem ser mensuradas com métodos que
consigam fazer uma medicdo de componentes complexos e irregulares por analise
de imagem digital, servindo de ferramenta complementar util no diagnéstico rapido
da HCL.

Além disso, embora ocorra uma rapida quantificacdo automatizada das
células sanguineas, o reconhecimento e contagem de glébulos brancos imaturos ou
alterados ainda depende de exame microscopicos de esfregaco de sangue e de um
observador experiente e por mais especializada que seja a parte humana do
processo, falsos-negativos e falsos-positivos sdo situagdes muito comuns
requerendo novas verificacbes dos exames (TIMBO et al., 2009). Diante disso, para
caracterizacdo das células tricoleucémicas pode-se utilizar nova abordagem
matematica que permite avaliar e descrever estruturas morfolégicas com
propriedades qualitativas complexas, como fenémenos fisioldgicos e tumorais nao
lineares em organismos vivos, indo na contramao da andlise da geometria euclidiana
estabelecida, sendo adequada para descrever corpos geomeétricos ideais e
acontecimentos lineares.

A geometria fractal € um ramo da mateméatica apropriado na descricdo de
fenbmenos naturais e vivos complexos (A. LOSA, 2016), permitindo estudo de
objetos da vida real e do mundo natural com contornos irregulares, que ndo seguem
leis matematicas de fungdes continuas. Oriunda de uma base de leis bem definidas
e principios coerentes, a geometria fractal possibilita a quantificacdo e descri¢do
dessas formas naturais irregulares complexas, formas vivas, tecidos biolégicos e

padrdes organizados de caracteristicas morfolégicas cujas dimensdes sdo dadas por
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valores ndo inteiros (A. LOSA, 2016). No inicio dos anos 80 o matematico Benoit
Mandelbrot apresentou a primeira definicdo de fractal, baseada no latim, cujo verbo
“frangere” significa “criar fragmentos irregulares” e “fragmentar”, nomeando-os para
classificar certos objetos que ndo possuiam dimensé&o inteira, podendo apresentar
dimenséo fracionada (BARBOSA, R., 2002) com propriedades de autossemelhanca,
complexidade infinita e dimensao fractal (ASSIS et al., 2008).

Ao longo da trajetdria dos fractais pode-se constatar que o0s elementos
biol6gicos exibem padrdes estatisticos auto-similares e propriedades fractais dentro
de um dominio de escala definido, permanecendo constante dentro dessa janela de
escala (A. LOSA, 2016). Sabendo disso, a aplicacdo da geometria fractal a biologia
celular tem sido muito utilizada como ferramenta em estudos histopatolégicos e no
diagnéstico de neoplasias, estudos de progressdo da carcinogénese, incluindo
leucemias, através de andlise de imagens de tumores, sugerindo que tumores
cancerosos tém dimensédo fractal superior & dos tecidos normais (SEDIVY et al.,
1999). Em vista disso, imagens de células leucémicas humanas podem ser
caracterizadas por meio de medidas quantitativas das propriedades de superficie da
membrana celular apresentando valores de dimensédo fractal significativamente

diferentes daqueles encontrados em células circulantes saudaveis (A. LOSA, 2016).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ELEMENTOS DO SANGUE E HEMATOPOESE

2.1.1 SANGUE

O sangue €é um tecido fluido formado por fracbes celulares (globulos
vermelhos, brancos e plaquetas) que circulam em suspensdo no meio liquido
através dos vasos sanguineos do sistema circulatério. E constituido por duas
por¢cOes, o plasma — parte liquida — que representa 55% do volume de sangue,
enquanto a sua porcao celular representa os 45% restantes. Sendo assim, um
individuo normal apresenta hematocrito, isto €, a percentagem do volume total de

sangue correspondente as células vermelhas do sangue de 45% (ZAGO, MA, 2013).
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Dentro da normalidade, pode ocorrer pequenas variagdes na quantidade das células
sanguineas, sendo muito explicitas em algumas hemopatias. O sangue apresenta-se
como principal meio condutor do organismo, intermediando o translado leucocitario
na rapida concentracdo dessas células por diapedese nos tecidos lesionados ou
invadidos por microrganismo para desempenhar suas funcbes de defesa, no
transporte de oxigénio (Oz) e gas carbonico (CO2) ligado a hemoglobina dos
eritrocitos, no carregamento de horménios e mensageiros quimicos importantes na
integracdo da resposta entre érgaos distantes, na conducao de excretas metabdlicas
para os respectivos érgaos excretores, etc. (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.,
2017).

O sangue é coletado por puncdo venosa, com tratamento em anticoagulante
como, por exemplo, heparina, e colocado em processo de centrifugacdo para
segmentacdo de varias camadas refletindo sua heterogeneidade. A consequéncia
da segmentacdo promovida pela centrifugacdo, em tubos padronizados, chama-se
hematdcrito, que possibilita estimar o volume de sangue ocupado pelas hemacias
em referéncia ao sangue total (VERRASTRO, 2006).

O hematécrito apresenta duas porcdes do sangue bem definidas (Fig. 1). O
plasma no sobrenadante, translucido e amarelo, enquanto, os elementos figurados
do sangue sedimentam em duas camadas facilmente distinguiveis a olho nu: a
inferior, de cor vermelha, formada pelos eritrécitos correspondente a 35 a 50% do
volume total do sangue e uma camada superior, de cor acinzentada, contendo os
leucécitos que correspondem a 1% do volume de sangue e ainda uma fina camada,
nao distinguivel a olho nu que compbBe a fracdo plaquetaria sanguinea
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017).

Figura 1- Dois tubos de hematdcrito com sangue: o da esquerda (antes da

centrifugacéo) e o da direita (depois da centrifugagéo).
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O plasma sanguineo é um liquido de composi¢cdo complexa constituido de
92% de &gua, com 8% formado de proteinas, nutrientes, sais, residuos e gases
dissolvidos, cujo volume varia em funcdo do sexo, peso e altura do individuo
(LORENZI, Therezinha, 2006). A Tabela 1 e 2 representam a composic¢ao do plasma
que garante a manutencao do pH sanguineo, equilibrio osmético e manutencao da
sua viscosidade caracteristica tendo em valores de sangue total em torno 2 a 25
vezes a viscosidade da agua.

Na composicdo do plasma sanguineo as proteinas tém papel particularmente
dos mais importantes, correspondendo a 7% do total dos componentes
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017). Representam uma mistura de mais de
100 tipos diferentes de proteinas tendo a albumina, proteina sintetizada no figado, a
principal proteina dos fluidos extravasculares, como umas das mais importantes por
contribuir intensamente para a manutencao da pressdo osmética coloidal (LORENZI,
Therezinha, 2006), e por se ligar a determinadas substancias em circulagdo e
promover transporte e armazenamento de ligantes, tais como hormonios e
determinados farmacos.

Ainda dentre as proteinas significativas no plasma incluem-se as
imunoglobulinas (anticorpos) que representam a defesa ativa do corpo conta
patégenos e os fatores de coagulacdo que sédo essenciais para formacéo do coagulo
sanguineo e controle de hemorragias. A composi¢cdo normal do plasma, junto com a
medida da massa eritrocitaria circulante (hematdcrito) asseguram ao sangue a
manutenc¢ado da sua viscosidade caracteristica assegurando valores normais de fluxo
sanguineo e sao importantes na promoc¢ao de uma condicdo excelente para trocas

gasosas a nivel de tecidos (LORENZI, Therezinha, 2006). O plasma sanguineo,
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ainda, impede o colapso ou obstru¢do dos vasos e ajuda na manutencéo da pressao

arterial e circulacdo ao longo de todo corpo, faciltando a aproximacdo dos

eritrocitos, que circulam, assim, mais ou menos justapostos em posi¢cao mais central,

possibilitando um fluxo constante através dos vasos (LORENZI, Therezinha, 2006).

Tabela 1 - Componentes inorganicos do plasma humano.

Componentes Quantidade Média/Litro
Agua 945,0 g

Bicarbonatos 24,9 mEq

Cloretos 102,7 mEq

Foésforo Total 112,0 mEq

Fosforo inorgénico 33,6 mEq

Potéassio 4,2 mEq

Sadio 141,2 mEq

Célcio 5,0 mEq

Fonte: LORENZI (2006)

Tabela 2 - Componentes orgéanicos do plasma humano.

Componentes

Quantidade Média (g/l)

Proteinas Totais
Albumina
Fibrinogénio
Globulinas
a-globulinas
B-globulinas
y-globulinas

Lipideos Totais

75,0(g/l)
46,2(gll)
3,0 (g/l)
26,6 (g/l)
6,8 (g/l)
8,2 (g/l)
11,6 (g/l)
5,1 (g/l)

Fonte: LORENZI (2006)

A fracdo celular sanguinea que

representa 45% de um volume determinado
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de sangue é constituida de trés diferentes linhagens celulares: glébulos vermelhos,
eritrocitos ou hemacias; globulos brancos ou leucdcitos e plaquetas ou trombaéticos
(LORENZI, Therezinha, 2006). Dentre as células em circulacdo apenas 0s leucocitos
apresentam-se completos (com citoplasma e nucleo), pois as hemacias perdem o
ndcleo antes de entrar em circulacao e as plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos
de megacariocitos presentes na medula éssea (ZAGO, MA, 2013). A composicao
celular sanguinea representada na Tabela 3 desempenha papel essencial, por
exemplo, transporte de oxigénio tissular, funcdo imunolégica de defesa contra
agentes externos, e na composicdo do sistema de coagulagcdo sanguinea

trabalhando na prevencao de hemorragias.

Tabela 3 - Contagens de Células Sanguineas Normais.

NUmero médio por mm3 Faixa normal

Heméacias ¢ 3.900.000 - 5.000.000 4.2 a 5.9 milhdes/ pL
/mm3 & 4.300.000 -
5.700.000 /mm3

Leucdcitos 7.400 4.500-11.000/mm3
Neutrofilos 4.400 40-60%
Eosindfilos 200 1-4%

Basofilos 40 <1%

Linfocitos 2.500 20-40%

Mondcitos 300 2—-8%

Fonte: Adaptada do ABBAS (2019)

2.1.2 COMPONENTES SANGUINEOS

As hemécias, sdo a unidade morfolégica da série vermelha e a maior
populacdo de células do sangue circulante, tendo em numeros, nos homens, de 4,5
a 6,5 milhdes por pL e de 3,9 a 5,6 milhdes por pL em mulheres (ZAGO, MA, 2013).
Sao células originadas da medula Ossea pela proliferacdo e maturacdo dos

eritroblastos, fendmeno conhecido como eritropoiese, indicando um processo
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finamente regulado, que ocorre para manter constante a massa eritrocitaria do
organismo, tendo envolvido fatores de crescimento, sendo a eritropoietina (EPO) o
principal (ZAGO, MA, 2013). Em sangue periférico, os eritrocitos apresentam forma
final anucleada como células circulares com coloracdo central mais leve, em aspecto
de disco bicbncavo com 7 a 8 um de didmetro (Fig. 2) mantida por proteinas
estruturais do citoesqueleto, como, por exemplo, espectrinas, anquirina, actina,
proteina 4.1 e banda 3 (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017) que permitem o
aumento da superficie para as trocas gasosas e passagem dos eritrocitos por
estreitos capilares, logos apos, o eritroblasto ortocromético, seu precursor, passar
pelo processo de enucleacdo, isto €, expulsdo nuclear, tendo uma vida média de
120 dias (MONTANARI, Tatiana, 2006). Células remanescestes do processo de
enucleacdo, chamadas de reticuldcitos ou eritrécitos imaturos recém-saidos da
medula 6ssea, apresentam parte de polirribossomos, mitocondrias e aparelho de
Golgi e grande quantidade de RNA em seu citoplasma, garantindo, assim, a
capacidade de formacédo de proteinas (ZAGO, MA, 2013). Em consequéncia do
amadurecimento dos reticulécitos e consumo do seu conteudo de RNA
citoplasmatico, ocorre a transformacdo dessas células imaturas em hemacias
maduras que ndo possuem mais a capacidade de sintese de hemoglobinas. As
hemacias maduras apresentam como principais funcdes o transporte de oxigénio a
partir dos pulmdes para diversos tecidos do corpo, mantendo o aporte de oxigénio
tissular adequado, assim como, o transporte de gas carbbnico provenientes do
metabolismo dos tecidos para os pulmdes (ZAGO, MA, 2013).

Figura 2 - Hemacias e plaquetas (SETA) em um esfregagco sanguineo. Giemsa.

Fonte: MONTANARI (2010)
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Os glbbulos brancos ou leucécitos sdo um grupo dos mais heterogéneo das
células sanguineas. S&o as células encarregadas da defesa do organismo contra
infeccdes, porém, cada subtipo leucocitario apresenta fungdes distintas e especificas
entre si, compondo a estrutura do sistema imunolégico (ZAGO, MA, 2013). Dois
tecidos linfoides primarios sao responsaveis pela producdo e amadurecimento das
células brancas: a medula e o timo e apesar de possuirem um precursor
hematopoiético comum, uma célula tronco pluripotente e autorrenovavel na medula
0ssea chamada célula-tronco hematopoiética comum (HSC), cada subtipo apresenta
intermediarios distintos e diferentes fatores de crescimento (ZAGO, MA, 2013). Os
leucécitos podem ser classificados em duas distintas categorias: leucocitos que
contém granulacdes abundantes no citoplasma (granuldcitos) ou leucoécitos que sao
desprovidos de granulacdes citoplasmaticas (agranulécitos) (LORENZI, Therezinha,
2006).

Os leucdcitos (globulos brancos) podem ser classificados, ainda, em dois
grandes grupos: os fagodcitos e os linfocitos. No grupo dos fagdcitos integram as
células do sistema imune inato, isto €, células que fazem parte de um mecanismo de
defesa sempre presente, imediato, prontos para combater microrganismos e outros
agentes agressores, de dispensavel exposicdo prévia a microrganismos,
fortalecendo a defesa inicial (ABBAS A.K., LICHTMAN A.H, 2019). Dentro desse
grupo, incluindo os neutréfilos, macréfagos (derivados dos mondcitos), células
natural killer e outras células que atravessam os vasos em direcdo aos tecidos e
promovem a eliminacdo de microrganismos invasores, além de se livrarem de
células danificadas do hospedeiro e iniciar o processo de reparo tecidual (ABBAS
A.K., LICHTMAN A.H, 2019). O segundo grupo composto pelos linfocitos ocorre
mediacao da resposta imune adaptativa, no qual expressam receptores capazes de
reconhecer uma gama variada de numeros de antigenos. Nesse grupo, encontram-
se duas principais populacdes de células que mediam diferentes tipos de resposta
imunes adaptativas: os linfocitos B e linfocitos T (MONTANARI, Tatiana, 2010).

Os granulocitos neutrofilicos ou, simplesmente, neutréfilos, assim intitulados
por sua coloracdo neutra frente a coloracdo hematolégica de Romanovski séo a
populacdo mais abundante de leucdcitos circulantes, ocorrendo sintese de mais de 1
x 10 neutréfilos por dia sendo o principal tipo celular nas reacdes inflamatérias

agudas, especializados em fagocitar particulas que invadem o organismo (Abbas
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A.K., Lichtman A.H., 2007). Como representado na Fig. 3 sdo células com aspecto
esférico com didametros entre 10 e 14 ym com nucleos formados por dois a cinco
I6bulos conectados entre si por finas pontes de cromatina (JUNQUEIRA, L. C,;
CARNEIRO, J., 2017). Em seu citoplasma apresentam quatro tipos diferentes de
granulos: granulos azuroéfilos ou primarios, granulos especificos ou secundarios,
granulos terciarios ou de gelatinase, e vesiculas secretoras (ZAGO, MA, 2013). A
maior parte sdo os granulos secundarios ou especificos repletos de enzimas, como
lisozimas, lactoferrinas, colagenases (gelatinase) e elastases que nao se coram
intensamente em coloragbes acidas ou basicas, diferenciando os neutréfilos dos
demais leucécitos circulantes (basofilos e eosindfilos) (Abbas A.K., Lichtman A.H.,
2007).

Os granulos primarios ou azurdéfilos, maiores e mais elétron-densos sao
possuidores de enzimas como, por exemplo, mieloperoxidase, 5’-nucleotidase, B-
glicosidase, [B-galactosidase, colagenase e substancias de toxicidade direta aos
microrganismos (antimicrobianas), incluindo bactérias, fungos e virus envelopados
chamadas defensinas e, também, as catelicidinas (Abbas A.K., Lichtman A.H.,
2007). Granulacdes atipicas ou vacuolizacdo podem aparecer no citoplasma dos
neutréfilos devido a diversas condi¢cdes patoldgicas, envolvendo infeccdes
bacterianas e inflamacdes sistémicas como nas septicemias (JUNQUEIRA, L. C,;
CARNEIRO, J., 2017). A funcao primordial desempenhada pelos neutréfilos € o
processo englobamento de particulas estranhas (p.ex., bactérias, fungos) de
pequenas dimensdes por extensdo de pseuddépodes denominado fagocitose,
especialmente, aqueles que ja passaram por processo de opsonizacdo com
imunoglobulinas (IgG) reconhecidas por receptores de membrana Fc que vao se
ligar a por¢do Fc da IgG ativando uma cascata de fosforilagéo de tirosina quinases
responsaveis, por fim, pela secrecdo de granulos citoplasmaticos ou foram
opsonizadas por fragmentos C3b inativados (iC3b) do sistema complemento sendo
reconhecidos por receptores da familia das integrinas p2 (Mac-1), resultando na
ativacdo do sistema complemento e na intensificacdo da fagocitose desses
microrganismos pelos neutrofilos (SILVA, 2015). Aléem disso, em vista da sua grande
quantidade de granulos citoplasmatico, acaba por desempenhar funcéo
antimicrobiana na derrocada de patégenos extracelulares (ABBAS A K., LICHTMAN
A.H., 2007).
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Figura 3 - Neutrdfilo. Giemsa.

Fonte: MONTANARI (2010)

Os eosindfilos, sdo definidos granulocitos com aproximadamente o mesmo
tamanho dos neutréfilos ou ligeiramente maiores, com um numero mMenos
representativo do que os neutrofilos, constituindo apenas 1 a 3% do total dos
leucdcitos (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017). Séao caracterizados por
apresentar nucleo de cromatina densa bilobulada, citoplasma abundante com
numerosas granulacdes ovoides alaranjadas (granulacbes acidéfilas) (Fig.4) ricas
em peroxidase, arilsulfatase, fosfatase acida e fosfolipase que se coram em eosina,
um corante acido utilizado nas coloracbes de Romanovski (ZAGO, MA., 2013). Os
principais componentes dos granulos eosinofilicos sdo as proteinas catibnicas
eosinofilica (ECP), proteina basica principal (MBP), neurotoxina derivada de
eosinofilos (EDN) e a peroxidase eosinofilica (EPX) (WELLER; SPENCER, 2017).
Ao microscépio eletrbnico consegue-se observar uma regido mais eletrodensa
chamada de internum, formada pela proteina béasica principal, de funcéo
antibacteriana e antiparasitaria, rica no aminoacido arginina que confere eosinofilia
aos granulos, enquanto a regido que circunda é formada por uma matriz menos
eletrodensa, o externum que contém fosfatase acida p-glicuronidase, colagenase,
fosfolipase, arilsulfatase, histaminase, peroxidase eosinofilica e as ribonucleases
proteina catidnica eosinofilica e neurotoxina derivada de eosinofilos (MONTANARI,
Tatiana, 2010). As proteinas catidnicas eosinofilicas (ECP) presentes nos granulos
eosinofilicos séo ribonucleases que apresentam atividade citotoxica contra parasitas,
bactérias e alguns virus promovendo o surgimento de poros membranares nas

células-alvo, indugdo do processo de degranulacdo em mastocitos e basofilos e
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modulacdo negativa da resposta linfocitaria (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.,
2017). Os eosindfilos tém origem na medula éssea a partir de precursores mieloides,
passando por estagios de maturacdo semelhante aos dos neutréfilos, maturados por
importantes interleucinas como GM-CSF, interleucina-3 (IL-3) e a interleucina-5 (IL-
5), importante na maturacao do eosindfilo a partir dos precursores mieloides (Abbas
A.K., Lichtman A.H., 2007). Apds o processo de maturacao, os eosindfilos circulam
no sangue brevemente (meia-vida de 3 a 8 horas), de onde podem ser recrutados
para os tecidos no contexto de inflamacado, atraidos pela histamina produzida,
principalmente, pelos basdfilos e mastécitos e quando |a promovem a degranulagéo
nessas ceélulas liberando mediares inflamatorios (citocinas) (JUNQUEIRA, L. C.;
CARNEIRO, J., 2017). Além de encontrados no sangue periférico, alguns podem se
fazer presente nos revestimentos de mucosa respiratoria, gastrointestinal e
geniturinaria e seu niumero pode aumentar por meio do recrutamento tecidual a partir
do sangue (Abbas A.K., Lichtman A.H., 2007). Estéo presentes, principalmente, em
sangue periférico desempenhando acdo contra metazoarios helminticos, na
mediacdo de processos inflamatorios associados a alergia, fagocitose e destruicao
de complexos antigeno-anticorpo, regulacdo da imunidade local e, recentemente, foi
observado participacdo na remoc¢ao dos produtos de degradacéo da fibrina (PDF) na

fase final do processo de hemostasia-coagulacao-fibrindlise (ZAGO, MA., 2013).

Figura 4 - Eosindfilo. Giemsa.
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Fonte: MONTANARI (2010)

Dos granuldcitos sanguineos, os basofilos, constituem menos de 2% dos
leucocitos (meia vida de 1 a 2 dias), apresentam similaridades estruturais e

funcionais com células derivadas da medula éssea produtoras de varios mediadores
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inflamatorios, presente nos epitélios da pele e das mucosas, que ndo circulam no
sangue, chamadas de mastécitos (ABBAS A.K., LICHTMAN A.H., 2007). Os
basofilos apresentam-se com nucleo volumoso, aspecto retorcido e irregular,
normalmente, em forma de letra S com presenca de granulos citoplasmaticos eletro-
densos grosseiros e maiores do que os dos outros granulécitos (Fig. 5) encobrindo o
nacleo e se corando em corantes basicos, como o azul de toluidina ou azul de alcian
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017). Os basofilos sdo capazes de formar
mediadores inflamatorios sintetizados também nos mastdcitos, como, por exemplo,
histamina, heparina e fatores quimiotaticos para eosinofilos e neutrofilos, além de
possuirem receptores de IgE na membrana plasmatica (ZAGO, MA., 2013),
desempenhando, assim, um papel essencial nos primordios das reacbes
inflamatorias agudas degranulando e possibilitando vasodilatacdo fundamental para
a evolucdo do mecanismo inflamatério. A membrana plasmatica dos basofilos, assim
como, a dos masticitos sdo dotadas de receptores de alta afinidade pela
imunoglobulina E (FceRl) que podem sofrer ligagdo cruzada com um antigeno,
anticorpos anti-Igg (anti-IgE) ou outros mediadores, resultando no processo de
desgranulacdo ou exocitose dos granulos liberando mediadores como histamina
(vasodilatador), heparina (anticoagulante), fatores quimiotaticos de eosindfilos
(ECF), fatores quimiotaticos de neutrofilos e leucotrienos promovendo com reacao
de hipersensibilidade anafiladtica ou imediata mediada pelo IgE (MARONE et al.,
2020). Um dos principais mediadores pré-formados, presentes nos granulos dos
basofilos € histamina, amina vasoativa promotora de resposta de contracdo da
musculatura lisa bronquica e gastrointestinal, imunomodulacdo da resposta dos
linfécitos T e da liberacdo de produtos linfocitarios ndo anticorpos (linfocinas),
aumento da expresséo de receptores do complemento nos eosinofilos etc. (ABBAS
A.K., LICHTMAN A.H., 2007). Apesar de serem um dos tipos de leucocitos menos
encontrados na circulagdo sanguinea, em resposta a sinais inflamatorios é notado
um aumento significativo do seu nimero na medula 6ssea podendo ser mobilizados
para 0 sangue e alguns oOrgaos essenciais como baco, figado e pulmdes
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017).
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Figura 5 - Basdfilo. Giemsa.

Fonte: MONTANARI (2010)

Os mondcitos se apresentam como as maiores células circulantes entre os
leucdcitos observados no esfregago sanguineo, tendo entre 12 e 15 ym de didmetro
(ZAGO et al, 2001). Essas células variam bastante na sua forma (Fig. 6), com baixa
relacdo nucleo/citoplasma, apresentam nucleo grande, de aspecto ovoide, em forma
de rim ou ferradura, geralmente, excéntrico, com nucléolos ndo se apontando
visiveis em coloracbes usuais e a cromatina apresentando coloracdo delicada
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017). O citoplasma dos mondcitos é
abundante, irregular, de coloragcdo cinza ou azul-claro acinzentada finamente
granular contém granulos azurofilos (lisossomos), vacuolos fagociticos e filamentos
de citoesqueleto (ABBAS A.K., LICHTMAN A.H., 2007). Os mondcitos sé&o
integrantes do sistema de fagocitos mononucleares de origem na medula 6ssea
através células precursoras comprometidas medulares vinculados a diferenciacéo
em fagdcitos mononucleares, coordenadas pelo fator estimulador de col6nia de
monocito ou macréfago (M-CSF), tendo o mais imaturo precursor chamado
monoblasto (ZAGO et al, 2001). Quando amadurecem, 0S monaocitos entram na
circulacdo tendo um tempo de meia vida curto (8,4 horas) e durante processos
inflamato6rios podem migrar para os tecidos onde maturam-se em macréfagos
tissulares (histiocitos) de morfologia e fisiologia semelhante aos mondcitos. Os
monaocitos apresentam diferentes subpopulacdes identificadas pela heterogeneidade
de marcadores da superficie celular e por suas determinadas fun¢des (ABBAS A.K.,
LICHTMAN A.H., 2007). Os mais numerosos sao os chamados mondcitos classicos
ou inflamatérios devido a serem recrutados para os sitios de infecgdo ou de leséo

tecidual atuando na producdo de mediadores inflamatérios. JA os mondcitos
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chamados de néo classicos, constituem uma minoria dos mondcitos na circulacao
sanguinea, identificados pela alta expressdo de CD16, ausente nos mondcitos
inflamatorios, e por baixos niveis de CD14. Apos processo infecioso ou de lesdes,
séo recrutados para os sitios teciduais possuindo importancia no processo de reparo
(ABBAS A.K., LICHTMAN A.H., 2007). Em diferentes tecidos os mondcitos
apresentam funcéo fagocitica, respondendo com aumento do metabolismo oxidativo,
consumo de oxigénio, producédo de peroxido de hidrogénio e superoxidos, estimulo

de shunt de pentoses, além de producao de lisozimas (ZAGO et al, 2001).

Figura 6 - Mondcito. Giemsa

Fonte: MONTANARI (2010)

Os linfécitos sdo células sanguineas imunoldgicas que auxiliam os fagocitos
na defesa do organismo contra infecdes e invasbes estranhas apresentando
especificidade antigénica e memdria imunolégica (HOFFBRAND, A. V, 2008). Essas
células apresentam tamanho pequeno (6 a 10 um) (Fig.7), forma regular e
arredondada, de elevada relagcdo nucleo/citoplasma com nucleo regular e esférico,
de tonalidade azul-arroxeada ocupando cerca de 90% da area da célula (ZAGO et
al, 2001). No sangue ainda pode ocorrer um subgrupo de linfécitos maiores (até 20
pgm), de porcentagem pequena, com citoplasma mais abundante em granulacbes
azurdfilas chamadas de grande linfocito granular (LGL) que compreendem os
linfécitos NK (Natural Killer) e linfécitos T maduros (T-LGL) (ZAGO et al, 2001). O
linfécito maduro apresenta nucleo esférico, com cromatina se dispondo em grumos
grosseiros, de modo que o nucleo aparece escuro nos preparados de rotina, sem

nucléolo visivel, enquanto o citoplasma € bastante escasso e, devido aos

ribossomos livres, apresenta discreta basofilia (azul-claro) apresentando-se sobre
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forma de anel ao redor do nucleo quase que completamente sem granulos
citoplasmaticos, dai serem chamados de agranuldcitos, no entanto, podem conter
granulos azurdfilos, que ndo séo exclusivos dos linfocitos, pois aparecem também
nos mondcitos e granulécitos (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017).
Fisiologicamente, os linfécitos sdo as Unicas células do corpo que expressam
receptores antigénicos especificos para determinado antigeno diferente e, devido a
isso, incluem trés diferentes subpopulacdes celulares de linfécitos: linfécitos T,
linfécitos B e os linfocitos NK (VERRASTRO, T. 2006). Os linfécitos T, que surgem a
partir de células precursoras na medula 6ssea e amadurecem no timo, s&o
encarregados das funcdes relacionadas a imunidade celular sendo uma resposta
imune inicial ou primaria, isto é, a primeira resposta a presenca de um antigeno,
enqguanto o linfocito B, derivados da medula éssea, diferenciam-se em plasmdécitos e
sintetizam imunoglobulinas (anticorpos) participando da imunidade adaptativa de
base humoral (MONTANARI, T., 2010). J4 o grupo das células natural killer (NK) é
representado por células com fungdes citotoxicas conferindo defesa inicial contra
patdgenos infecciosos, reconhecimento de células do hospedeiro estressadas e
lesadas, auxiliando em sua eliminacdo e influenciar na natureza da resposta imune
adaptativa subsequente (ABBAS A.K., LICHTMAN A.H., 2007).

Figura 7 - Linfécito. Giemsa.

Fonte: MONTANARI (2010)

2.1.3 ESTRUTURA FUNCIONAL DA MEDULA OSSEA

O processo de formagdo das células do sangue (hematopoiese ou

hemopoese) é um sistema complexo coordenado de fenbmenos de origem,
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multiplicacdo e maturacdo de células precursoras das células sanguineas. O
controle de proliferacdo, multiplicacdo e maturacdo celular é feito através de uma
complexa interacdo molecular com células do microambiente da medula Ossea
(ANJOS; ALVARES-SILVA; BORELLI, 2000). A medula 6ssea se situa na por¢cao
interna das pecgas 0sseas sendo constituida por componentes celulares mieloides,
representados por ceélulas-tronco hematopoiéticas e células sanguineas em varios
estagios de maturacdo, se apresentando como o sitio de geracdo de células
sanguineas, o principal local pés-natal de formagdo de elementos sanguineos,
gerando aproximadamente 10 bilhdes de leucocitos, 200 bilhdes de globulos
vermelhos e 400 bilhdes de plaguetas diariamente durante toda a vida (SILVA et al.,
2021).

Encontrada no canal medular dos ossos longos e em cavidades dos 0Sso0s
esponjosos, constitui um microambiente adequado (“nicho”) de autorrenovagéo e
formacao de células precursoras indiferenciadas. Esse nicho apresenta-se favoravel
por ser composto de um estroma complexo, integrando uma rede de tecido
conjuntivo, uma multiplicidade de tipos celulares, incluindo fibroblastos, macréfagos,
adipdcitos-like, células musculares lisas, células reticulares e endoteliais e uma rede
integrada microvascular (ANJOS; ALVARES-SILVA; BORELLI, 2000). Alteragbes
significativas no estroma medular e nos seus componentes, como mudanc¢as na
afinidade ou na quantidade de moléculas de adesdo das células estromais ou
precursores hematopoiéticos, podem causar variagbes na multiplicagcdo e
diferenciacdo das linhagens hematopoiéticas, alterando a composicao citolégica da
medula éssea (VERRASTRO, Therezinha, 2010). A medula 6ssea produtora de
células sanguineas € chamada de medula vermelha sendo encontrada no adulto,
principalmente, no esterno, vértebras, ossos iliacos e costelas onde abrigam
espacos que contém uma rede de sinusoides cheios de sangue revestidos de
células endoteliais no qual fora desses sinusoides ha um aglomerado de precursores
de células sanguineas em varios estagios de maturacdo que posteriormente migram
pela membrana basal dos sinusoides para entrar na circulagdo vascular (ABBAS
A.K., LICHTMAN A.H., 2007).

A medula déssea apresenta-se como um compartimento de origem das
interacdes entre sistemas celulares distintos, formando um microambiente que

propicia a hematopoiese (BYDLOWSKI et al., 2009). O microambiente medular é
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proporcionado por uma matriz extracelular adequada, composta de diversas
proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos, produzidas pelas células estromais,
mantendo a estrutura tridimensional do compartimento medular dando suporte
através de fibras colagenos (tipo I, I, IV, V e VI), fibronectinas (fator natural de
aderéncia celular), laminina (crescimento embrionério), vitronectina (adeséo celular,
migracado, proliferacdo e diferenciagcdo), hemonectina (assegurar células em
maturacdo) e sulfato de heparina e sulfato de condroitina (ZAGO et al, 2001). Esse
compartimento medular é composto de trés sistemas celulares: hematopoiético,
epitelial e estromal (DEANS; MOSELEY, 2000). Estende-se como estroma o
agrupamento de células estromais como fibroblastos, células reticulares, células
endoteliais, adipdcitos e osteoblastos, além de outros tipos celulares como
macrofagos e a associada matriz extracelular formada pelas células estromais e
varias proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos (ANJOS; ALVARES-SILVA;
BORELLI, 2000).

O espaco medular é composto de complexos seios sinusoides, formados por
uma camada continua de células endoteliais, uma camada descontinua de células
reticulares e composicdo adiposa adjacentes aos sinusoides participando da
regulacdo da hematopoiese (ZAGO et al, 2001). A hemocitopoese ocorre nos
espacos entre capilares e células reticulares, passando por processos de regulacéo
por citocinas estimuladoras e inibitorias, contatos intercelulares e proteinas da matriz
extracelular existentes no estroma (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017). As
células endoteliais da medula éssea sdo capazes de manter a proliferacdo e
diferenciacdo de células hematopoiéticas secretando citocinas como G-SCF, GM-
CSF, M-CSF, ligante do kit, interleucina 6 (IL-6) e ligante do FLK-2, além de
possibilitar interacbes com células hematopoiéticas via moléculas de adesao (ZAGO
et al, 2001). Esse modelo de composicéo estromal é determinado por células-tronco
mesenquimais residentes na medula 6ssea que mantém certo grau de auto-
renovacao, e dao origem a células que podem se diferenciar em vérias linhagens de
tecido conjuntivo e em tecidos estromais (DA SILVA MEIRELLES, 2003).

Progenitores hematopoiéticos interagem com essas moléculas da matriz,
através de receptores de superficie para macromoléculas e se ligam a sitios
especificos do estroma, via moléculas de adeséo, incluindo integrinas B1, B2 e

selecitinas, contribuindo para sua proliferacdo e diferenciacdo por fixar
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temporariamente formando nichos (“microrregiées”), nas quais predomina 0 mesmo
tipo de linhagem celular em diferentes estagio de maturacdo, podendo facilitar o
desenvolvimento de linhagens sanguineas especificas e favorecer a sobrevivéncia
de células-tronco ou a quiescéncia celular (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.,,
2017). Logo, entende-se que a manutencao das células na medula 6ssea é dada por
uma interacdo entre as ceélulas e as moléculas de adesao, presente, também, nas
células hematopoiéticas, que compdem a matriz extracelular e nas células
estromais. Tais moléculas de adesdo sdo essenciais na marcacao fenotipica dos
precursores hematopoiéticos, através de citometria de fluxo, € possivel notar
presenca ou auséncia dessas células no sangue ou na medula 6ssea, alteractes
fenotipicas, grau de maturidade etc.

Componente essencial para um nicho medular favoravel para ades&o,
modulagéo e crescimento celular sdo as células do estroma ou células estromais,
integrantes fundamentais no estabelecimento de contatos heterotopicos entre
células, producao de combinacdes de citocinas, fatores de crescimento e moléculas
extracelulares (HOMBAUER; MINGUELL, 2000). As células do estroma incluem
fibroblastos, macrofagos, osteoblastos, osteoclastos, células endoteliais, adipdcitos e
mastocitos (raros) formando o tecido de sustentacdo da medula hematopoiética,
possibilitando a secrecdo de componentes importantes para formacdo da matriz
extracelular como colageno, glicoproteinas (fibronectinas e trombospondias) e
glicosaminoglicanos (acido hialurdnico e derivados de condroitinicos) e fatores de
crescimento para desenvolvimento das células tronco hematopoiéticas
(HOFFBRAND, A. V, 2008). As células do estroma produzem fatores solluveis de
importante atuacéo nas células hematopoiéticas medulares dando suporte mecéanico
as mesmas e garantindo contato fisico entre as células possibilitando uma melhor
qualidade das células hematopoiéticas produzidas (BREEMS et al., 1998).

Devido ao microambiente favoravel encontrado na medula Ossea, assim
como, também, encontrado durante a vida fetal (baco e no figado), € que a medula
compreende precursores hematopoiéticos importantes, as chamadas células-tronco
ou stem cells (VERRASTRO, Therezinha, 2010). O microambiente da medula 0ssea
define o destino das células-tronco hematopoiéticas (SILVA et al., 2021). As células-
tronco sdo células de origem embrionaria, que possuem caracteristicas bem distintas

de outros tipos celulares: sao indiferenciadas e nédo especializadas, possuem
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habilidade de proliferagdo e auto-renovagdo indefinida e capacidade de
diferenciacdo a determinadas linhagens celulares especializadas quando
submetidas a condi¢des fisiologicas ou experimentais (SILVA JUNIOR; ODONGO;
DULLEY, 2009). A maior parte dessas células progenitoras se apresenta em
quiescéncia, na fase GO do ciclo celular, possuindo capacidade de realizar divises
assimétricas dando origem, na mesma divisdo, a uma nova célula tronco, mantendo
o pool de células constante ao longo de toda a vida, e uma célula comprometida
com determinada linhagem (SILVA et al., 2021).

Dentre as CT encontradas no microambiente medular observa-se dois grupos
distintos: as células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell - MSC) e as
células tronco hematopoiéticas (hematopoietic stem cells - HSC) (VERRASTRO,
Therezinha, 2010). As células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea
humana (hMSC), também conhecidas como células estromais da medula 6ssea, sdo
uma rara subpopulacdo de células-tronco da medula éssea, compondo < 0,01% das
células mononucleadas medulares (FREITAS DE SOUZA et al., 2010).
Clonogénicas, multipotentes, séo criticas na origem das células estromais, isto €,
células com capacidade de diferenciar-se em ceélulas mesenquimais ou ceélulas
estromais medulares, que quando submetidas a diferentes estimulos sdo capazes
de diferenciacdo em varias linhagens de células, de origem mesodérmica e nao
mesodérmica, provendo ao microambiente medular suporte do processo de
diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas e da hematopoiese (BYDLOWSKI
et al., 2009). As MSCs nao sao células exclusivas da medula 6ssea, podendo ser
encontradas em todos os 6rgaos do corpo compondo o0s tecidos mesenquimais em
adultos (tecido adiposo, pele, trabéculas Osseas, peridsteo, cartilagem articular,
musculos esqueléticos etc.) e no feto (liquido amniético, placenta, figado, baco, timo
e pulméo), fornecendo suporte estrutural e regulacdo da passagem de células
através dos tecidos (BYDLOWSKI et al., 2009).

As MSCs possem propriedades de divisdo importantes para manutengao do
microambiente medular, sofrendo divis&o celular assimétrica, isto é, divisdo em duas
células irmas diferentes entre si (YAMASHITA; IWAMA, 2022). Uma célula-irma
mantém a multipoténcia da célula que a originou (célula-méae), ou seja, permanece
como célula-tronco num processo denominado de auto-renovacao e a outra célula-

irma apresentando capacidade mais restrita de diferenciacéo, diferenciando-se em



33

um tipo celular necessario, podendo ser tripotente (trés tipos celulares), isto é
possuindo habilidade de células clonais expandidas em trés linhagem celulares
distintas como, por exemplo, osteoblastos, condrocitos e adipécitos ou bipotente
(dois tipos celulares), apresentando importantes diferengas na expressao génica
(BYDLOWSKI et al., 2009). Devido a caracteristica de divisdo e proliferacdo das
células-tronco mesenquimais de maneira a promover a manutencao e renovacao de
tecidos mesenquimais em adultos, além da sua ndo expressao de moléculas do
complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHCII) é que muitos estudos
objetificam utilizar as MSCs de forma terapéutica como células alogénicas ou células
universais, capazes de atuar no interior de qualquer hospedeiro ndo ativando o
sistema imunoldégico, servindo na restauracdo de tecidos (FREITAS DE SOUZA et
al., 2010).

As primeiras células-tronco adultas identificadas com carater de
pluripotencialidade foram as células-tronco hematopoiéticas (CTH), células primitivas
multipotentes com capacidade de autorenovacdo e diferenciacdo em células
especializadas dos tecidos sanguineos e células do sistema imune (DA SILVA
JUNIOR; ODONGO; DULLEY, 2009), possibilitando diferenciacdo em células
progenitoras de todas as linhagens hematoldgicas (eritroides, mieloides e linfoides) e
a reconstrucao da populacdo sanguinea, no longo prazo e de forma completa, com
capacidade de autorrenovacdo com determinado prazo (YAMASHITA; IWAMA,
2022). Essas células-tronco, além de possuirem atividade na producdo de
progenitores das diferentes linhagens hematopoiéticas, também sdo capazes,
através de divisdo assimétrica, de produzir células-filhas que preservam as suas
caracteristicas, possibilitando a automanutencédo do pool de células indiferenciadas.
As CTHs residem predominantemente na medula éssea, mas podem ser
encontradas em varios 0rgaos ou tecidos como no sangue periférico e no sangue de
corddo umbilical (LEE; HONG, 2020). Dentro do nicho da medula éssea, onde é
regulado o comportamento dessas células, o destino das células-tronco
hematopoiética € decidido por reguladores intrinsecos e extrinsecos pro-
quiescéncia, proé-renovacao ou pro-diferenciacdo, assim como, células de suporte
que fornecem citocinas que controlam a funcdo das células-tronco hematopoiéticas
(SILVA et al., 2021).
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As CTHs em adultos também podem aparecer fora dos dominios medulares,
desempenhando a funcdo hematopoiética, promovendo a atividade de
hematopoiese extramedular, relatado em adultos no peridsteo, baco, figado,
coracao, rim, glandulas suprarrenais, tecido adiposo e em varios tipos de cancer
(SILVA et al., 2021). As CTHs podem ser classificadas em duas subpopulacdes:
células-tronco hematopoiéticas de longo prazo (LT-HSC - Long Term Hematopoetic
Stem Cell) e as células-tronco hematopoiéticas de curto prazo (ST-HSC - Short Term
Hematopoetic Stem Cell) (ZAGO et al, 2001). As LT-HSC sado uma populacao de
células quiescentes, geralmente em fase Go do ciclo celular, que residem na medula
0ssea, as quais se proliferam ao longo da vida do organismo, podendo se renovar
em longo prazo, sofrendo poucos ciclos de divisdes celulares, sendo responsaveis
pela manutencdo do pool hematopoiético imaturo e indiferenciado (ZAGO et al,
2001). As LT-HSC passam por divisdbes assimétricas formando células-filhas
diferentes, uma LT-HSC e a outra sendo ST-HSC. As ST-HSC, por sua vez, séo
células também quiescentes, porém apresentam maior potencial de proliferacao e
comprometimento com diversas linhagens de células sanguineas, gerando
progenitores multipotentes, que vao dar origem a progenitores comuns das
linhagens mieloides e linfoide (ZAGO et al, 2001). As ST-HSC, também conhecidas
como unidades formadoras de colénias (CFU), sdo capazes de formar uma ou mais
linhagens hematopoiéticas, sendo, por exemplo, apenas granuldcitos como as
unidades formadoras de coldnias-granulocitica (CFU-G) ou produzindo granulécitos
e mondcitos como as unidades formadoras de colbnia granulocitica/monocitica
(CFU-GM) ou as produtoras de um unico tipo de células diferenciadas (CFU-E, BFU-
E, CFU-G, CFU-M, CFU-MK) etc. (ZAGO et al, 2001).

Tais células podem ser classificadas de acordo com sua origem ou sua
capacidade de diferenciacdo em: totipotentes, pluripotentes e multipotentes (DA
SILVA JUNIOR; ODONGO; DULLEY, 2009). As células totipotentes sdo um grupo
de células capazes de gerar qualquer tipo de célula ou tecido do organismo, isto €,
além de se diferenciar em células dos trés folhetos embrionarios, forma tecidos
extraembrionarios, correspondendo as células do embrido recém-formado (DA
SILVA JUNIOR; ODONGO; DULLEY, 2009). O processo de divisdo das células
totipotentes acarreta a formacao das células pluripotentes, mais especializadas que

dao a todas as células do sangue, originando células-filhas com potencial menor, as
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progenitoras multipotentes, presentes no individuo adulto, responséaveis pela
formacdo das células precursoras (blastos), sendo as células do qual as
caracteristicas morfologicas diferenciais das linhagens aparecem pela primeira vez e
que produzem grande quantidade de células diferenciadas maduras (3 x 10°
hemécias e 0,85 x 10° granulécitos/kg/dia) na medula éssea humana saudavel.
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017). As células precursoras sdo capazes de
originar colonias de células de diferentes linhagens (multilinhagem), mas apds
divisdo, restringem-se a uma Uunica linhagem (unilinhagem), ocorrendo segundo
ordem especifica, separando as linhagens mieloide e linfoide, posteriormente,
linhagem granulocitica, monocitica e a eritroide-megacariocitica (ZAGO et al, 2001).

2.1.4 HEMATOPOESE

A hematopoiese é o processo de formacdo continua de componentes
celulares do sangue ao longo da vida para renovagdo do pool celular sanguineo
atendendo as requisicOes diarias de células e para responder ao aumento da
demanda celular em caso de lesdo ou infeccbes (HOGGATT,; PELUS, 2013). A
producdo de células do sistema hematopoiético atende uma demanda incrivel de
suprimento, pois trilhBes de células devem ser produzidas todos os dias, tendo, por
exemplo, em um homem adulto de 70 kg, aproximadamente, formacédo de 200
bilhbes/dia de eritrocitos (glébulos vermelhos) e 70 bilhdes/dia de leucécitos
neutrofilicos (OGAWA, 1994). A manutencao do pool de células hematopoiéticas do
adulto é proporcionada por uma pequena quantidade de células-tronco
hematopoiéticas (HSC), aproximadamente, 0,1% das células nucleadas da medula
ossea (ZAGO et al, 2001) que séo capazes de auto-renovacao, evento divisional que
resulta na formacdo de duas HSCs para manter o suprimento celular das
progenitoras e sdo capazes de diferenciagdo multipotente em todas as linhagens
hematoldgicas maduras, ou seja, capazes de formar eritrécitos, plaguetas, linfocitos,
monocitos/macréfagos e granulocitos (HOGGATT; PELUS, 2013).

As HSCs auto-renovaveis residentes da medula 6éssea como um grupo de
células em pequenas quantidades, representam o topo da hierarquia celular dos
estagios de células progenitoras e medida que se diferenciam, dao origem a um

grupo de intermediarios de células progenitoras que passam por restricdo para
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assumir a identidade de uma célula sanguinea madura (DOULATOV et al., 2012). O
conjunto de eventos envolvidos na formacao de diversos tipos de células do sangue
a partir de células-tronco sdo denominados de hematopoiese, incluindo:
automanutencdo do pool de CTHs, geracdo e manutencdo do pool de células
comprometidas com uma linhagem hematoldgica (precursoras) e proliferacdo e
diferenciacdo de células precursoras em células diferenciadas que migram para a
corrente sanguinea (ZAGO et al, 2001). As primeiras células sanguineas do ser
humano surgem no periodo embrionario, em fase chamada de hematopoiese
primitiva, com trinta dias apdés a formacdo do embrido, quando as CTHs estédo
localizadas nas ilhotas sanguineas do saco vitelinico extraembrionario, antes mesmo
do primeiro batimento cardiaco, com objetivo primario de produzir glébulos
vermelhos que podem facilitar a oxigenacdo do tecido a medida que o embrido
passa por um rapido crescimento (JAGANNATHAN-BOGDAN; ZON, 2013).

A capacidade de formacdo de todas as linhagens sanguineas promovendo o
processo de hematopoiese e autorrenovacao das CTHs chamada de fase definitiva
ou adulta que acontece na quarta semana de gestacdo quando o nicho
hematopoiético passa a ocupar a mesoderme, na regido intraembrionéarias da Aorta-
Gonadas-Mesonefro (AGM) e na placenta (RIEGER; SCHROEDER, 2012). Apesar
das células embrionarias adultas e seus derivados serem formados a partir células-
tronco hematopoiéticas, existe no embrido um nicho celular transitério de células
primitivas que surgem antes das primeiras CTH advindas do saco vitelinico
extraembrionario e da placenta que possuem caracteristicas e funcbes especificas
no embrido como, por exemplo, as hemacias primitivas que circulam como células
grandes e nucleadas expressando formas fetais de hemoglobinas (PALIS, 2014). Ao
longo do desenvolvimento a funcdo hematopoiética migra para placenta, figado,
baco, e, definitvamente, para medula éssea a partir da 10° ou 11° semana
embrionaria tornando-se o local de maior atividade hematopoiética ap6s a 24°
semana de gestacdo (VERRASTRO, Therezinha, 2010). Outros 6rgdos que estao
em desenvolvimento como timo e linfonodos, também contribuem para a formacgao
de células sanguineas, especialmente na producao de linfécitos (JUNQUEIRA, L. C;
CARNEIRO, J., 2017).

Essa funcdo, apos o nascimento, é exercida pela medula 6ssea, sendo o sitio

hematopoiético mais importante durante a infancia e a fase adulta sendo a Unica
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fonte de novas células sanguineas, exceto em casos de expansdo do tecido
hematopoiético em regides extramedulares (ZAGO et al, 2001). Nos primeiros anos
de vida, a atividade hematopoiética pode ser observada em todos 0s 0sSs0s e em
toda a medula o6ssea, com extrema celularidade (porcentagem de tecido
hematopoiético), variando de 60 a 100%, diminuindo com o progredir da idade e com
o tipo de osso observado (ZAGO et al, 2001). Proximo da puberdade ocorre uma
substituicdo progressiva da medula hematopoiética ativa por tecido gorduroso, isto €,
por células gordurosas (adipécitos) em razdo de uma diminuicdo importante do
tecido hematopoiético, assim como, aumento da cavidade éssea devido a perda da
substancia 6ssea de modo que a medula hematopoiética do adulto fique restrita as
epifises dos o0ssos longos, além de ossos chatos como créanio, vértebras, costelas e
esterno (ZAGO et al, 2001). Em muitas doencas, por exemplo, nas anemias
hemoliticas, a medula 6ssea gordurosa ou amarela possui capacidade de reversao
para o processo hematopoiético, além disso, 6rgdos antes hematopoiéticos como
figado e baco podem reassumir a funcdo de hematopoiese, representando a
chamada hematopoiese extramedular (HOFFBRAND, A. V, 2008).

O processo de hematopoiese (Fig. 8) tem inicio com as células tronco
hematopoiéticas (HSC) que sao pluripotentes, ou seja, conseguem diferenciar-se em
todos os tipos de células sanguineas e, também, possuem habilidade de se
multiplicar constantemente para manter seus numeros na medula Ossea
(HOFFBRAND, A. V, 2008). Fatores estimulantes para diferenciacdo das células
pluripotentes fazem com que essas células passem por diferenciacdo formando
células filhas com potencialidade menor chamadas de progenitoras multipotentes
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017), tanto células linfoides multipotentes
como células mieloides multipotentes que se diferenciam para formar as unidades
formadoras de colonia (CFU) para um determinado tipo celular que passardo a ser
estimuladas por fatores especificos e vao diferenciar-se nas linhagens granulares,
plaquetérias, eritrocitarias, linfoides e outras (VERRASTRO, Therezinha, 2010). As
células progenitoras multipotentes possuem as caracteristicas da célula de origem,
com capacidade de autorrenovacao que sera perdida ao longo da sua diferenciacéo
com ganho de caracteristicas especificas dos tipos de células sanguineas maduras
(MANSSON et al., 2009). O estimulo e a inibicdo da hematopoiese depende de um

microambiente medular adequado fornecido pelas células do estroma que secretam
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fatores de crescimento hemocitopoéticos que regulam a proliferacéo, diferenciacéo e
a apoptose de células imaturas, assim como atividade funcional de células maduras
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J., 2017.) A hematopoiese envolve ciclos de
proliferacédo e diferenciagcdo, ambos envolvendo ativagéo de genes que precisam de
estimulacdo através de fatores sollveis como, por exemplo, as citocinas para
inducdo do processo de transcricdo génica (MOTICKA, 2016). Os agentes
influenciadores da hematopoese sdo os fatores estimuladores de colénias (CSF, do
inglés Colony Stimulating Factor) que podem atuar nas células progenitoras ou
possuirem atuacdo mais restrita como o fator estimulador de colbnias de
granuldcitos (G-CSF, do inglés Granulocyte-Colony Stimulating Factor), além de,
interleucinas, eritropoietina e trombopoietina, dentre outros (GARTNER; HIATT,
2012).

Figura 8 - Hematopoiese: processo de formacao dos elementos figurados do
sangue.
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2.2 LEUCEMIAS

O termo leucemia advém das palavras gregas “leukos”, que significa branco,
e “haima” que significa sangue, fazendo alusdo a um grupo heterogéneo de
neoplasias hematoldgicas altamente categorizadas de acordo com sua morfologia,
imunofendtipo, anormalidades citogenéticas e moleculares que surgem da
proliferacdo disfuncional de leucdcitos (glébulos brancos) em desenvolvimento
(CHENNAMADHAVUNI; LYENGAR; SHIMANOVSKY, 2022). Nas estimativas do
American Cancer Society (ACS) para o ano de 2022, estima-se que 60.650 novos
casos de leucemia serdo diagnosticados nos EUA com aumento da taxa de
incidéncia em criancas e adolescentes por cerca de 1% ao ano e estavel entre
adultos de 20 anos ou mais, embora as tendéncias variem para cada subtipo (SUNG
et al.,, 2021). A taxa de mortalidade estimada pelo mesmo instituto mostra que
24.000 mil pessoas morrerao da doenca, apesar de haver um decréscimo na taxa de
mortalidade entre 2010 e 2019 em cerca de 2% por ano em adultos e em ritmo de
declinio maior entre criancas e adolescentes, muito devido ao sucesso que 0
tratamento obteve ao longo dos anos.

O maior indice de incidéncia de leucemia no mundo para ambos os sexos é
encontrado em paises que apresentam altos niveis de desenvolvimento humano
com fatores de risco importantes como tabagismo, contato com benzeno na inddstria
quimica, exposicdo a formaldeidos, doencas hereditarias, historia familiar, radiacéo
ionizante e em alguns casos classes de medicamentos utilizados na quimioterapia
(SUNG et al., 2021). No Brasil, de acordo com dados do INCA, dos dez canceres
mais frequentes na populagéo brasileira, as leucemias aparecem na nona colocagao
com numero de novos casos esperados para cada ano do triénio 2020-2022 de
5.920 casos em homens e de 4.890 em mulheres correspondendo a um risco
estimado de 5,67 casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 para cada 100 mil
mulheres (INCA, 2020).

Pacientes com leucemia, clinicamente, se enquadram em quatro grandes
categorias de acordo com a velocidade de crescimento celular e tipo de célula do
sangue que deu origem a doenga, seguindo o espectro de leucemias agudas ou
cronicas e mieloide ou linfoide (WHITELEY et al., 2021). Na atualidade tem-se doze

tipos de leucemias que estéo classificadas baseadas nesses dois critérios, a rapidez
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da proliferacdo celular e qual a célula originadora da doenca (WHITELEY et al.,
2021). No critério de velocidade de crescimento, sdo classificadas como leucemias
agudas, quando as células sanguineas ndo completam o seu processo maturativo
levando a uma proliferagdo de células imaturas e disfuncionais do sangue (células
embrionérias ou blastos) que se acumulam na medula e no sangue periférico
(excedendo 20% no esfregaco sanguineo ou na medula 6ssea), substituindo
gradativamente as células normais, se espalhando pelo sangue, aumentando,
assim, a concentracdo de glébulos brancos, ocorrendo rapida progresséo da doenca
com um quadro clinico grave de evolucdo rapida (WEINBERG, 2008). Por esse
critério, também, tem-se as leucemias cronicas com multiplicagcdo desordenada dos
glébulos brancos, com altas taxas de proliferacdo de células maduras, possuindo
menos de 20% de blastos, com instalacdo mais lenta, insidiosa e progressiva, de
agravamento tardio que sdo encontradas em grande nimero na medula 6ssea e no
sangue periférico, ndo exibindo deficiéncia de elementos celulares no diagndstico
(SOARES et al., 2012), sendo descoberta, geralmente, durante exames rotineiros de
sangue periférico, pois 0 paciente ndo apresenta queixas ou apenas relata
manifestacdes inespecificas (ZAGO et al, 2001). No entanto, as leucemias cronicas
podem apresentar uma fase denominada acelerada/blastica sendo uma
transformacao da leucemia crénica em uma fase aguda com grau significativo maior
de blastos (ARBER et al., 2016).

As leucemias agudas apresentam como caracteristica forte clonalidade com
formacdo de células neoplasicas muito indiferenciadas, jovens com perdas nos
estimulos proliferativos e/ou maturativos (LORENZI, Therezinha, 2006). Esses
blastos em excesso por sofrer expansdo e proliferagdo clonal na medula 6ssea
podem passar para corrente sanguinea e sistema linfatico, sendo capaz de percorrer
também outros 6rgdos como os pulmdes, pele, cérebro, a medula espinhal e outras
partes do corpo promovendo um quadro de infiltracdo leucocitaria (ZAGO, MA.,
2013). No sangue periférico nesse tipo de leucemia é caracterizado por mais de 20%
de blastos com aumento de celularidade da medula Ossea repleta de blastos e
namero variavel de células granulociticas, precursores eritroides ou monociticas
(CHENNAMADHAVUNI; LYENGAR; SHIMANOVSKY, 2022). Enquanto nas
leucemias crénicas hd uma proliferacdo exacerbada dos granulécitos, mas no

sangue e medula 6ssea encontram-se células maduras, ocorrendo incomuns formas
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blasticas em circulacdo se multiplicando mais lentamente, podendo funcionar
normalmente por um periodo, ndo produzindo de inicio sintomas podendo passar
despercebidas ou ndo diagnosticadas por anos (ZAGO, MA., 2013).

No critério de tipo celular as leucemias podem ser classificadas em mieloides
ou linfoides, dependendo da origem celular hematopoiética (ABREU et al., 2021). As
leucemias mieloides caracterizam-se pela proliferacdo predominante de células
mieloides podendo ser células que dardo origem as granuldcitos, eritrécitos e
plaquetas, enquanto as leucemias linfoides sédo originérias da linhagem linfoide do
sangue, nas células que formam os linfocitos T e B (ALMEIDA, 2015). Um
progenitor linfoide (CLP) gera linfécitos B, T e células NK (natural Killer), enquanto,
células-tronco mieloides ou progenitor mieloide comum (CMP) origina de células
vermelhas do sangue (eritrécitos) a maioria das células brancas (neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, mondcitos, mastécitos e células dendriticas) e as células que
dao origem as plaquetas, denominadas megacariocitos (ABREU et al., 2021).
Embora, ocorram varios subtipos de leucemias, as mais predominantes em
incidéncia e prevaléncia sdo as leucemias mieloide aguda (LMA) e leucemia
mieloide crénica (LMC), envolvendo a cadeia mieloide e as leucemias linfoblasticas
agudas (LLA) e as leucemias linfociticas crénica (LLC) envolvendo a cadeia linfoide
(CHENNAMADHAVUNI; LYENGAR; SHIMANOVSKY, 2022).

As leucemias ocorrem devido a transformacdo maligna de células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes, aquelas responsaveis por dar origem a precursores
mieloide e linfoides, mas essa transformacédo pode ocorrer nas células-tronco mais
comprometidas com determinada linhagem celular com certa limitacdo na
capacidade de auto-renovagao (CHENNAMADHAVUNI, LYENGAR;
SHIMANOVSKY, 2022). Uma célula-tronco hematopoiética pode se tornar uma
célula-tronco comprometida com o braco mieloide e formar trés tipos de células
sanguineas maduras como glébulos vermelhos que transportam oxigénio e outras
substancias para todos os tecidos do corpo, granuldcitos que sao glébulos brancos
que ajudam a combater infeccdes e doencas e plaquetas que formam coagulos
sanguineos para parar sangramentos. Sendo assim, precursores mieloides séo os
progenitores de eritrocitos, leucocitos, polimorfonucleares (neutrofilos, eosinéfilos e
basdfilos), mondcitos e plaquetas (MOTICKA, 2016). Ainda, as células tronco

podem se comprometer com o braco linfoide que migram para os orgaos linfoides
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(ex. linfonodos, baco e timo) para completar o processo maturativo e torna-se uma
célula linfoblastica formando linfécitos de fenétipo B, T e células natural killer (NK)
(ZAGO, MA., 2013). Na observacdo de cortes histologicos de medula Ossea de
pacientes em determinadas leucemias, principalmente, de aspecto agudo, observa-
se um acumulo de células imaturas (blastos) anormais, pouco diferenciadas por
parada ou dificuldade no processo de maturacdo que vao substituindo as células
precursoras formadoras dos elementos sanguineos normais prejudicando a
hematopoiese normal, reduzindo a producdo de hemacias, leucécitos e plaquetas
(ZAGO, MA., 2013).

2.2.1 NEOPLASIAS LINFOPROLIFERATIVAS

Neoplasias linfoproliferativas sdo um grupo de doencas que apresentam
atributos clinicos e morfolégicos varidveis caracterizados pela producéo
descontrolada de linfécitos que causam linfocitose monoclonal, linfadenopatia e
infiltracdo da medula 6ssea (JUSTIZ VAILLANT; STANG, 2022). Os linfécitos
sanguineos sdo particularmente susceptiveis a muta¢des, uma vez que promovem a
regulacdo de genes tanto na diferenciacdo em o6rgaos linfoides centrais, como no
timo e medula, quanto ap6s a ativacdo por antigeno, podendo levar ao
desenvolvimento de doencas como varios disturbios imunomediados: artrite
reumatdide recém-diagnosticada, sindrome de Felty, aplasia pura de células
vermelhas, esclerose multipla, doenca crénica do enxerto contra o hospedeiro e
leucemia linfocitica granular grande de células T (T-LGL), entre outros. (LUNDGREN
et al.,, 2021) Sendo assim, erros ocasionais nos processos de hiper mutacao
somatica e mudanca de classe, geracdo de translocacdes nos genes das
imunoglobulinas, mutacdes no gene supressor tumoral P53, anormalidades
citogenéticas sdo a marca de muitas neoplasias clonais linfoides (ZAGO, MA., 2013).

Levando, também, em consideracdo a patogénese molecular das neoplasias
linfoides, estudos citogenéticos mostram que algumas das principais doencas
proliferativas de linfécitos apresentam anormalidades citogenéticas correlacionadas
com tipos histolégicos e com imunofendétipos especificos, por exemplo, como ocorre
na translocacao t (14;18), frequentemente, encontrada em linfomas foliculares
(RABKIN et al., 2008), t(8;14), 1(8;2) e 1(8;22) associada ao linfoma ndo Hodgkin de
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células B (linfoma de Burkitt) (DE FALCO et al., 2015), translocacdo t(12;21) é a
mutacdo mais frequentemente identificada na Leucemia Linfoblastica Aguda (INABA;
GREAVES; MULLIGHAN, 2013). Ainda no campo da patogénese, defeitos
genéticos culminados com a presenca de imunodeficiéncias formam um ambiente
propicio para o desenvolvimento de neoplasias, isto €, imunodeficiéncia seja
adquirida, secundaria a drogas ou virus, aumenta a susceptibilidade para as
doencas linfoproliferativas (MAFFEIS et al., 2019).

Doencas linfoproliferativas malignas partem de linfocitos das linhagens T, B
ou NK que podem estar em diferentes fases de maturacédo podendo originar-se de
precursores linfoides primitivos, ou seja, estagios mais iniciais de maturacdo como
observados em leucemias linfoproliferativas agudas ou podem derivar de linfocitos
mais diferenciados como no caso das leucemias linfoides crénicas e o mieloma
multiplo (ZAGO, MA., 2013). Nesse tipo de neoplasia, principalmente, observa-se
dois subgrupos de linfécitos: células T e B que se regeneram incontroladamente
devido a derrocada dos mecanismos fisiologicos de controle da proliferacédo
ocasionando, por consequéncia, um aumento desenfreado e autbnomo de células
imunes ocasionando linfocitose e linfadenopatia, além de possiveis envolvimento de
locais extranodais, por exemplo, na medula 6ssea (JUSTIZ VAILLANT; STANG,
2022).

As neoplasias linfoproliferativas podem apresentar-se em locais especificos
como nos linfonodos ou apresentar infiltrados leucémicos na medula 6ssea ou em
outros Orgaos. Diante dessas observacdes, clinicos e patologistas dividiram as
doencas linfoproliferativas em linfomas, gamopatias monoclonais e leucemias
(MOTICKA, 2016). Os linfomas séo neoplasias malignas primarias de tecido linfoide
caracterizados pela proliferacéo atipica e clonais de populagbes de linfécitos que
apresentam similaridades morfologicas, imunolégicas e funcionais com as células
normais correspondentes (BOGLIOLO, L., 2011). Normalmente esses clones
linfocitarios acumulam-se nos linfonodos e podem aparecer em sangue periférico
(fase leucémica) ou, ainda, infiltrar outros 6érgéos externos ao tecido linfoide. As
gamopatias monoclonais s&o neoplasias de linfocitos B secretores de
imunoglobulinas apresentando excesso dessas em seu plasma, geralmente, sendo
homogénea producdo em relacdo ao seu isotipo, sugerindo ser derivada de um

anico clone de linfécitos transformados (MOTICKA, 2016). Como as células
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responsaveis pela secrecdo dos isotipos de imunoglobulinas se diferenciam em
plasmadcitos esse tipo de cancer também é caracterizado pela sua presenca. As
leucemias de aspecto linfoproliferativo sdo neoplasias malignas de linfécitos B, T ou
NK originadas da medula éssea que apresentam transformados malignos de
linfocitos que circulam no sangue periférico e vasos linfaticos e residem em muitos
outros 6rgaos (BOGLIOLO, L., 2011).

As leucemias linfoproliferativas podem ser dividas de acordo com o quadro
clinico apresentado entre: agudas ou cronicas (ZAGO, MA. 2013). As
linfoproliferativas agudas, também chamadas de leucemias linfoides agudas (LLA)
apresentam grande quantidade de células imaturas ou blastos linfoides em sangue
periférico e as linfoproliferativas cronicas exibindo evolucéo clinica mais lenta, com
menor comprometimento ao estado geral do paciente, com aspecto mais tumoral,
evidenciado pela hepatoesplenomegalia ou adenomegalia (VERRASTRO, 2006). As
linfoproliferativas agudas séo caracterizadas pela proliferagcdo descontrolada de
linfécitos anormais e imaturos, isto €, uma malignidade de blastos linfoides ou
linfoblastos B ou T que mantém sua capacidade de multiplicagdo, mas néao
completam o processo maturativo até as formas mais maduras e normais do sangue
periférico ou da medula éssea, levando a uma substituicdo de elementos da medula
O0ssea e outros 6rgdos linfoides, resultando no padrdo caracteristico da doenca
(PUCKETT; CHAN, 2022). Em outras palavras, as células leucémicas das linhagens
linfoide deixam de responder a acdo controladora dos fatores estimuladores e
inibidores da hematopoese normal, se tornando independentes, permanecendo
“cristalizados” numa fase de maturacdo que varia de um caso para outro
(VERRASTRO, 2006). Esse acumulo excessivo de linfoblastos na medula acaba por
levar a uma supressao medular da hematopoese normal, resultando em quadros de
anemia, neutropenia e plaquetopenia, além de, provocar hepatomegalia,
linfoadenopatia e possivel comprometimento de meninges e génadas (ZAGO, MA.,
2013).

As linfoproliferativas crénicas sdo um grupo heterogéneo de neoplasias
hematoldgicas tendo em comum a origem a partir de células linfoides maduras
(periféricas), apresentando uma linfocitose crbnica persistente que além de
infiltrarem oOrgéos linfoides, como ganglios linfaticos e bago, se fazem presentes

também na medula 6ssea e no sangue periférico (ZAGO, MA., 2013). Esse grupo é
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apresenta subtipos distintos tomando como critério diagnostico considerando as
caracteristicas de morfologia celular, imunofendtipo, analise citogenética e
alteracdes moleculares (HOFFBRAND, A. V, 2008). A classificacdo das leucemias
linfoides cronicas, segue o critério da linhagem celular de origem podendo ter origem
nas: Células B ou células T ou NK. As leucemias linfoides crbnicas com origem nas

células B, T e NK estdo representadas na Tabela 4:

Tabela 4 - Classificacao das leucemias linfoides cronicas, segundo a linhagem
celular de origem.

CELULAS B CELULAS T ou NK

Leucemia linfocitica crbénica Leucemia prolinfocitica

Leucemia prolinfocitica Variante de células pequenas

Tricoleucemia (classica ou variante) Doenca linfoproliferativa de linfécitos
granulares

Linfoma da zona marginal esplénico Sindrome de Sézary

Linfoma da zona marginal nodal

Linfomas foliculares Leucemia-linfoma de células T do adulto
Linfoma linfoplasmocitico Linfomas T- periféricos

Linfoma de células do manto Outros

Outros

Fonte: ZAGO (2013)

2.2.2 LEUCEMIA DE CELULAS PILOSAS OU HAIRY CELL LEUCEMIA.

A leucemia de células pilosas (HCL) é uma malignidade linfoproliferativa
cronica rara indolente de células B, caracterizada insuficiéncia progressiva da
medula 6ssea devido a infiltragdo maligna de linfocitos B com “projegdes superficiais
semelhantes a pelos” provocando complicagdes infecciosas frequentes (BOHN et al.,
2021). Com reconhecimento pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) em 2016,
apresenta-se quatro a cinco vezes mais frequente em homens do que em mulheres,
com idade mediana ao diagnostico de 52 anos, sendo responsaveis por 2% de todas

as leucemias, ocorrendo nos EUA, aproximadamente, 1.000 mil novos casos
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relatados a cada ano (TROUSSARD; CORNET, 2017) e uma taxa de incidéncia
global padronizada por idade de 0,5 por 100.000 mil homens e 0,1 por 100.000 mil
mulheres (PAILLASSA; TROUSSARD, 2020). O historico da doenca permeia os
estudos de malignidades hematopoiéticas que apresentavam caracteristicas de
pancitopenia e esplenomegalia realizado em 1923 por Ewald que cunhou o termo
“‘reticuloendoteliose leucémica” para descrever um disturbio hematolégico
caracterizado por esplenomegalia, pancitopenia e células monociticas circulantes,
sendo, posteriormente, reconhecida como uma leucemia monocitica aguda
(ANDRITSOS; GREVER, 2015).

Segundo Fagundes, Xavier e Sales (2013) a doenca foi descrita com uma
entidade clinica-patoldgica individualizada em 1958 por Bouroncle, na qual a célula
pilosa tipica foi descrita pela primeira vez, sendo o inicio para estudos detalhados da
evolucao clinica e achados hematolégicos, assim como, elucidacdo dos sinais e
sintomas de apresentacdo mais comum relacionados a citopenias. Nesses estudos
da época as células malignas foram isoladas e observou-se que essas células
exibiam pseuddépodes salientes do citoplasma, o que resultou em uma borda
serrilhada, sendo agora reconhecidas como “células pilosas” (Fig. 9), caracterizando
a célula maligna subjacente a doenca que mais tarde seria denominada de leucemia
de células pilosas (ANDRITSOS; GREVER, 2015). Atualmente, de acordo com a
classificacdo de neoplasias hematoldgicas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
a leucemia de célula pilosas € classificada como um linfoma ndo-Hodgkin indolente
que geralmente apresenta triade diagnéstica bem definida de pancitopenia,
esplenomegalia e células circulantes com projecfes vilosas citoplasmaticas
caracteristicas (FANTA; SAVEN, 2008).
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Figura 9 - Linfdcitos tricoleucémicos.

™

Fonte: Autor (2022)

Embora a causa da doenca néo seja totalmente elucidada, acredita-se
que a origem da célula maligna seja nos linfécitos B de memdéria que apresentam
mutacdes somaticas, indicando parada de maturacdo e expanséao clonal em estagios
de maturacdo pos-centro germinativo (célula B de memdria) que se infiltram no
sistema reticuloendotelial do paciente e interfere na funcdo normal da medula 6ssea,
resultando em pancitopenia (ZAGO, MA., 2013). Estudos mostram que certas
mutacdes importantes podem ocorrer em estagios de diferenciacdo anteriores,
incluindo as células-tronco hematopoiéticas (HSC) ou progenitores linfoides de
células B (BOHN et al., 2021). A etiologia da doenca passa pelo proto-oncogene B-
raf (gene BRAF) com a mutacdo BRAF-V600E, acontecendo no gene BRAF
composto por 18 éxons, com a mutacao ocorrendo no éxon 15 na posicao 1799, na
gual a timina e a adenina séo trocadas, fazendo a substituicdo do aminoacido valina
(V) pelo glutamato (E) no codon 600 (V60OE) da proteina BRAF, resultando na
ativacdo constitutiva da via de sinalizacgdo RAF-MEK-ERK oncogénica, obtendo,
como consequéncia, resisténcia apoptose e degeneracdo maligna das células B
(PAILLASSA; TROUSSARD, 2020), sendo uma mutagcdo ausente em outras
neoplasias malignas de células linfaticas, exceto, em alguns casos de leucemia
linfocitica cronica (LLC) e mieloma multiplo, mas se fazendo presente nos clones de
células ciliadas de um paciente com HCL (DIETRICH; ANDRULIS; ZENZ, 2015).

A mutacdo BRAF-V600E é considerada um marcador molecular importante da
doencga, um evento definidor de HCL, representando uma nova possibilidade de

diagnéstico e de opcédo para o direcionamento terapéutico de BRAF, utilizando
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inibidores de BRAF (vemurafenibe e dabrafenibe) como opc¢éo terapéutica, apesar
da auséncia da mutacdo BRAF-V600E ser relatada em até 10% a 20% dos
pacientes com HCL, podendo constituir um subgrupo de pacientes com HCL com
prognostico ruim (TROUSSARD; CORNET, 2017). Muito embora a mutacdo BRAF-
V600E seja um marcador molecular essencial para HCL, outras alteracbes sé&o
fundamentais no desenvolvimento da doenca. Dentre elas é de importancia citar a
supressdo da ciclina D1, inativacdo recorrente do inibidor do ciclo celular
CDKN1B/p27, desativacdo da KLF2 (fator de transcricAio que controla a
diferenciacdo das populacdes de células B), mutacdo ativadoras do gene da
proteina quinase 1 (MAP2K1), entre outras. Além disso, em um novo subgrupo de
HCL com prognadstico ruim tem-se observado em 90% dos pacientes com a mutagao
no gene da regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina (IGHV), possuindo
rearranjo IGHV 4-34, representando um subgrupo de pacientes com maior carga de
doenca no diagnéstico (TROUSSARD; CORNET, 2017). Além de fatores
moleculares, a HCL esta associada com distdrbios imunoldgicos sistémicos,
incluindo esclerodermia, polimiosite, poliarterite nodosa, eritema maculoapapular e
pioderma gangrenoso, além de anormalidades incomuns como anticorpos adquiridos
antifator VIII, paraproteinemia e mastocitose sistémica (ZAGO, MA., 2013).

A HCL apresenta como sua principal propriedade o acumulo de linfécitos B
monoclonais com projecdes citoplasmaticas caracteristicas em sua superficie,
encontradas, principalmente, em sangue periférico, medula 6ssea e baco (GARZA-
LEDEZMA et al., 2016). As células pilosas tipicas sdo células grandes, com 1,5 a 2
vezes 0 tamanho de um linfécito maduro, com nucleo redondo e citoplasma
abundante que se dispde em franja em pontos limitados ou em todo contorno
celular, assumindo forma de “pelos finos” caracterizando a morfologia das células e
dando o nome da doenca (DIETRICH; ANDRULIS; ZENZ, 2015). Esses clones
leucémicos apresentam superexpressao de varios componentes do citoesqueleto,
como actinas, fosfoproteinas intracelulares, bem como membros da familia Rho
envolvidas na reorganizacdo ativa do citoesqueleto, aléem de, apresentar certa
morfologia e atividade fagocitaria (BOHN et al., 2021).

Imunofenotipicamente, as células leucémicas demostram padrbes de células
B monoclonais presas em um estagio tardio de diferenciacdo, apresentando forte

expressdo de imunoglobulinas de superficie restrita a cadeia leve, juntamente com
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marcadores de células B (CD20 e CD22) e com um imunofenétipo tipico (ou seja,
CD103+, CD25+, CD1l1lc+, CD123+ (BOHN et al., 2021). O excesso de células
leucemias acaba por infiltra-se na medula 6ssea resultando no quadro pancitopénico
caracteristico. Além disso, as células pilosas expressam grande producdo de
fibronectina no microambiente da medula 6ssea, através do controle autocrino dado
pela producdo de bFGF (basic Fibroblast Groth Factor) promovendo a fibrose
reticulinica caracteristica da doenca (ZAGO, MA., 2013), implicando na dificuldade
de se obter amostras de aspirado da medula 6ssea que frequentemente é seco (“dry
tap”) (DA CUNHA JUNIOR et al., 2005). As suas caracteristicas clinicas resultam da
infiltracdo da medula 6ssea pelos clones leucémicos, observando-se, clinicamente,
sintomas relacionados a anemia, manifestacdbes hemorragicas e as infeccbes
bacterianas (GALINDO et al., 2016).

Em pacientes com HCL é comum observar fragueza, secundariamente a
anemia, com, aproximadamente, um terco dos pacientes exibindo sangramentos
provocado pela trombocitopenia evidente e, ainda, apresentando febre baixa e
infeccbes (bacterianas, fungicas) secundarias a neutropenia. Decorrente da
esplenomegalia apresentada, o0s pacientes podem manifestar desconfortos
abdominais, em outros casos podem exibir perda de peso, febre e sudorese noturna
semelhante a outras doencas linfoproliferativas, além de apresentar, na maioria dos
casos, uma volumosa esplenomegalia decorrente da infiltracdo difusa da polpa
vermelha por células mononucleares e hipertrofia de macréfagos esplénicos, uma
hepatomegalia com alteraces discretas de fungdo hepatica, encontrada em 20%
dos casos e uma linfadenomegalia, encontrada apenas em 10% dos casos com

linfonodos periféricos ndo maiores que 2cm de didametro (ZAGO, MA., 2013).

2.2.3 DIAGNOSTICO DA LEUCEMIA DE CELULAS PILOSAS

O paciente acometido com HCL apresenta frequentemente fadiga (80%) e
esplenomegalia (80-90%) com 15-40% dos pacientes apresentando febre, infeccbes
sudorese noturna, perda de peso, dor abdominal superior esquerda por
esplenomegalia, hepatomegalia e sangramento e hematomas de trombocitopenia,
tendo em 15-30% dos casos apresentando distarbios autoimunes (KREITMAN;

ARONS, 2022). O diagndstico preciso de HCL € essencial e depende da morfologia
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caracteristica das células em sangue periférico, padrdo imunofenotipico, exame da
morfologia da medula Ossea, incluindo deposicdo de reticulina e coloragéo
citoquimica (FANTA; SAVEN, 2008). Na investigacao inicial para pacientes com
suspeita de leucemia de células pilosas as recomendacgbes para diagnéstico e
avaliacao inicial sdo de fazer o hemograma completo com revisdo de esfregaco de
sangue periférico, analise imunofenotipica por citometria de fluxo, aspiracdo e
bidpsia de medula Ossea, além da histéria completa e exame fisico e possiveis
estudos de imagem opcionais (GREVER et al., 2017). Na préatica diaria o
hemograma completo com uma revisdo cuidadosa dos esfregacos de sangue
periférico com contagem diferencial de glébulos brancos com identificacdo das
células leucémicas sdo os primeiros passos para identificacdo de células pilosas
tendo uma monocitopenia como manifestacao relativamente sensivel e especifica de
HCL (KREITMAN; ARONS, 2022).

As células da leucémica de células pilosas apresentam tamanho médio maior
do que um linfécito maduro com citoplasma azul palido moderadamente abundante,
nacleos de aspecto reniforme, cromatina aberta, excéntrico ou centralmente
situados, nucléolos ausentes e uma borda citoplasmatica serrilhada (GREVER et al.,
2017). Ultraestruturalmente, as células pilosas apresentam projecdes
citoplasmaticas semelhantes a cabelo, dai seu nome e uma organela distinta
chamada de complexo ribossomo-lamela, além de, apresentar expressao
citoquimica brilhante isoenzima 5 da fosfatase &acida que confere resisténcia ao
tratamento com o &cido tartarico, isto é, expressam fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRAP) que é quase exclusiva de HCL, sendo util a avaliacdo citoquimica
apresentada para diagnéstico (SUMMERS; JAFFE, 2011). Dentre os exames
laboratoriais realizados no paciente a contagem de células em sangue periférico
mostra pancitopenia evidente com diminuicdo da contagem das trés linhagens
sanguineas, neutropenia e monocitoponia frequentes, porém 20% casos podem
apresentar valores elevados de células brancas no sangue, além disso, uma anemia
grave do tipo normocrbmica e normocitica em cerca de 35% dos casos, com
trombocitopenia evidente em mais de 80% dos pacientes (ZAGO, MA., 2013).

Além disso, uma bidépsia de medula éssea e um aspirado sao
importantes para entender a extensédo da infiltracdo da medula. O padrdo mais

comum observado no aspirado de medula 6ssea € em geral um padrao “seco” (dry
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tap) ou hipocelular com predominio de células leucémicas (ZAGO, MA., 2013), nem
sempre sendo exitoso devido a fibrose extensa que impede a capacidade de obter-
se um aspirado celular significativo. Nestes casos, a biopsia da medula Ossea é
essencial para o diagnostico. A bidpsia de medula 6ssea (BMO) apresenta-se
hipercelular e com infiltrado intersticial difuso e confocal de células mononucleares
leucémicas apresentando citoplasma abundante conferindo uma aparéncia bem
espacada as células linfoides, em comparacdo com outras neoplasias linfoides e
bordas citoplasmaticas bem preservadas resultando em uma aparéncia de “ovo
frito”, com produgéo e excregao de fibronectina que resulta na deposicao pericelular
de fibronectina, observada essencialmente todos os casos de HCL que também
pode contribuir para a aparéncia amplamente espacada das células linfoides
(SUMMERS; JAFFE, 2011), embora a BMO possa apresentar-se hipocelular com
infiltrados intersticiais (REGO; SANTOS, 2009).

A extensdo do envolvimento de células leucémicas na medula O0ssea é
frequentemente avaliada nas coloracdes imuno-histoquimicas de bidpsia de medula
O0ssea que incluem CD20 (também presente em células B normais), antigenos
especificos de HCL como o DBA44 (CD72), anexina-1 (Anxal) e a mutacdo BRAF
V600E usando VE1 Mab (KREITMAN; ARONS, 2022) que possibilitam obter uma
avaliacdo do grau de infiltracdo da medula 6ssea por células leucémicas, além de
ajudar a estabelecer diagndstico.

E recomendado que todos os pacientes com HCL sejam avaliados para
mutacdo BRAF V600E usando ensaio molecular sensivel que pode detectar poucas
células leucémicas presentes em sangue periférico ou em aspirados de medula
0ssea diluidos em sangue, utilizando técnicas altamente sensiveis como reacdo em
cadeia da polimerase alelo-especifica ou sequenciamento de préxima geracdo como
preferéncia (GREVER et al., 2017). O método mais sensivel e especifico para
diagnéstico da HCL é a imunofenotipagem por citometria de fluxo de aspirado de
sangue ou de medula éssea que deve mostrar positividade brilhante para CD1l1c,
CD22 e CD20 (KREITMAN; ARONS, 2022).

E um forte instrumento no diagndstico do HCL, identificando as células pilosas
em 92% dos casos, com padrao fenotipico de células B maduras com expressao de
antigenos de células pan-B, como por exemplo, forte expressdo de imunoglobulina

de superficie, forte coexpressdo de CD20, CD22 e CD11c e expressdo de CD103,
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CD25, CD123, T-bet, anexina Al, DBA44 (CD72), FMC7 e ciclina D1 (geralmente
fraca) (ZAGO, MA., 2013), ou seja, a caracterizacdo imunofenotipica das células
leucémicas do sangue periférico apresenta restricdo de cadeia leve de populacdes
de células B com imunofenoétipo caracteristico de célula que coexpressam CD19+,
CD20+, CD11c +, CD25+, CCD103+, CD123+, confirmando o diagnéstico de HCL
(GREVER et al., 2017). As células leucémicas da HCL n&do expressam CD5, CD10
ou CD23, fazendo diagnéstico diferencial com outras doencas linfoproliferativas de
células B, como por exemplo, as na leucemia linfocitica croénica (LLC) que apresenta
padrdo imunofentico CD5+, CD11c -, CD22 +/-, CD 103 -, CD25 variavel, FMC7 +/-,
entre outros (ZAGO, MA., 2013).

Na determinacdo diagndstica diferencial histopatolégica e clinica da HCL
inclui-se a variante de leucemia de células pilosas (HCL-v). Uma entidade clinico-
patolégica com caracteristicas intermediarias entre a HCL classica e a leucemia
prolinfocitica B, correspondendo a 0,4% das neoplasias linfoides cronicas e 10% de
todos os casos de HCL (ZAGO, MA., 2013). A HCL-v, segundo a Organizacao
Mundial de Saude (2008), foi classificada como entidade proviséria por apresentar
caracteristicas clinicas e patologicas que diferem da leucemia de células pilosas na
sua forma classica por apresentar variagcbes morfolégicas e imunofenotipicas e
resisténcia ao tratamento convencional com resposta reduzida ou até ineficaz em
alguns casos a analogos de nucleosideos (RUDOLF-OLIVEIRA et al.,, 2015). A
variante de leucemia de células pilosas (HCL-v) em contraste da HCL-c é mais
agressiva, com elevada contagem de globulos brancos, apresentando sobrevida
mais curta e ma respostas ao tratamento com analogos de purinas requerendo
combina¢des dos analogos de purinas e rituximab (KREITMAN; ARONS, 2022).

As manifestacdes iniciais desse tipo de variante tricoleucémica séo de
desconforto ou distensdo abdominal, geralmente conectados aos processos de
organomegalia (esplenomegalia, hepatomegalia) e manifestagcbes derivadas de
citopenias como anemiam, sangramento e/ou infec¢des, por isso, o diagnéstico da
variante da leucemia de células pilosas é comum observar anemia e/ou
trombocitopenias e leucocitose, enquanto pancitopenia, granulocitopenia e
monocitopenia sdo mais comuns na leucemia de células pilosas classica (RUDOLF-
OLIVEIRA et al., 2015). Imunofenotipicamente, as células da HCL-v expressam

antigenos de células B como CD19, CD20 e CD22, porém perdem alguns
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marcadores caracteristicos da HCL-c, como o CD25, assim como, o CD103 que
pode estar ausente e o CD123 que € negativo na forma variante (KREITMAN;
ARONS, 2022). Além disso, as células HCL-v ndo apresentam reatividade a anexina
Al e sao fracamente positivas ou negativas para fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRAP), além de serem negativas para a mutacdo BRAFV600E
(KREITMAN, 2019). O diagnostico diferencial € feito incluindo linfoma de zona
marginal esplénica, linfoma difuso de polpa vermelha esplénica (SRPL), HCL-c,
linfoma de células do manto e leucemia prolinfocitica de células B (B-PLL)

(SUMMERS; JAFFE, 2011).

2.3 DIMENSAO FRACTAL

Os objetos que observamos no nosso dia a dia apresentam diversas formas
geomeétricas isoladas ou combinadas, mas nem sempre se apresentam em formatos
ideias e regulares. Para as formas regulares a geometria desenvolveu uma série de
classificagcbes para conseguirmos estudar os seus diferentes formatos, porém,
apesar dos esforcos, o mundo ndo apresenta a regularidade que a geometria
classica alcanca, sendo considerada como um desvio padrao do método geométrico
classico. Para resolver os padrdes matematicos da natureza e seus fenébmenos no
mundo, por muito tempo se utilizou a Geometria Euclidiana, criada por Euclides de
Alexandria por volta do ano 300 a.c., utilizando para descrever as formas de objetos
um numero de coordenadas necessarias como, por exemplo, uma coordenada
(comprimento) descreve uma linha, duas coordenadas (comprimento e largura)
representam um plano e trés coordenadas (comprimento, largura e altura)
descrevem um volume de definido objeto, além de determinar dimenséo zero para
um ponto que nao tem partes, isto €, ndo tem grandeza alguma (ASSIS et al., 2008).

Embora a geometria euclidiana apresente respostas para fendmenos
regulares na qual os objetos sé&o relacionados ao espaco que estao inseridos, acaba
por provocar resultados incompletos ou até inadequados em certas situacoes,
especificamente, nas formas encontradas na natureza. Utilizando a geometria
euclidiana nota-se espacos definidos por uma dimenséo topoldégica (Dt) e outra
dimensdo (D) que sao coincidentes (D=Dt), representada sempre por um ndmero

inteiro, variando entre 0 e «, enquanto objetos com certa complexidade e contornos
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irregulares como os fractais sdo caracterizados por uma dimenséo fractal, isto é,
uma dimensao fracionada (D) que s6 pode ser representada na forma de fracao,
delineando o espaco em funcdo de outra dimensdo Dt na qual seguem a regra de
D>Dt, podendo ser traduzida com numeros inteiros e também numeros fracionados
(DA COSTA RODRIGUES, 2016). Os padrdoes observados na natureza exibem
irregularidades e complexidades diferentes que ndo podem ser descritas ou
determinadas pela geometria euclidiana, devido a isso, se fez necessario a criagao
de uma “geometria alternativa” para fornecer métodos na analise de objetos com
complexidade importante e descrever fendbmenos ditos como “monstros
matematicos”, com €& o caso, por exemplo, das curvas que para a geometria
euclidiana possuem dimensdo um preenchem o espaco de um quadrado que possui
dimenséo dois (NUNES, 2006).

O matematico polonés naturalizado americano Benoit Mandelbrot, criador do
método que melhor representa as formas da natureza sintetizou essa irregularidade
natural no seu livro Geometry of the nature de 1975, ponto de partida para a
Geometria Fractal. Para o professor “As nuvens ndo sao esferas, montanhas nao
sdo cones, as costas nao sao circulos e casca nao € suave, nem relampago viaja
em linha reta.” (MANDELBROT,1977), logo essas formas n&o podem ser
perfeitamente descritas pela geometria euclidiana por apresentar maior
complexidade e irregularidades de forma. Por essa razdo, essa nova maneira de
olhar para o ambiente e suas formas tém sido muitas das vezes chamada da
“‘geometria da natureza” (HEYMANS et al., 2000). Benoit Maldelbrot descobriu novas
estruturas geométricas que sao adequadas para descrever conjuntos irregulares de
pontos, curvas e superficies do mundo natural, determinando a elas o nome de
“fractais”, propondo uma ramificagdo do estudo matematico das formas com a
combinacéo de informacgdes geométricas, probabilisticas e estatisticas.

Portanto, a geometria fractal é o estudo das propriedades e comportamentos
dos fractais, oferecendo um método para analisar e descrever objetos e formas
naturais, contrapondo-se com as limitacbes da geometria classica, possuindo
aspecto interdisciplinar na sua aplicacdo com outras ciéncias, como por exemplo, a
biologia (lei do crescimento), classificacdo de laminas histopatoldgicas, neurociéncia,
entre outras (DE PAULA; DE SOUZA, 2017). O nome fractal proposto por Bernoit

Mandelbrot, em 1975, considerado o pai da Geometria fractal, € baseado no latim,
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do adjetivo “fractus” cujo verbo “frangere” significa quebrar, criar fragmentos (ASSIS
et al.,, 2008). Grandes exemplos desse comportamento geométrico estdo na
aproximacédo da geometria fractal de uma linha costeira representadas em mapa em
uma dada escala (Fig. 10), assim como, o0 movimento browniano tipico de particulas
suspensas num fluido aparentemente imoveis apresentam movimentos com
interrupcbes momentaneas num padrdo aparentemente cadético quando se aumenta
a escala de observacéo (Fig. 11) (DA COSTA RODRIGUES, 2016).

Figura 10 - Modelo simplificado da linha de costa (curva de Koch).

Fonte: BAIRD (2014

Figura 11 - Movimento browniano de particulas.

;. 1.‘-#;
) = A ‘1_ s
7 L e one
—‘“‘ -,'.tﬁ r_ :-1- .ﬂ---.I L IIE'.F" :%t
o LA [ 1‘ -%E.E

Fonte: Autor (2022)

Um objeto pode ser considerado como um fractal se possuir trés
caracteristicas: Autossemelhanca, complexidade infinita e a dimenséo fractal (DE
PAULA; DE SOUZA, 2017). A propriedade da autossemelhanca é identificada em

fractais quando ampliamos ou diminuimos sua escala de observacdo e devido a
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esse processo as partes ampliadas ou reduzidas se assemelham com a figura no
seu estado normal, isto €, um fractal € um padrdo geométrico em que cada pequena
parte da estrutura se assemelha com o todo. Na natureza encontramos um tipo de
autossemelhanca aproximada, j& que ndo conseguimos observar muitas escalas de
ampliacdo nos objetos naturais, enquanto em padrées mateméticos ndo encontrados
na natureza encontra-se uma autossemelhanca exata (DA SILVA DAGA, 2017).

Os fractais que apresentam autossimilaridade exata de mesma intensidade
em todas as direcbes sdo denominados de fractais deterministicos, enquanto os
fractais que ndo apresentam variancia de forma uniforme em todas as dire¢cdes do
espaco ao modificar a escala de observacdo sdo chamados de auto-afins, tendo
como exemplo nas ciéncias naturais, as células tumorais pertencentes a graus de
evolucdo do cancer, isto €, na transicdo de um tumor benigno para maligno (ASSIS
et al.,, 2008). Os verdadeiros fractais mateméaticos ou fractais reais que nao
aparecem na natureza, exibem um grau mais alto de preenchimento de espaco
porque exibem autossimilaridade exata ou estatistica em padrdes estruturais quando
examinados em escalas infinitamente pequenas (BOSE et al., 2015). Outra
caracteristica dos fractais se refere a complexidade infinita explicada pelo fato de
gue cada vez que o objeto fractal for dividido em pedagos menores ou aumentar a
imagem, vao se formar novas partes idénticas ao fractal original, isto quer dizer que
0 processo de geracdo de uma figura como sendo um fractal é recursivo (ASSIS et
al., 2008). Por fim, tem-se a dimenséo fractal que representa o grau de ocupacgéo da
estrutura fractal no espaco que a contém, descrevendo uma forma, padrdo ou
processo que € auto-semelhante em uma variedade de escalas de espaco e tempo,
podendo ser calculada dividindo o objeto em pecas igualmente auto-semelhantes
observando a mudanca na escala de uma peca em relacdo a toda a estrutura

através da formula;

log(N
FD = g(NT)
log(r)

Onde N r = nimero de pecas divididas (auto-similares) em uma dada escala e
r = fator de escala (ZIUKELIS et al., 2022).

Essa dimenséo fractal pode ser definida pelo método de contagem de caixas,
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no qual, a partir do uso de quadrantes que cobrem a imagem do objeto sdo
contabilizados o numero de caixas que cobrem pelo menos um pixel da imagem
(N(r)), conforme descrito em Xavier et al. (2018). Esse procedimento sera repetido
varias vezes com caixas de tamanho diferente, resultando em um grafico duplo log
de N(r) em funcéo de R lados das caixas). Através do declive da reta no grafico de
duplo log é que se obtém a dimenséo fractal da estrutura que se correlaciona ao
grau de ocupacdo do espaco com as diferencas escalas dimensionais que se é
analisado, permitindo observar os niveis de regularidade e inferir densidade daquele
objeto ou imagem entre diferentes escalas espaciais (DA COSTA RODRIGUES,
2016).

2.3.1 METODO DE DELIMITACAO DE BOX-COUTING.

Para as ciéncias médicas as ferramentas da geometria euclidiana
representavam um obstaculo no estudo de certos padrdes naturais jA que eles
obedecem, em sua grande maioria, a sistemas de alta complexidade em suas
estruturas, formando arranjos ou elementos irregulares, interligados, sobrepostos,
em que o caos geométrico prepondera (JAMACARU, 2010). Os fractais foram
colocados na discussdo matematica das formas naturais no inicio dos anos 70 por
Benoit Mandelbrot, para classificar certos objetos aos quais ndo € possivel atribuir
dimenséo euclidiana (inteira), havendo a necessidade de introducédo de dimensao
fracionada, isto €, objetos que ndo apresentam bidimensionalidade nem
tridimensionalidade plena, gerados da iteracdo infinita de um processo matematico
perfeitamente especificado, apresentando uma dimensao intermediaria entre varias
formas, finais ou transitorias (SANT’ANA, 2015).

Esses fractais sdo o ponto de partida para um novo ramo na matematica,
muita das vezes chamado de “matematica da natureza” por explicar as formas
naturais que apresentam contornos que ndo podem ser explicadas nos moldes da
matematica convencional. Uma das caracteristicas dos objetos fractais € a sua
dimensao fractal (Df) que quantifica o grau de irregularidade ou de fragmentacao de
um conjunto geométrico, de uma figura ou de um objeto natural em todas as escalas
podendo assumir valores fracionados que dependem da natureza do conjunto ou

objetivo, tomando como relagcdo 1<D<2 para uma curva, 2<D<3 para superficie e
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3<D<4 para um volume, dependendo da irregularidade da curva, da superficie e do
volume (ANTONIAZZI, 2007).

Vérias formulacdes permitem a sua determinacdo, tanto para objetos
fractais quanto para figuras da geometria euclidiana e dentre elas tem-se o Box
Counting como uma das metodologias mais utilizadas, devido a sua facilidade de
aplicacdo. O método de Box Counting é utilizado, principalmente, para caracterizar
fractais naturais que ndo sdo bem determinados pela geometria classica podendo
servir como ferramenta para obter valores sobre deteccdo de tumores, cistos,
neoplasias, segmentacdo de imagens, deteccdo de bordas andlise de dados, entre
outras coisas (ANTONIAZZI, 2007). O método de Box Counting, em linhas gerais,
consiste em cobrir a imagem com uma grade de quadrados (caixas) conforme
ilustrado na Fig. 12 e contar quantos quadrados contém a forma analisada, isto €,
guantas caixas sobrepde o objeto ou imagem de interesse, depois disso, aumenta-
se ou diminui-se progressivamente o tamanho dos quadrados e repete-se a
contagem, assim, obtém-se uma série de dados como numero de quadrados e suas
dimensdes podendo ser relacionada através da férmula da dimenséo fractal (DF)

expressa por:

) log Nr
DF = lim
s D)

Onde (N) é o numero de caixas necessarias para cobrir a imagem em cada

reducado progressiva do lado caixa (r), obtendo a dimenséo fractal do objeto ou figura
com a inclinacdo da linha de regressao gerada pelo gréfico logaritmo de quantidade
de caixas em fun¢ao do logaritmo do tamanho das caixas (XAVIER et al., 2018). A
cada etapa a malha é acurada, diminuindo o tamanho das caixas e aumentando a
quantidade de caixas que cobrem a figura ou objeto, obtendo o valor da dimenséao
fractal estabelecendo uma relagdo entre o numero de caixas necessarias para cobrir
a imagem a medida que a malha é otimizada (Fig.12). A dimenséao fractal (D) é
calculada pela inclinagdo da reta (slope) obtida pela regressao linear a partir do
grafico de dispersao de log N em funcao de log 1/L, tendo o coeficiente angular da
reta dado pela tangente do angulo formado entre a reta e o eixo X. (JAMACARU,

2010).
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Figura 12 - Sobreposi¢cdo da malha quadrada a imagem sob ilustracdo do método
box-counting para estimar a dimensao fractal.
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Fonte: PIERA (2005)

2.3.2 DIAGNOSTICO COMPLEMENTAR ATRAVES DA DIMENSAO FRACTAL.

O sistema em iteracao orientada por um atrator que produz fragmentos que
apresentam autossimilaridade entre si denominado de fractais ocorre normalmente
na natureza, alguns sao curvas sobre superficies, outros colecdes de particulas na
ocupacao de espaco (tridimensionais), outros assumem formas tdo complexas que
ndo podem ser simplesmente determinadas por formulagdes matematicas classicas,
requerendo a aplicacdo de uma geometria fracionada. A andlise da complexidade
dos objetos naturais, incluindo um conjunto de sistemas biol6gicos que exibem
padrées autossimilares com propriedades de escala levou a formacdo de estudos
dos fractais da vida, o novo campo da fractdmica, auxiliando novos estudos no
campo da gendmica, protedbmica e metabolémica (DI IEVA et al., 2015).

As entidades fractais encontradas na natureza assumem, principalmente,
quatro propriedades fundamentais: irregularidade de forma, autossimilaridade de
suas estruturas, dimenséo néo inteira ou fracionaria e dimensionamento, isto €, suas
propriedades medidas dependem da escala em que sao medidas (DI IEVA et al.,
2014). Desde que a geometria fractal passou a ser reconhecida como uma
ferramenta de utilizacdo na mensuracdo de padrdes naturais, a area médica tem-se

utiizado de suas ferramentas na caracterizacdo, diagnostico, prognoéstico e



60

avaliacdo do sucesso terapéutico frente algumas patologias, além de contribuir com
as ciéncias morfologicas, na analise quantitativa de dados histologicos e na
determinacao estrutural celular, servindo como base para estimar perfis celulares,
padroes de ramificagdo do processo celular e na descricdo de propriedades de
interfaces de tecidos (DI IEVA et al., 2014)

Nas ciéncias médicas, a geometria fractal como medida mateméatica da
irregularidade e complexidade de uma forma tem sido aplicada como base de
ferramentas nas mais diversas areas do conhecimento médico, por exemplo, na
caracterizacdo da carcinogénese e progressao tumoral, com um aumento da
dimensdo fractal (DF) em lesdes intraepiteliais do colo do Gtero e do anus,
carcinomas de células escamosas orais ou adenocarcinomas do pancreas, além de
atuar como fator prognostico em carcinomas de células escamosas da cavidade oral
e laringe, melanomas e mielomas multiplos, tendo o aumento do DF da cromatina
celular um mal progndstico para essas neoplasias (METZE, 2013). Esse importante
uso da DF tem sido muito utilizado desde 1989 quando Takahashi sugeriu usar a DF
como estimativa para a condensacdo da cromatina, lancando para o mundo o uso
da teoria fractal da cromatina celular aplicada no estudo morfoldgico do ndcleo de
células malignas (METZE, 2013). A arquitetura do DNA apresenta-se como um
sistema auto-organizado, principalmente, na regido de heterocromatina,
apresentando sequéncias genbmicas fractais espalhadas densamente pelos
cromossomos com certa probabilidade de contato intracromossémico que influencia
nas funcdes da rede regulatéria génica, na dindmica entre os genes e seus fatores
de transcrigdo, dando origem ao conceito de “globulo fractal” (Fig. 13), isto €, uma
conformacado de polimeros sem nds, densamente compacta com diametro de cerca
de 1 um e um DF préximo a 3 que permite o empacotamento maximamente denso,
sendo formado por nucleotideos com vantagem de um desdobramento facil e rapido
sem auto-cruzamentos ou emaranhados (METZE; ADAM; FLORINDO, 2019).
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Figura 13 - Representagdo esquematica do modelo de “globulo fractal” da cromatina
celular.

Fonte: METZE (2013)

Sabendo da caracteristica fractal da cromatina nuclear varias investigacoes
tomaram forma utilizando-se de preparacdes histolégicas ou citoldégicas de rotina,
demostrando que as células provenientes de tecidos neoplasicos apresentam maior
DF em comparacao com tecidos normais, por exemplo, em doencas hematoldgicas
como observado nas células de leucemia comparadas com linfocitos normais do
sangue periférico (MASHIAH et al., 2008). Nessas leucemias, 0os mecanismos
genéticos e epigenéticos leva a remodelacdo da cromatina que pode ser medida
objetivamente pela andlise computacional da textura da cromatina nuclear em
preparacdes citologicas, no qual o remodelamento da cromatina de acordo com as
caracteristicas da textura nuclear das células neoplasicas esta correlacionado com
alteracdes genéticas e epigenéticas nas leucemias agudas (DE MELLO et al., 2012).

Analises por dimensdao fractal de células isoladas de sangue humano com
leucemia T-linfoide aguda revelou membranas perinucleares com contornos mais
suaves, exibindo valores de dimensao fractal (FD: 1,10-1,11), significativamente
menores do que os valores encontrados nas membranas perinucleares de células
sanguineas circulantes normais, sendo assim, observou-se que células leucémicas
linfoides T fortemente proliferativas possuem membrana plasmatica caracterizada
por um valor de DF baixo. Nos casos de leucemia linfoblastica aguda B as
membranas periplasmaticas apresentaram acentuada grossura da superficie nuclear
com valores de DF atingindo até 1,24, tendo esse aumento da DF refletido em

mudancgas significativas no padrdo de metilacdo do DNA, sendo considerado um
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fator de mau progndstico para esses pacientes (A. LOSA, 2016).

Muitas ceélulas cancerigenas em neoplasias hematolégicas apresentam
alteracdes significativas, incluindo, modificacbes de superficie na estrutura de
membrana celular (Fig. 14), permitindo identificar essas altera¢des por determinacao
morfométrica computacional, isto é, por analise de imagem digital, por exemplo, na
neoplasia de células pilosas ou tricoleucemia, sendo uma neoplasia linfoproliferativa
cronica que produz quantidades variaveis de células neoplasicas circulantes
caracterizadas por sua membrana citoplasméatica morfologicamente alteradas
carregando consideraveis projecbes de superficie (pseudopodes) diferindo de
linfécitos saudaveis circulantes, apresentando padrdes de distribuicdo de dimenséo
fractal diferentes entre linfocitos normais e linfocitos tricoleucémicos (TIMBO et al.,
2009).

Figura 14- A) Imagem de microscopio eletrénico de um linfocito humano, afetado por
leucemia de células pilosas. B) Representacdo em preto/branco de (A) com um limite
de nivel de cinza definido. C) Imagem apds a remocado de pequenos interferentes. D)

Delimitagéo do contorno celular.

Fonte: Adaptada TIMBO (2009)

Ainda, a determinacdo fractal estd presente nos estudos de doencas
inflamatorias crbnicas e neurodegenerativas do sistema nervoso central como, por
exemplo, na esclerose multipla, servindo de biomarcador de progndstico para apoiar
0 processo de tomada de decisdo e melhor emprego de conduta terapéutica para
determinado paciente (ROURA et al.,, 2021). O cérebro apresenta importantes
propriedades fractais de dimensao fractal e lacunaridade préprias, isto €, quanto

maior a dimensao fractal e menor a lacunaridade, mas complexo e saudavel é o
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cérebro (ROURA et al., 2021), portanto, analisar a sua geometria fractal pode
fornecer informacdes essenciais sobre anormalidades devido a danos cerebrais e
associar esse dando a deficiéncias correspondentes. A dimensdo fractal do cérebro,
cortical e substancia cinzenta profunda e a lacunaridade de todos o cérebro
apresenta-se alteracdo significativa em individuos com esclerose mdultipla em
comparacao a pacientes controle, além de, notar-se em uma avaliacdo longitudinal
de alguns anos uma diminuic&o significativa na dimenséo do fractal do cérebro e um
aumento da lacunaridade, identificando pacientes em risco de aumentar sua
incapacidade neuronal nos proximos anos (ROURA et al., 2021).

De forma geral as analises dos fractais tem sido proposto como um potencial
marcador substituto do grau de dano cerebral em diversas alteracdes psiquiatricas e
neuroldgicas devido a sua sensibilidade em detectar alteracdes cerebrais (Fig. 15),
sendo aplicada a imagens macroscopicas (anatbmicas) e microscopicas
(histolégicas), bem como, em imagens radiograficas de alta resolucdo para
guantificar a complexidade do desenvolvimento do cortex cerebral humano, observar
alteracbes que ocorrem no cérebro de paciente que apresentam epilepsia,
esquizofrenia, acidente vascular cerebral, esclerose multipla e degeneracéo celular
(DI IEVA et al., 2014). Nesse contexto, por exemplo, podemos observar que a DF da
substancia branca cerebral a partir de exames de ressonancia magnética do
cérebro, é significativamente menor em pacientes mais velhos quando comparados
a pacientes adultos jovens, além disso, ocorre maior distingao fractal entre pacientes
controle normais e pacientes com doenca de Alzheimer (DA), além de poder detectar
em criancas com transtorno de déficit de atencao e hiperatividade, anormalidades de
complexidade usando a dimensdo de informacéo fractal, entre outras coisas (DI
IEVA et al., 2014).

Figura 15- Alteracdes na espessura cortical (eixo horizontal) e indice de girificacédo
(eixo vertical) do cérebro afetam a dimenséo fractal (indicada pelo nimero abaixo do

corte) das fitas corticais.



64

Gyrification Index
£
‘&%;%

. - 184

Thickness
Fonte: DI IEVA (2014)

A aplicacdo da andlise fractal tem aumentado e sido util ndo apenas em
estudos descritivos de fendbmenos patolégicos ou da terapéutica em medicina, mas
também vem servindo como instrumento de progndéstico em diferentes situacdes
clinicas simuladas laboratorialmente (METZE, 2013). Apesar do crescimento
exponencial da aplicacdo de métodos morfométricos fractais sobre as alteraces
histomorfol6gicas encontradas em neoplasias hematoldgicas, como na HCL, boa
parte dos diagnosticos ainda é feita por exame microscopicos de esfregacos de
sangue periférico corados analisando a morfologia caracteristica dos linfocitos
tricoleucémicos por um observador experiente, além de, um padréo imunofenotipico,
aspiracao e biépsia de medula 6ssea (GREVER et al., 2017).

Apesar do exame microscoépico detalhado de esfregaco de sangue periférico
devidamente corado ser indispensavel na avaliagdo de paciente com doencas
hematolégicas e ndo hematologicas, a identificacdo das células tricoleucémicas e
sua atipicidade usando o exame citomorfologico de esfregago sanguineo nem
sempre é facil. Na identificagcdo dos mais prevalentes tipos de leucemias, por mais
especializada que seja a parte humana, estudos apontam uma taxa de erro de 30 a
40% no exame padrdo com base na experiéncia do hematologista (DINCIC et al.,
2021), exigindo a tarefa de checar e rechecar os resultados dos exames. Embora a
avaliacdo manual das caracteristicas histologicas seja uma técnica poderosa para

predizer o risco de determinada doenca hematoldgica, ela requer conhecimento
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especializado por um profissional da area nesse tipo de diagnéstico e pode ser muito
trabalhosa, cara e demorada (DINCIC et al., 2021). A integracdo da pesquisa de
caracteristicas histolégicas por um biomarcador digital automatizado na inspecao
celular e na caracterizacao de padrdes celulares pode ser uma ferramenta valiosa na
evolucdo do diagnostico e prognostico das doencas hematoldgicas. Métodos
computacionais utilizando como ferramenta a dimenséo fractal podem auxiliar os
técnicos nas rotinas laboratoriais, agregando valor aos diagndsticos ja conhecidos e
realizados na rotina, agilizando o processo de identificacdo de células com DNA
alterado, verificando maior ndmero de células e realizando diversas analises de
células de um mesmo paciente, aumentando o nivel de confianca do resultado
apresentado (TIMBO et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um método morfométrico computacional para auxiliar o

especialista na identificacdo de tricoleucemia.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Capturar imagens de leucécitos normais e tricoleucémicos.
Calcular a dimenséo fractal do contorno de leucdcitos normais e

tricoleucémicos.

Comparar as dimens®es fractais do contorno de leucécitos normais
e tricoleucémicos.



67

4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo envolve a andlise computacional de imagens digitalizadas do
contorno das membranas de linfocitos, tanto de células maduras tipicas quanto de

células leucémicas.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Biofisica Celular e Molecular da
UFPE em parceria com o Laboratorio de Hematologia do Laboratério Central do

Centro de Biociéncias da UFPE.

4.3 SELECAO DAS IMAGENS

As laminas hematoldgicas foram obtidas do banco de laminas hematoldgicas
de aulas préticas do Laboratério de Hematologia do Laboratério Central do Centro
de Biociéncias da UFPE, e as fotomicrografias foram adquiridas no Laboratério de
Biofisica Celular e Molecular da UFPE, agrupadas da seguinte maneira:

1- Foram selecionadas 150 imagens aleatérias de células tipicas de laminas
aleatorias de aulas praticas coradas com May-Griinwald-Giemsa. Para selecédo dos
linfécitos foi tomado a escolha por linfécitos pequenos, com citoplasma escasso,
ocasionalmente com pequenos granulos azurdfilos, nucleo uniforme e cromatina
condensada

2- Foram selecionadas 150 imagens aleatorias de células atipicas
(tricoleucémicas) de laminas aleatdrias de aulas praticas coradas com May-
Grunwald-Giemsa.

As micrografias dos linfocitos normais e tricoleucémicos foram capturadas por
um sistema Kontron Zeiss KS-300 (formato bmp; resolucéo espacial de 0,1 pum/pixel;
abertura numérica de 1,25 com aumento de 20X correspondente a uma resolucao

de 0,468 pm/pixel e salvas para andlise fractal.
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4.4 PROCESSAMENTO DE IMAGENS

Os linfocitos tricoleucémicos e linfocitos circulantes normais foram analisados
e as imagens das bordas citoplasmaticas irregulares com projecdes foram
capturadas, conforme a Figura 16 a seguir. As imagens obtidas foram transferidas
para o software ImageJ ® no qual foram convertidas para escala de cinza (8 bits) e
logo apds sofreram binarizacdo em preto e branco. Para evidenciar o contorno
utilizou-se a ferramenta OUTLINE (contorno) para remoc¢ao de pixels internos dos
objetos binarizados. Para determinacdo da dimensé&o fractal (DF) do contorno das
imagens dos linfécitos tipicos e tricoleucémicos foi utilizado o Plugin “FracLac” do
software ImageJ para analise de imagem digital através do método de contagem de

caixas (box-couting).

Figura 16 - Fotomicrografias de linfocitos tricoleucémicos e a sequéncia de

delimitacdo do contorno celular irregular aplicando o box-couting no ImageJ.
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Fonte: Autor (2022).

4.5 METODO DE BOX-COUNTING (DIMENSAO FRACTAL)

A dimensdo fractal sera calculada para caracterizar a complexidade da
estrutura das membranas citoplasmaticas em células leucémicas, observando as

suas modificagbes em comparacdo com as células normais, visando caracterizar
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essas células leucémicas por anélise computacional. O célculo da dimensao fractal
sera determinado pelo método de contagem por caixas (“box-counting”) com o
auxilio do programa ImageJ ® (versdo 1,38 para Windows) disponivel para

download gratuito (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/fraclac/fraclac.html), utilizando o

plugin Fraclac. A dimensado fractal no método de contagem por caixas é obtida
cobrindo-se o objeto fractal com N(r) caixas que contenham pelo menos um ponto do
objeto fractal.

Repete-se o procedimento com caixas de diferentes tamanhos e traga-se um
grafico duplo log de N(r) em fung&o de r (lado das caixas). A inclinacdo desse grafico
com o sinal invertido é a dimensdo de contagem por caixas que pode ser definida,
formalmente, através da seguinte expressao:

DB = lime—0 [log Nedog €]

Onde N(g) € o numero minimo de cubos elementares para cobrir a imagem
digitalizada e € é a dimensdo linear do cubo elementar (NUSSENZVEIG, 1999;
TIMBO, 2009).

Em suma, o método consiste na divisdo da area em uma sequéncia de
reducdo do tamanho dos lados das caixas (L), e contagem do niamero de caixas (N)
correspondentes que contém ao menos 1 pixel de estrutura. Assim sendo, utiliza-se
caixas de diferentes tamanhos para cobrir o objeto resulta em diferentes estimativas
para N, quanto menor for o comprimento das caixas maior sera o niumero delas e
maiores detalhes da estrutura observada serdo levados em consideracao, porque

haverd um melhor mapeamento da estrutura.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi feita andlise estatistica do tipo descritiva para obtencéo dos valores de
média, mediana e desvio padrdo de cada grupo do estudo, de acordo com o teste de
normalidade D’Agostino-Pearson p>0,05 indicando que as amostras nao tém
distribuicdo normal. O teste de comparagéo entre os grupos foi Mann-Whitney. O
programa BioEstat 5.0 foi empregado na analise estatistica dos dados. Foi adotado

um nivel de significante de 0,05.


https://imagej.nih.gov/ij/plugins/fraclac/fraclac.html
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DE DIMENSAO FRACTAL DO CONTORNO CITOPLASMATICO DOS LINFOCITOS
TRICOLEUCEMICOS

Figura 17 - Box-Plot dos grupos de linfocitos normais e tricoleucémicos. *p<0.001
em relacdo aos leucécitos normais de acordo com o teste de Mann-Whitney.
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Observando as figuras acima, € possivel verificar que as DFs dos linfécitos
normais variaram de 1.0322 a 1.1378 (mediana de 1.1189 + 0.1056), enquanto para
as 150 células tricoleucémicas variaram de 1.1011 a 1.2766 (mediana de 1.1675 +

0.1755)., houve diferenca significativa entre os grupos dos linfocitos normais e o
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grupo das células tricoleucémicas do banco de dados hematologicos, com p<0,001.

Figura 18 - Variacdes de DF para amostras de linfocitos normais e tricoleucémicos.
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Na figura 18 é possivel verificar a distribuicdo das células normais (A) e das
células tricoleucémicas (B). No eixo X € possivel verificar???, enquanto no eixo Y é
possivel verificar as DFs.

Percebe-se visualmente um aumento de dispersdo entre ceélulas
tricoleucémicas comparadas com linfécitos normais, o que indica que as células
tricoleucémicas apresentam uma maior variabilidade de seu contorno citoplasmatico,

comparado com as células normais que apresentam maior uniformidade. Em outras
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palavras, a fracdo de células tricoleucémicas possuem tendéncia de dimenséo
fractal crescente, enquanto a fracdo celular normal tende a estabilizar-se num valor

de dimensao fractal de 1,1.

Figura 19 - Distribuicdo de ordem crescente de dimensdes fractais de linfocitos
normais e tricoleucémicos.
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Na Figura 19 verifica-se que houve um aumento da variancia de FDs de

células neoplasicas tricoleucémicas em comparagdo com os linfécitos normais.
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6 DISCUSSAO

A leucemia de células pilosas (HCL) € uma malignidade crénica de células B
associada a pancitopenia, esplenomegalia e ao acumulo de linfécitos B monoclonais
com “projecdes de superficie semelhantes a cabelos” (BOHN et al., 2021). E
reconhecivel a ndo-linearidade e complexidade desse tipo leucémico (LOSA, 2015)
e a capacidade imprevisivel da relacdo gendtipo-fenotipo levando a busca de novas
ferramentas pelas quais a caracterizacdo das células leucémicas possa ser
alcancada, aprofundando nossa compreensdo desse processo e auxiliando no
diagnéstico e tratamento.

O aumento da DF na membrana citoplasmaticas das células tricoleucémicas é
uma evidéncia de que esses clones leucémicos apresentam alteracdes de forma
com superexpressao de varios componentes envolvidos na reorganizacao ativa do
citoesqueleto, além de, também apresentar certa morfologia e atividade fagocitaria
(BOHN et al., 2021), caracterizando sua superficie de membrana com um perfil
altamente convoluto (LOSA, 2015). As mutacdes genéticas que provocam o acumulo
leucémico em sangue periférico levam a modificacdo da topologia fisica da
arquitetura da membrana plasmaética, direcionando a uma maior heterogeneidade de
valores de DF observados no presente estudo.

Mashiah (2008) constatou que células hematoldgicas apresentavam DFs
correspondentes a sua entidade clinica, apresentando diferenga global altamente
significativa nas DFs entre varios tipos de malignidades hematoldgicas, por isso, se
€ valido a caracterizacdo das células tricoleucémicas por DF do presente estudo.
Ainda, as células hematoldgicas possuem dimensdes fractais que se correlacionam
com suas propriedades bioldgicas, isto €, a DF aumenta a medida que a doenca &
mais agressiva, mostrando que a medida da DF parece ser um método sensivel para
avaliar o fenétipo das células hematoldgicas e definir um grupo clinico.

Buscando ampliar os horizontes dos estudos fractais em doencas
hematoldégicas Bauer e Mackenzie (2001) observaram que as células
tricoleucémicas caracterizadas por uma membrana com numerosas microvilosidades
e saliéncias, consistentemente renderam uma alta dimenséo fractal, nomeadamente
Dqg = 1,33 £ 0,03. Ficou comprovado que a irregularidade da superficie pode ser

guantificada em termos da DF porque os contornos das células manifestaram a
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propriedade de autossemelhanca estatistica. Em concordancia com estudos
anteriores Losa (2015) ao analisar os contornos de membrana apresentados pelas
células tricoleucémicas constatou uma elevacéao significativa na DF com D = 1,32 +
0,04 (1 SD) caracterizados elementos circulantes de leucemia de células pilosas, um
perfil altamente convoluto da superficie da membrana.

Quando o efeito biologico investigado é a forma da membrana citoplasmaticas
gue passam a exibir projecOes irregulares devido é a transformacéo neoplasica,
como na leucemia de células pilosas, pode-se observar que as dimensdes fractais
de fato aumentam, semelhante aos resultados obtidos no presente estudo
comparativo entre grupos. Portanto, nessa pesquisa também sugere que ha
alteracdes de heterogeneidade de acordo com os resultados de dimenséo fractal
demonstrados.

Na compreensdo da DF da populacéo de células B com numerosas projecdes
citoplasmaticas apresentavam distribuicdo uniforme ou mais dispersa, podendo
servir para caracterizacdo desse tipo de célula, Bauer e Mackenzie (2001)
encontraram que a dimensdo fractal do contorno das células tricoleucémicas
apresentam uma distribuicdo mais heterogénea, ndo seguindo valores lineares,
enquanto a distribuicdo dos linfécitos normais é bem mais homogénea com valores
mais proximos e menos dispersos, seguindo uma distribuicdo normal. Assim, N0SS0S
achados séo consistentes com relatos anteriores. As mutacdes genéticas de ganho
de funcao (ex. BRAF-V600E) alteram a complexidade topoldgica fisico global celular,
principalmente, da membrana citoplasmatica, mas ndo em totalidade das células,
fazendo com que elas apresentem valores de dimenséo dispersos e isso pode ser
mensuravel por ferramentas computacionais, como as aqui empregadas.

O presente estudo demostra que a organizacdo da membrana celular das
células humanas exibe dinamica nao linear e caracteristicas fractais quantificaveis
por geometria fractal (MASHIAH et al., 2008). Nesse contexto, entende-se que
diante dos resultados obtidos, €& possivel a caracterizacdo das células
tricoleucémicas por métodos computacionais para auxiliar ao diagnostico tradicional,
ajudando a diminuir a margem de erros diagnosticos recorrentes em leucemias
(VISWANATHAN, 2015) sendo util, principalmente, porque o “tempo” € um fator
crucial para o planejamento terapéutico dos pacientes.
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7 CONCLUSAO

O calculo da dimensao fractal (DF) do contorno de membrana
citoplasmatica dos linfécitos sanguineos mostrou ser um método promissor na
caracterizacdo de células com alteragbes de forma e arranjo, a exemplo da
Leucemia de células cabeludas ou tricoleucemia utilizada como modelo no presente
estudo. Com isso, a possibilidade de novas aplicacbes emerge a partir destes
resultados, tal como o uso deste método como um auxiliar na caracterizacao das
células tricoleucémicas, podendo ser mais uma alternativa para identificacdo de

células neoplasicas e na possibilidade futura de um diagnostico mais precoce.
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