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RESUMO

Introducdo: A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) consiste em uma
neoplasia hematopoiética maligna de células-tronco, caracterizada pela
aguisicdo do gene de fusdo BCR-ABL1 associado a translocacéao [t(9;22)
(g34;911)]. O inicio €é insidioso com progressao lenta seguida por uma
fase acelerada, que culmina na crise blastica. Os nichos da medula 6ssea
estdo relacionados com o0 microambiente tumoral, afetando a
sobrevivéncia e a proliferacdo das células-tronco leucémicas. Obijetivos:
Andlise da quantidade e distribuicdo de células-tronco hematopoiéticas
nos diferentes nichos na LMC em diferentes fases e correlagdo destes
achados com a distribuicdo de galectina-3 nas fases acelerada e blastica.
Material e métodos: Revisdo clinico-morfolégica de 20 pacientes na fase
cronica da LMC, 1 paciente na fase acelerada e 1 paciente na crise
blastica. Analise imunofenotipica (CD34, CD31, CD44, CD117 e galectina-
3) em Tissue Microarrays para avaliacdo dos diferentes nichos e sua
correlacdo com a matriz proteica. Resultados: Observou-se aumento na
expressdo de todos os marcadores na fase crénica quando comparados
ao controle. Na fase acelerada ha aumento na expressdo de CD44 e
galectina-3 quando comparado ao controle enquanto que na crise blastica
h& aumento na expressdo de CD44 e CD117. Concluséo: A LMC constitui
uma neoplasia mieloproliferativa em que o remodelamento dos nichos
malignos favorece a manutencdo das células-tronco leucémicas. O
presente estudo demonstrou elevacdo em todos os marcadores imuno-
histoquimicos avaliados nas diferentes fases da doenca de modo que os
achados significativos foram que os altos niveis de CD44, CD31 e
galectina-3 associados a mudanca na expressao desses marcadores nos
nichos se correlacionam com desfecho desfavoravel e propensdo a

evolucdo para crise blastica.

Palavras-chave: LMC; célula-tronco; nicho; medula 6ssea; marcadores



ABSTRACT

Introduction: Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a malignant
hematopoietic stem cell neoplasm, characterized by the acquisition of the
translocation-associated BCR-ABL1 gene [t(9;22)(g34;q11)]. The onset is
insidious with the slow progression followed by an accelerated phase,
culminating in the blast crisis. The bone marrow niches are related to the
tumor microenvironment, the survival and proliferation of the leukemic
stem cells. Objectives: To analyze the amount and distribution of
hematopoietic stem cells in different niches in CML in different phases and
correlate these findings with the galectin-3 distribution in the accelerated
and blastic phases. Material and methods: Clinical-morphological review of
20 patients in CML chronic phase, 1 patient in the accelerated phase and
1 patient in the blast crisis. Immunophenotypic analysis (CD34, CD31,
CD44 and galectin-3) in Tissue Microarrays to evaluate the different niches
and correlation with the protein matrix. Results: We observed the presence
of all markers in the chronic phase when compared to the control. In the
accelerated phase there is an increase in expression of CD44 and
galectin-3, when compared to control while in blast crisis there is an
increase in expression of CD44 and CD117. Conclusion: CML is a
myeloproliferative neoplasm in which remodeling of malignant niches
favors the maintenance of leukemic stem cells. The present study
demonstrated an increase in expression of all immunohistochemical
markers at different stages of the disease so that the relevant findings
were the high levels of CD44, CD31 and galectin-3 associated with change
in the expression of these markers at the niches are related to unfavorable

outcome and propensity to blast crisis.

Keywords: CML; stem cell; niche; bone marrow; markers
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REVISAO DA LITERATURA

1. INTRODUCAO

1.1 - Leucemia Mieloide Crénica (LMC)

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) € uma doenca mieloproliferativa
do sistema hematopoiético, que se caracteriza pela expansao clonal da
célula-tronco pluripotente, a qual possui capacidade de se diferenciar nas
linhagens mieloide, monocitica, megacariocitica, eritroide e linfoide. Como
consequéncia, ha um aumento na contagem periférica do setor mieloide,
que mantém certo grau de diferenciacdo e consequente supressdo das
demais séries(::23),

E a mais comum das doencas mieloproliferativas cronicas,
perfazendo 15-20% de todos os casos de leucemias, com uma incidéncia
mundial de 1-1.5 casos por 100.000 habitantes/ano. Pode ocorrer em
qualquer idade, mas a maior incidéncia € entre a quinta e a sexta décadas
de vida. Ha discreto predominio no sexo masculino. Fatores etiologicos
predisponentes a LMC sdo desconhecidos. A exposicdo prévia a
irradiacéo tem sido correlacionada com alguns casos®*9).

Ela foi a primeira neoplasia a ser definida em bases citogenéticas e
moleculares por estar associada a translocacao [t(9;22) (q34;91l)] e a

subsequente fusdo no gene BCR-ABL1, que possui atividade de tirosina

quinase constitutivamente ativa, sendo necessaria e suficiente para a



transformac&o maligna(®”).

Ao diagnostico, 90% dos pacientes mostram, na maioria das
metafases das células da medula 6ssea, um marcador cariotipico, que € o
resultado da translocacdo envolvendo os cromossomos 9 e 22®). Foi
descrito em 1960, por Nowelle e Hungerford, associado especificamente a
LMC. Em 1990, Rowley deu o nome de cromossomo Filadélfia (Ph) a esse
marcador®).

A porgao 3’ do gene ABL1 é movida do cromossomo 9934 para a
por¢cao 5 do gene BCR no cromossomo 22q11. Os pontos de quebra no
gene ABL no 9934 podem ocorrer em qualquer lugar entre uma regiao de
140kb entre o primeiro éxon alternativo 1b e éxon 2. No gene BCR a
guebra ocorre em uma area de 5,8kb entre os éxons 1b a 5b, denominada
ponto de quebra maior (M-BCR). Diversos pontos de quebra no gene BCR
resultam na t(9;22) de modo que essa heterogeneidade €
citogeneticamente indistinguivel sendo detectada por técnicas
moleculares. M-BCR produz uma proteina de fusdo p210, presente em
cerca de 90% dos pacientes com LMC e sendo também observada em
40% de pacientes adultos e 10% de pacientes pediatricos com leucemia

linfoblastica aguda B (LLA-B)(9).
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Figura 1: Esquema indicando a formagdo do cromossomo Filadélfia a partir da

translocacdo cromossémica reciproca t(9;22) (q34;q11) na LMC®,

Trés mecanismos principais sado responsaveis pela malignizacéo das
células-tronco a partir da proteina BCR-ABL1: alteracdo nas propriedades
de adesdo, ativagdo de vias mitogénicas e inibicdo da apoptose. As
células-tronco hematopoiéticas normais se aderem a matriz extracelular
através de integrinas, que correspondem a glicoproteinas localizadas na
superficie celular. As células-tronco leucémicas apresentam adesao
reduzida as células estromais e matriz extracelular, facilitando a sua
liberacdo no sangue periférico.

A proteina BCR-ABL1 ativa vias de sinalizacdo mitogénicas que

resultam na ativacdo da proliferagdo celular e promocéo de instabilidade

genética, induzindo a transformacdo leucémica. As principais vias sdo
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RAS/RAF/MEK/ERK; JAK-STAT; PI3K/AKT/BAD/BCL-X e MYC. A
expressado da proteina BCR-ABL1 impede apoptose por intermédio de sua
atividade  tirosina  quinase, ocasionando proliferacdo  celular
desordenada®1Y,

Aproximadamente 5-10% dos pacientes com LMC ndo possuem
evidencia citogenética do cromossomo Filadélfia, de modo que pode ser
realizada deteccdo molecular por meio

. de FISH (hibridizacdo in situ fluorescente) ou RT-PCR (reverse
transcription polimerase chain reaction). O progndstico dos pacientes com Ph
negativo ndo é diferente dos Ph positivo e, portanto, o tratamento é
similar. Com a progressdo da LMC, anormalidades cromossémicas
adicionais ocorrem como surgimento de uma segunda coOpia de Ph, i(17q),
trissomia dos cromossomos 8 e 19. O aumento da instabilidade genética
nos clones leucémicos Ph+ facilita o aparecimento de subclones com

fenétipos altamente malignos®.

1.2 - Aspectos Clinicos

As manifestacdes clinicas da LMC dependem da fase e do volume
da doenca. Ela se inicia por uma fase crbnica de duragdo mediana de
quatro a cinco anos, seguida por uma fase acelerada de duragdo mais

curta e, finalmente, uma fase chamada crise blastica(?12.13),

e Fase Crbnica: As manifestacbes mais comuns sdo sintomas
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constitucionais como fadiga, perda de peso, sudorese, febricula
acompanhada de palidez, dor no quadrante superior esquerdo
decorrente de esplenomegalia (achado clinico mais comum,
presente em 40-50% dos casos). Manifestaces menos frequentes
incluem sangramentos (em decorréncia de plaquetopenia ou
disfuncédo plaquetaria) e trombose (associada a trombocitose ou
acentuada leucocitose). Sintomas leucostaticos como dispneia,
tontura, priapismo, perda de coordenacdo motora e confusdo
mental podem ocorrer em razdo da circulacdo das células
leucémicas pelos vasos pulmonares e cerebrais, porém constituem
sintomas incomuns®!, A maior parte dos pacientes €
assintomatica e o diagnéstico € realizado a partir de achados
anormais de exames laboratoriais. O hemograma revela
leucocitose geralmente acima de 25.000/uL com desvio a
esquerda. Caracteristicamente, na contagem diferencial,
encontram-se granulécitos em todas as fases de diferenciacéo,
predominando os mielécitos e as formas maduras, enquanto 0s
mieloblastos e promielécitos representam menos de 10%. Basofilia
€ um achado comum e eosinofiia pode ocorrer. Anemia
normocrémica e normocitica discreta € comum. As plaguetas sao
normais ou aumentadas: 30% dos pacientes exibem trombocitose e
menos de 10%, trombocitopenia. O mielograma mostra intensa

hiperplasia granulocitica, exibindo morfologia normal com excec¢éo
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de ocasionais elementos mostrando sinais displasicos. E comum
ocorrer hiperplasia megacariocitica, que apresenta morfologia
normal®l), Sem terapia efetiva, o quadro clinico da fase cronica da
LMC evolui, invariavelmente, para crise blastica (diretamente ou

através da fase acelerada), em um periodo de 3 a 5 anos@14),

Fase Acelerada: E a fase terminal da doenca, de curta durac&o.

Esta fase caracteriza-se por queda do status funcional, sintomas
constitucionais como febre e perda de peso, resisténcia a
terapéutica, aumento da esplenomegalia, da basofilia e do niumero
de células blasticas, além de trombocitose ou trombocitopenia,
mielofibrose e evolucdo clonal. Nesta fase, 0s pacientes
apresentam febre, perda de peso, cefaleia, artralgia, dores 6sseas
e dor aguda no quadrante superior esquerdo devido a infarto
esplénico. Os critérios para caracterizar a fase acelerada foram
propostos pela World Health Organization (WHO), conforme o

quadro 1@511.13),
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Quadro 1: Fatores que caracterizam a Fase Acelerada* da
Leucemia Mieloide Cronica

Critérios hematolégicos/citogenéticos:

Leucocitose persistente ou crescente (contagens de leucdcitos
superiores a 10x10°/L), ndo responsiva ao tratamento

Esplenomegalia persistente ou crescente, ndo responsiva ao tratamento

Trombocitose persistente (contagens de plaguetas superiores a

1000x10%/L), ndo responsiva ao tratamento

Trombocitopenia persistente (contagens de plaquetas inferiores a

100x10%L), ndo relacionada ao tratamento

Basdfilos = 20% no sangue periférico

Blastos 10-19% no sangue periférico ou ha medula 6ssea

Anormalidade citogenética clonal adicional a presenca do cromossomo
Ph

Critérios provisorios relacionados a resposta aos inibidores de

tirosina quinase (TKI):

Resisténcia hematoldgica (ou falha na obtencdo de resposta

hematoldgica completa) ao primeiro TKI

Qualquer evidéncia de resisténcia hematoldgica, citogenética ou

molecular a dois TKI sequenciais

Ocorréncia de duas ou mais mutacdes no gene BCR-ABLL1 durante a

terapia com TKI

* A presenca de um ou mais dos achados indicados caracteriza a fase
acelerada.

e Crise Blastica: A crise blastica caracteriza-se por contagem de
blastos no sangue periférico ou na medula 6ssea igual ou superior

a 20%. Estas células imaturas sao mieloblastos em 50% dos casos,
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linfoblastos em 25%, e no restante dos casos, células
indiferenciadas ou bifenotipicas. Nesta fase € comum a piora
evidente do “performance status”, com intensificacdo da anorexia e
da perda de peso. A esplenomegalia aumenta e é comum a
infiltracdo extramedular na pele, nos linfonodos, nos 0ssos e no
sistema nervoso central. A sintomatologia € semelhante a leucemia
aguda. A expectativa de sobrevida € de 3 a 6 meses ap0s 0 inicio
da crise blasticall3141516) Qs fatores que caracterizam a crise
blastica da LMC estéo indicados no quadro 2.

Quadro 2: Fatores que caracterizam a crise blastica* da Leucemia

Mieloide Crbnica

Crise blastica* da Leucemia Mieloide Cronica

Blastos 220% no sangue periférico ou na medula 6ssea

Acometimento extramedular (excluindo figado e baco; incluindo

linfonodo, pele, sistema nervoso central, 0ssos e pulmdes)

* A presenca de qualquer um dos achados indicados é suficiente para a
caracterizacao da crise blastica.

1.3 - Histopatologia da medula 6ssea na LMC

A biépsia de medula 0ssea na LMC em fase crbnica apresenta-se
hipercelular, com perda dos espacos gordurosos. Ha uma hiperplasia
absoluta do setor granulocitico, com elementos em varias fases de
maturagéo, predominio de elementos maduros e reducao de precursores

eritroides. Consequentemente, ha aumento da relagéo entre as linhagens
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granulocitica e eritroide (G:E), sendo frequentemente maior do que 10:1.
N&o ha displasia significativa®).

Basofilia € comum e eosinodfilos podem ser proeminentes. Blastos
perfazem menos de 5% da celularidade global e sdo vistos em pequenos
agrupamentos peritrabeculares. Os megacariocitos sdo menores do que 0
normal com nucleo hipolobulado. H4 moderada a acentuada fibrose
reticulinica que se correlaciona com o0 numero de megacariocitos, o
tamanho do baco e o grau de anemia. Durante a terapia h4 mudancas na
composicdo da medula 6ssea com reducéo da celularidade granulocitica,
normalizacdo da megacariopoese e regressao da fibrose. Ha trés subtipos
de LMC: Gran-Meg, Gran e Meg. O subtipo Gran-Meg caracteriza-se por
hiperplasia das séries granulocitica e megacariocitica enquanto que no
subtipo Gran ha somente hiperplasia granulocitica e no subtipo Meg
somente hiperplasia megacariocitica®51"). As figuras 2-4 ilustram,
respectivamente, os subtipos Gran-Meg, Gran e Meg em bidpsias de

medula 6ssea com LMC.
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Figura 2 — LMC fase cronica, subtipo Gran-Meg: hipercelularidade absoluta e relativa das

séries granulocitica e megacariocitica com presenca de megacariécitos hipolobulados

(H&E, 40x).
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Figura 3 — LMC fase cronica, subtipo Gran: hipercelularidade absoluta e relativa da série

granulocitica com células em diversos estagios de maturacdo. Hipocelularidade das

demais séries (H&E, 40x).
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Figura 4 — LMC fase cronica, subtipo Meg: hipercelularidade absoluta e relativa da série

megacariocitica com presenga de megacaridcitos hipolobulados formando

agrupamentos. Hipocelularidade das demais séries (H&E, 40x).

Na fase acelerada, a medula 0ssea € hipercelular e alteracdes
displasicas podem ser vistas em qualquer linhagem mieloide assim como
proliferacdo de micromegacariocitos e, ocasionalmente, marcada fibrose.
A proporgcdo aumentada de blastos (10-19%) pode ser evidenciada
através da marcacao imuno-histoquimica para CD34. Na maior parte dos
casos, 0s blastos possuem fendtipo mieloide, porém blastos linfoides
podem ser observados®. A figura 5 ilustra uma bidpsia de medula éssea

com LMC em fase acelerada.
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Figura 5 — LMC fase acelerada: hipercelularidade absoluta e relativa da série

granulocitica com acentuado retardo de maturagdo, correspondendo as células blasticas
(H&E, 40x).

Na fase blastica, o aspecto anatomopatolégico assemelha-se a
leucemia aguda, com grandes agregados de blastos alterando a
arquitetura da medula 6ssea, geralmente de origem mieloide (70% blastos
granulociticos, 10-20% blastos megacariociticos, <10% blastos eritroides,
<5% blastos monociticos)®®. A figura 6 ilustra uma bidpsia de medula

6ssea com LMC em crise blastica.
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Figura 6 — LMC crise blastica: predominio de células blasticas volumosas com n(cleos

ovais, dispostas em padréo de infiltracdo difuso (H&E, 40x).

Os critérios morfoldgicos das trés fases da LMC sdo muito préximos,
gerando dificuldade para o diagnéstico baseado na morfologia®. Com
excecgdo do numero de blastos, controvérsias persistem sobre a diferencga
dos outros constituintes (fibras reticulinicas, megacariocitos, precursores
eritroides e macréfagos) para se fazer tal diagndstico. O papel preditivo
destes elementos é pouco conhecido. Estudos recentes tentam buscar
critérios morfolégicos que sinalizem eminente aceleracdo e crise blastica
antes da maturacdo evidente ser substituida pela formacado de numerosos

blastos19).
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1.4 - Nichos da Medula 6ssea e LMC

Ray Schofield, em 1978, conceituou nicho como local especifico
dentro da medula 6ssea, onde a célula-tronco hematopoiética (CTH) se
origina, assenta e prolifera. Atualmente sabe-se que o nicho € mais do
gue um simples compartimento morfolégico, mas um sitio funcional e
dindmico, que se remodela e influencia a funcdo da CTH e suas
progenitoras, exercendo papel definitvo na CTH normal e na
neoplasica®).

Os componentes celulares dos nichos podem ser categorizados em
dois tipos funcionais: células que interagem préximo as células-tronco
como células endoteliais, células mesenquimais estromais e
megacariécitos; e células acessoérias como osteoblastos, macréfagos
especializados e células nervosas como neurbnios simpaticos e células de
Schwann, que influenciam indiretamente as células-tronco?b,

Ha ainda nos nichos, grandes quantidades de fatores humorais e
celulares, proteinas de matriz, por exemplo, fibronectina e acido
hialurénico, que regulam a diferenciacédo e multiplicacdo das CTH®D,

Acredita-se que os adipdcitos modulem negativamente as células-
tronco, pois observou-se que h& aumento na recuperacdo da medula
O0ssea apOs quimioterapia quando sdo utilizados agente que blogueiam a
adipogénese. Macrofagos promovem a secrecdo de CXCL12 (chemokine

[C-X-C motif] ligand 12) por células estromais mesenquimais, ocasionando
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retencdo das células-tronco no nicho®2).

Os estudos e o reconhecimento dos nichos na medula 6ssea so
foram possiveis gracas a avancos técnicos de analise de imagem do
interior da medula 6ssea, bem como uma série de elegantes estudos em
modelos murinos. Nestes trabalhos foram descritos o0s nichos:
osteoblastico e perivascular®, ilustrados nas figuras 7 a 9.

O nicho osteoblastico se situa perto das trabéculas Osseas e
localiza-se nas regibes subosteal e peritrabecular. Promove o
microambiente necessario para a manutencdo do estado de quiescéncia
da CTH enquanto no nicho vascular ocorre a diferenciacéo e proliferacéo,
sendo atualmente ambos considerados como uma unidade funcional em
virtude de sua semelhanca anatbmica e funcional. As células-tronco
situadas no nicho osteoblastico sdo mantidas a partir da interacdo entre
moléculas de adesdo como CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4),
que é expressa pelas células-tronco, e CXCL12; e fibronectina da matriz
extracelular®),

As células endoteliais estdo localizadas na interface entre a corrente
sanguinea e o microambiente estromal intersticial ao redor dos vasos
sanguineos. Sao identificadas a partir de marcadores de superficie como
CD31 e VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor receptor 2). No nicho
vascular produzem fatores que promovem a auto-renovacao das ceélulas-
tronco como SCF (stem cell factor), CXCL12 e E-selectina regulando

desse modo a renovacéo e proliferacdo das células-tronco no nicho®b,
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Figura 7 — Nicho osteoblastico, regido subosteal (H&E, 10x).
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itrabecular (H&E, 10x).
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Figura 9— Niho p;erivascular (H&E, 20x).

As células-tronco mesenquimais se localizam ao redor de vénulas e
arteriolas e as que estdo em contato direto com a por¢cdo nédo luminal das
células endoteliais sdo chamadas de células-tronco mesenquimais
perivasculares. Sabe-se que, assim como as ceélulas endoteliais,
controlam a atividade das CTH pela producdo dos mesmos fatores SCF e
CXCL12(1.24),

O sistema nervoso simpatico participa da funcionalidade do nicho
através da interagdo sinaptica de fibras nervosas simpatominérgicas com
as células perivasculares, resultando na regulacéo circadiana da producgéo

de CXCL12 pelas células perivasculares@. As células de Schwann nao
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mielinizadas produzem TGFB1 (Transforming growth factor beta 1), que
mantém as CTH em estado quiescente@®),

Ha evidéncias crescentes indicando que os nichos hematopoiéticos
influenciam a proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo das células-tronco
leucémicas devido a alteracdo arquitetural da medula 6ssea e ao
desbalanco da quiescéncia, ativacdo e diferenciacdo das células-tronco
na vigéncia de neoplasias mieloproliferativas(1:27:28),

Na LMC as células neoplasicas remodelam o nicho osteoblastico,
prejudicando a hematopoiese de modo que existe associacdo entre o0s
osteoblastos com funcéo alterada e desenvolvimento de mielofibrose com
expansdo do osso trabecular®®2)), Estudos experimentais demonstram
correlacéo entre as células-tronco ndo neoplasicas presentes nos nichos e
células malignas, resultando na modulacdo de ambas as populacdes,
sendo o nicho um ecossistema que proporciona sinais para a manutencao
e proliferacdo das células-tronco®9).

O nicho vascular contribui para a auto-renovacao das células-tronco
no contexto de leucomogénese pela secrecdo de fatores de crescimento
por uma populacao de células endoteliais ativadas, resultando na inducéo
do crescimento de células leucémicas. Torna-se inflamatério e hipdxico
devido ao microambiente tumoral desencadeando proliferacdo vascular
para suprir 0 aporte de oxigénio juntamente com a ativacdo de vias de
sinalizacdo de citocinas e transcricdo génica, que influenciam na

proliferacéo celular®,
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1.5 -LMC e estroma da medula 6ssea

A hemopoese normal € controlada na medula 6ssea pela interacéo
célula/célula, célula/matriz estromal e célula/fator de crescimento. Uma
cascata de sinais especificos é necessaria para iniciar, além de controlar,
a proliferacdo e a diferenciacdo das células hematopoiéticas. Sob
condi¢cBes normais, existe um equilibrio entre autorrenovacao das células-
tronco pluripotentes e maturacao das células a serem liberadas da medula
6ssea e morte celular®9),

Neste fenbmeno, estdo envolvidos inameros fatores reguladores e
moléculas de adeséo: o microambiente da medula 6ssea é formado por
varias células estromais, citocinas secretadas e ligadas a membranas, e
um complexo de matriz extracelular (MEC). As células estromais formam
uma populacdo heterogénea: fibroblastos-like, adipécitos, macréfagos e
células endoteliais. Estas células sintetizam e secretam varias citocinas,
incluindo fatores estimuladores de coldnias, interferons e interleucinas®b,

Estes fatores de crescimento podem interagir com as células
hematopoiéticas em desenvolvimento, ou podem ser secretados e
armazenados na MEC. Esta pode apresentar os fatores de
desenvolvimento das células hematopoiéticas na forma de atividade
bioldgica®?,

A MEC néo é inerte, ao contrario, tem um papel ativo no controle de

adesdo celular e migracdo dentro da medula Ossea, apresentacdo de
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citocinas e no processo de proliferacdo celular®?, Acredita-se também
que esteja envolvida na compartimentalizacdo da medula éssea, dando
sitios especificos para diferenciacdo celular. As proteinas mais
abundantes da MEC sao colageno 1V, glicosaminoglicanos, fibronectina,
tenascina, trombospondina e hemonectina®b.

Esse equilibrio normal de interacdo célula/matriz esta alterado na
vigéncia de LMC, interferindo, consequentemente, na regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como explicando o grande
namero de células neoplasicas mais ou menos diferenciadas na corrente
sanguinea(?),

O estroma medular da LMC possui caracteristicas que asseguram a
sobrevivéncia e crescimento do clone neoplasico ao passo em que a
capacidade proliferativa das células-tronco hematopoiéticas normais esta
diminuida®33334) As células-tronco leucémicas induzem a producdo de
fatores pro-inflamatérios pelas células estromais da medula 6ssea, que
por sua vez promovem a proliferacdo das células-tronco leucémicas,
originando um circulo de auto-perpetuacéo®@?.

A adesdo das células-tronco leucémicas a MEC aumenta a
resisténcia a quimioterapia e contribui para a persisténcia da doenca. Na

LMC a atividade da quinase BCR-ABL1 altera a adeséao celular®®).
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1.6 — Identificacdo das células-tronco hematopoiéticas

Células-tronco hematopoiéticas podem ser identificadas a partir de
marcadores como CD34, CD31, CD44 e CD117. No decorrer da

diferenciacéo ha perda de expressédo desses marcadores®6:37),

1.6.1-CD34

CD34 (CD34 molecule) é uma fosfoglicoproteina transmembrana
com um peso molecular de 115 kDa. Atualmente, é considerado o melhor
marcador de ceélulas-tronco hematopoiéticas e progenitoras de linhagem
B, T ou mieloide. E altamente expressa em células pluripotentes e sua
expressdo reduz gradualmente com o0 aumento da maturacdo das
linhagens hematopoiéticas a ponto de ser completamente ausente em
células plenamente maturadas®39). Diversos outros tipos celulares
expressam CD34 como células endoteliais, células-tronco mesenquimais

e células dendriticas intersticiais®9).

16.2-CD31

CD31/PECAML1(Platelet and endothelial cell adhesion molecule 1) é
uma glicoproteina transmembrana de 130kDa e membro da superfamilia
de imunoglobulina, que é expressa na superficie de células endoteliais e

células hematopoiéticas como granulécitos, mondcitos e plaquetas®!42)
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sendo também expressa na célula-tronco hematopoiética®o).

Sua funcao esta relacionada com a migracdo transendotelial entre
medula éssea e a corrente sanguinea. A expressdo de CD31 em células
CD34+ assim como em células endoteliais promove sinais anti-

apoptoticos através da adesdo a proteina VLA-4 (Very Late Antigen-4) 43,

1.6.3-CD44

A proteina CD44 [CD44 molecule (Indian blood group)] compde uma
familia de glicoproteinas transmembrana, pertencentes a classe das
moléculas de ades&o. E codificada por um Gnico gene localizado no
cromossomo 11, envolvendo 20 éxons, sendo expressa no epitélio de
diversos 0Orgdos, células endoteliais, células mesenquimais e células
hematopoiéticas“4*%). A molécula de adesdo CD44 corresponde ao
receptor principal do acido hialurénico, um glicosaminoglicano de alto
peso molecular presente na matriz extracelular, porém também se liga a
fibronectina e a osteopoetina. Na hematopoiese é essencial para o nicho
osteoblastico, pois a partir da interacdo entre CD44 e acido hialurénico na

superficie celular das células-tronco hd migracdo seletiva para o nicho

osteoblastico™9,

1.6.4-CD117

O proto-oncogene CD117 (KIT proto-oncogene, receptor tyrosine
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kinase) consiste em uma unica copia localizada no cromossomo 4 (4q12)
compreendendo aproximadamente 88kb. Codifica um receptor tirosina
quinase, presente na superficie de células CD34+, caracterizado por um
dominio extracelular, um dominio hidrofobico transmembrana e um
dominio intracelular com atividade tirosina quinase. A partir da interacao
entre seu ligante, SCF, produzido por células estromais, ha regulacdo da
capacidade de auto-renovacéao e diferenciacdo das células-tronco. CD117
esta presente na superficie celular de células-tronco imaturas e a medida
que ha diferenciacdo celular, ocorre perda de expressdo desse

marcador(7:3846),

1.6.5 — Galectina-3

Também conhecida como LGALS3, € uma proteina de 30kDa
pertencente a familia das proteinas ligantes B-galactosideo. Liga-se a
porcdes de carboidratos das glicoproteinas e dos glicolipideos da
superficie celular.

Esta expressa tanto em células normais como neoplasicas e regula o
crescimento, a adesao, a diferenciacdo e a morte celular. Localiza-se no
interior das células (nucleo/citoplasma) ou extracelularmente. Possui trés
dominios de ligagdo: dominio NH2, sequéncia repetitiva coladgeno-like, rica
em glicina, prolina e tirosina, e um dominio COOH-terminal reconhecedor
de carboidrato (CRD, dominio lectina)®7:48.49),

A galectina-3 esta expressa nas células epiteliais (mucosa gastrica,
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célon, epitélio mamario, prostata) e nas células do sistema imune
(mondcitos e macréfagos)®?. Possui atividade bioldgica pleiotropica pelo
fato de desempenhar diferentes funcdes no contexto tumoral como
crescimento celular, apoptose, adesdo, angiogénese, potencial
metastatico e ainda resisténcia a quimioterapia.

Os niveis de galectina-3 dependem dos 6rgéaos e tecidos, sugerindo
gue neoplasias e tecidos especificos podem modular a expressdo dessa
proteina. Niveis elevados estdo relacionados a pior prognaostico.
Consequentemente, a galectina-3 esta associada ao cancer, tendo um
importante papel durante a carcinogénese e/ou progressdo tumoral®b,

Durante a década passada, observou-se que a galectina-3 exercia
sobre a célula neoplasica um efeito anti-apoptético, garantindo a célula
uma progressdo maior. E sugerido atualmente que a atividade anti-
apoptética da galectina-3 siga o caminho de sinalizagdo do NFKB1

(nuclear factor kappa B subunit 1), fator de transcricdo bem conhecido e

indutor de atividade anti-apoptotica*”).
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Quadro 3 — Resumo da funcdo dos marcadores estudados em relacdo a

CTH e nichos
Marcadores Fungao em relagdo a CTH e nichos
CD34 Citoadesdo, controle de diferenciacdo e proliferacdo celular; enderecamento das CTH

nos nichos

CD31 Migracdo transendotelial entre medula éssea (nicho vascular) e corrente sanguinea
CD117 Controle de proliferacdo e diferenciagdo celular; enderecamento das CTH nos nichos
CD44 Migracdo seletiva das CTH para o nicho osteoblastico
Galectina-3 = Controle da proliferacdo celular e apoptose; adesdo aos nichos
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2. JUSTIFICATIVA

Em estudos prévios de nosso grupo observou-se que ha um
aumento da galectina-3 nos casos que evoluiram para crise blastica.
Atualmente busca-se entender a correlagdo da destruicdo dos nichos e a
formacao de clones neoplasicos. Acredita-se que a interacdo dos nichos
com as CTH quiescentes ou ativadas facilite a multiplicacédo e infiltragao
das células neoplasicas na medula 6ssea.

Portanto, a destruicdo e desorganizacdo dos nichos, levariam a
multiplicacdo de células portadoras de translocacdes, que
necessariamente influenciariam o microambiente. Dando continuidade aos
achados das proteinas do MEC na LMC, este projeto propde estudar as
alteracbes em numero e distribuicdo das CTH nos nichos osteoblastico e

perivascular.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Analisar a quantidade e a distribuicho de células-tronco
hematopoiéticas na Leucemia Mieloide Crdnica em diferentes fases e

correlacionar com as proteinas de matriz;

3.2 - Objetivos Especificos

= Descrever na Leucemia Mieloide Crbnica, a quantidade e a
distribuicAo de células-tronco hematopoiéticas nos diferentes

nichos, e correlacionar com a evolucédo da doenca e progndstico;

»= Correlacionar estes achados com a distribuicdo da galectina-3, na

fase acelerada e crise blastica.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1 - Delineamento do estudo e casuistica:

29 casos de bi6psias de medula Ossea foram selecionados do
arquivo do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista (FMB-UNESP), do periodo de
2001 a 2017, que tiveram o diagnostico patolégico e clinico prévio de
Leucemia Mieloide Cronica.

Realizou-se revisdo do prontuario para coleta de informacdes
epidemioldgicas e clinico-evolutivas, e revisdo morfolégica de todos os
casos. As laminas foram reavaliadas e classificadas em trés grupos: fase
cronica, fase acelerada e crise blastica. O grupo controle foi constituido
por 4 casos de amostras normais de medula éssea (bidpsias de
estadiamento de linfomas, negativas para infiltracdo) do Servico de
Patologia, do HC-FMB-UNESP.

O estudo recebeu parecer favoravel a sua realizacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da FMB-UNESP (CAAE 75421417.0.0000.5411;
parecer 2.309.962).

O Hospital das Clinicas da FMB-UNESP (HC-FMB-UNESP) é um
hospital escola em que é realizado atendimento em especialidades
clinicas e cirargicas, abrangendo doencas neoplasicas, entretanto néo
constitui um hospital oncologico. Logo, ndo ha casuistica elevada de

doencas hematolégicas neoplasicas de modo que os pacientes portadores
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de doencas onco-hematoldgicas séo tratados no Hospital Amaral Carvalho
de Jau, que corresponde a um hospital de cancer e servigo de referéncia
na regido para tratamento das neoplasias hematoldgicas, justificando,

portanto, a reduzida casuistica do presente estudo.

4.2 - Critérios de inclusao:

A amostra parafinada deve ser representativa da medula 6ssea,
contendo mais de trés espacos intertrabeculares.

Ter o paciente dado o aceite para utilizagdo da amostragem.

4.3 - Critérios de exclusao:

Amostras pouco representativas e com artefatos de processamento.

4.4 - Desenho do estudo:

E um estudo do tipo transversal, retrospectivo e descritivo, com
grupo controle. Os desfechos avaliados foram 6bito e sobrevida em um

periodo inferior a 5 anos.

4.5 - Preparo prévio das amostras:

As amostras foram recebidas em formol tamponado a 10% em

recipiente identificado, contendo fragmento cilindrico de 0sso esponjoso.
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ApoOs o recebimento, foi desprezado o formol e adicionado descalcificador
(EDTA acido acético 0,5%) pelo periodo de 8 horas.

As amostras foram lavadas em alcool 70% por duas horas e
transferidas para um cassete identificado (nome e numero da amostra), e
processadas em autotécnico (Leica), onde foram desidratadas, com a
passagem de gradiente de 4&lcoois, seguido de banhos no xilol e
impregnadas por parafina, “over night”.

Posteriormente, o fragmento foi retirado do cassete, incluido em
parafina liquida a 60°C, e seccionado em cortes de 3 micras. Apés
desparafinizacdo, os cortes foram corados em hematoxilina-eosina,
coloracdo de Perls e impregnacdo argéntica. Ao término do processo de
confeccdo das laminas e a subsequente leitura e conclusdo diagndstica,
0s blocos e laminas foram armazenados na blocoteca do Departamento

de Patologia.

4.6 - Andlise morfoldgica:

Foram analisadas as laminas coradas em HE, Perls e impregnagéo

argéntica, descrevendo:

Celularidade global, relacdo G:E; série eritroide, série granulocitica, série
megacariocitica, série linfoplasmacitica, arcabouco reticulinico e depdésitos
de hemossiderina.

Subclassificacdo nos subtipos Gran, Gran-Meg e Meg.
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Arcabouco reticulinico: Grau | a IV;

Quantificacdo dos depdsitos de hemossiderina: 1+ a 6+.

4.7 - Estudo imuno-histoquimico:

Para avaliacdo imuno-histoquimica utilizou-se a plataforma de Tissue
Microarrays (TMA), localizada no laboratério TOXICAM (Nacleo de
Avaliacdo do Impacto Ambiental sobre a Saude Humana) pertencente a
FMB-UNESP, sendo a autorizacdo concedida pelo professor Jodo Lauro
Viana de Camargo.

O bloco de TMA foi confeccionado a partir dos blocos parafinados
dos coagulos, porém nao foram encontrados os blocos parafinados de 2
casos, sendo assim descartados. Os cortes de TMA foram confeccionados
a partir de areas selecionadas de cada uma das amostras dos pacientes,
sendo que os cortes tiveram espessura de 3um e foram representados
com 1.0 mm de diametro, espacados a cada 0,2 mm e montados em
laminas de vidro silanizadas (Sigma Chemical Corporation, P-7886, Saint
Louis, MO, EUA). Os cortes foram posteriormente desparafinizados em
xilol por 5 minutos (4 banhos), hidratados em alcool etilico absoluto (5
banhos) e lavados com solucdo salina tamponada (PBS) por 5 minutos,
seguindo-se pelo bloqueio da peroxidase endogena com H202 a 3% por
10 minutos.

A recuperacdo antigénica foi realizada através do sistema PTLINK

da Dako, conforme recomendacéo do fabricante, em pH acido ou basico,
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de acordo com a padronizacdo de cada anticorpo. A seguir, as laminas
foram retiradas do equipamento e incubadas em solucdo de lavagem
(Envision Flex Wash Buffer — solucdo salina tamponada com Tris
contendo Tween 20, pH 7.6) por 5 minutos sendo entdo aplicada a
solucdo de bloqueio de peroxidase por 5 minutos (Envision Flex
peroxidase block) — tampao fosfato contendo perdoxido de hidrogénio,
NaNs e detergente.

Posteriormente, as laminas foram incubadas com o0s anticorpos
primarios de acordo com o especificado no quadro 3, por pelo menos 12
horas durante o periodo noturno a temperatura de 4°C. Apos lavagem em
PBS, aplicou-se o polimero por 20 minutos (Envision Flex’HRP) — dextran
acoplado com moléculas de peroxidase e anticorpo secundario
direcionado contra imunoglobulinas de coelho ou camundongo.

Para identificacdo da reacdo utilizou-se a solucdo de trabalho
(Envision Flex Subtraste Working Solution — DAB mais solugao
tamponada contendo peréxido de hidrogénio) por 10 minutos, lavagem por
5 minutos. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Meyer e

as laminas foram montadas com resina e rotuladas.



Quadro 4 — Painel de anticorpos utilizados

Anticorpo
Primario
CD34
Monoclonal
CD31

Monoclonal

CD117, c-Kit
Policlonal
CDh44
Monoclonal
Anti-
galectina-3

Monoclonal

Clone

QBEnd-10

m0823

A4502

DF1485

9C4

Diluicao

1:100

1:100

1:200

1:100

1:400

Empresa

Dako

Dako

Dako

Dako

RDI

Marcagao

Membranosa

Citoplasmatica

e membranosa

Citoplasmatica
e membranosa

Membranosa

Citoplasmatica,
nuclear,

estromal
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4.8 - Leitura do estudo imuno-histoquimico:

A leitura do estudo imuno-histoquimico foi realizada em microscopio
binocular e analisador de imagem escaneada (Scaner 3DHistech)
avaliando-se:

e Numero de células marcadas com CD34, CD31, CD44, CD117,
galectina-3 e  distribuicdo  (subosteal, peritrabecular e
periendotelial);

e Presenca de marcacdo para galectina-3 no estroma peritrabecular.

Apds a realizacdo do TMA, observou-se que 5 amostras
apresentaram descolamento do material da lamina, inviabilizando a
analise. Dessa forma, também foram descartadas. Portanto, foi efetuada a
analise imuno-histoquimica dos marcadores no material de TMA em 22
casos, sendo 20 casos na fase crbnica, 1 caso na fase acelerada e 1 caso
na crise blastica. Foram avaliadas a distribuicdo de células nos nichos 2
(perivascular) e 3 (osteoblastico, regido peritrabecular) juntamente com a
porcentagem de marcacdo em relacdo ao total de células presentes na
amostra. Para avaliagdo da distribuicdo das células marcadas, foi
considerada marcacao individual apenas no nicho 2 ou 3 e também em
ambos 0s nichos simultaneamente.

No material de TMA, ndo foi possivel analise do nicho 1

(osteoblastico, regido subosteal) visto que foram utilizadas amostras de
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coagulo de medula 6ssea e o nicho 1 somente pode ser avaliado na
bidpsia de medula 6ssea contendo osso. O grupo controle consistiu em 4
casos de coagulo de medula éssea. Foi realizada imuno-histoquimica em
cada caso individualmente e procedeu-se a analise do estudo imuno-

histoquimico de maneira analoga a do material de TMA.

4.9 - Distribuic&o dos casos:

N = 29 casos LMC ‘
Revisao clinico- '
o < > 2 casos sem blocos
morfoldgica l

=

‘ Descolamento de 5
amostras apds

Confecgdo de

v

TMA l confecgdo de TMA

=

1 caso crise

20 casos fase 1 caso fase

blastica

cronica acelerada
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4.10 - Obtencéao de dados clinicos:

As informacbes clinicas (idade, sexo, sintomas constitucionais,
marcadores laboratoriais/bioquimicos, tempo de evolucéo para progressao
de doenca apés tratamento, comorbidades associadas neoplasicas e nao
neoplasicas, estadiamento clinico, terapéutica indicada, evolucéo clinica,
sobrevida e 0bito) foram obtidas a partir de revisdo dos prontuarios e

laudos anatomopatologicos dentro do HCFMB-UNESP.

4.11 - Metodologia estatistica:

A andlise estatistica, assim como a escolha pelo teste de
comparacao, foi executada respeitando os pressupostos determinados
pelos resultados, caracteristicas e comportamento das varidveis de
estudo.

As amostras foram caracterizadas a partir das frequéncias absolutas
e relativas das variaveis qualitativas (expressao imuno-histoquimica dos
marcadores). Foi realizado um teste Qui-quadrado para comparar as
propor¢cdes de expressdao entre os marcadores, estratificados por
intervalos percentuais e distribuicAo nos nichos. As analises foram
realizadas a partir do software R. Considerou-se um nivel de significancia
de 5%. Embora alguns resultados tenham apresentado significancia
estatistica, o teste pode ter sido influenciado pelo tamanho amostral

(apenas 4 casos no grupo controle).
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4.12 - Analise do risco:

Devido a utilizacdo de tecidos fixados em formol e incluidos em
parafina (blocos de parafina), ndo houve qualquer risco de contaminacgao
dos pesquisadores e técnicos envolvidos na pesquisa de modo que 0s
riscos a que foram expostos sdo inerentes as atividades cotidianas
realizadas no laboratorio de Patologia como risco de corte a partir da
utilizacdo do micrétomo, estando assim dentro do padrdo habitual. Os
riscos sdo controlados e minimizados a partir de praticas de seguranca
previamente estabelecidas no laboratorio. Os reagentes utilizados néo
ofereceram risco ambiental ou humano. Nao houve utilizacdo de materiais
radioativos e/ou microorganismos patogénicos. Portanto, ndo houve

exposicao a riscos quimicos, biolégicos e radioativos
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5. RESULTADOS

Os resultados referentes aos pacientes com LMC nas fases cronica,
acelerada e crise blastica estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Perfil epidemioldgico, clinico-evolutivo e morfolégico dos pacientes com LMC.

Grupos estudados

Fase cronica Fase acelerada Crise blastica

(n=20) (n=1) (n=1)
N % N N
Dados epidemiolégicos
Sexo feminino 12 60 1 0
Sexo masculino 8 40 0
Idade acima de 60 anos 3 15 1 0
Padrédo morfolégico
Celularidade global
Aumentada para a idade 20 100
Normal para a idade 0 0
Diminuida para a idade 0 0 0
Reticulo
Grau 1 0 0 0 1
Grau 2 5 25 0 0
Grau 3 13 65 1 0
Grau 4 2 10 0 0
Subtipo
Gran 3 15 0
Gran-Meg 15 75

Meg 2 10 0



Tratamento e prognéstico
Quimioterapia/Radioterapia
Sobrevida <5 anos

Obito

Remissdo com recidiva

20 100
15
20

o +» O PP
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Os resultados referentes ao grupo controle estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Perfil epidemioldgico, clinico-evolutivo e morfoldgico dos pacientes do grupo

controle.

Dados epidemiolégicos
Sexo feminino
Sexo masculino
Idade acima de 60 anos
Padrdao morfolégico
Celularidade global
Aumentada para a idade
Normal para a idade
Diminuida para a idade
Tratamento e prognéstico
Quimioterapia/Radioterapia
Transplante de medula 6ssea
Obito

Recidiva

Controle (n=4)

N %

1 25
75
50

100

50

o N O O

Fase cronica

O perfil epidemiolégico dos pacientes enquadrados nessa fase foi

caracterizado com base na idade e sexo. Dos 20 pacientes, 12 (60%)
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eram do sexo feminino e 8 (40%) pacientes do sexo masculino sendo 3
(15%) com idade superior a 60 anos.

O perfil clinico-evolutivo incluiu 0s seguintes itens: sinais e sintomas,
comorbidades neoplasicas e ndo neoplasicas associadas, evolugcao para
Obito, tempo de sobrevida e realizacdo de quimioterapia. Os principais
sinais e sintomas foram leucocitose, dor em hipocéndrio direito e
esquerdo, fadiga, tontura, cefaleia, esplenomegalia, perda ponderal,
anemia e sudorese noturna. As comorbidades ndo neoplasicas
associadas foram maléria, febre tifoide, nefrolitiase, sindrome do panico,
doenca arterial coronariana, hipotireoidismo, transplante renal. Uma
paciente foi diagnosticada durante a gestacdo. As comorbidades
neoplasicas associadas foram carcinoma de tireoide, adenocarcinoma de
cblon, sarcoma granulocitico, policitemia vera, adenocarcinoma de
prostata e miomatose uterina.

Todos realizaram tratamento quimioterapico sendo que 4 pacientes
evoluiram para 6bito. O tempo de sobrevida de cada paciente foi: 13 anos
e 8 meses; 3 anos e 6 meses; 10 meses e 2 meses. Logo, constata-se
que 3 pacientes apresentaram sobrevida menor do que 5 anos. Os
principais esquemas quimioterapicos envolveram associagcdes dos
seguintes medicamentos Hydrea, Interferon, Imatinib (Gleevec).

Em relacdo a classificacdo em subtipo Gran, Gran-Meg e Meg, 15
pacientes (75%) foram enquadrados como Gran-Meg, 3 (15%) como Gran

e 2 (10%) como Meg.
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Fase acelerada

O Udnico paciente enquadrado nesse grupo € do sexo feminino, de 63
anos no momento do diagnostico. Apresentava como comorbidade
doenca de Chagas nas formas cardiaca e esofagica. Evoluiu para oObito
apés 10 anos e 7 meses do diagnédstico, tendo feito ciclos de
qguimioterapia com Hydrea, Zyloric, Imatinib e Interferon. O subtipo de

LMC foi Gran-Meg e apresentou reticulo grau 3 difuso.

Crise blastica

O Unico paciente enquadrado nesse grupo é do sexo masculino, de
41 anos no momento do diagnostico. Ha relato no prontuario de paralisia
do quinto e sétimo par de nervos cranianos com valor de desidrogenase
lactica (DHL) superior a 3.000 U/L. N&o apresentava comorbidades.
Evoluiu para Obito ap6s 2 anos e 2 meses ap0s o diagnéstico. Foi
realizada quimioterapia com Hydrea e Interferon. Apresentou reticulo grau

1.

Os resultados referentes a analise morfolégica e imuno-histoquimica dos
pacientes nas 3 fases da LMC e grupo controle estéo dispostos na Tabela
3.



Tabela 3 - Andlise morfolégica e imuno-histoquimica

{1-10%} 1 - 0 - 1 - 0 - 0 - 1 -

{11-30%} 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -

Grau 1 0 Amostra total {31-50%} 0 - 0 - 0 - 0 - 1 - 0 -

LMC - Fase acelerada Grau 2 0 {51-70%} 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
(n=1) Grau 3 1 {71-90%} 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -

Grau 4 0 Total 1 - 0 - 1 - 0 - 1 - 1 -

2 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -

Nicho 3 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 1 -

2e3 1 - 0 - 1 - 0 - 1 - 0 -

{1-10%} 4 (100%) 0 3 (75%) 1 (25%) 1 (25%) 1 (25%)
Grau 1 4 (100%) {11-30%} 0 - 0 - 0 - 0 - 2 (50%) - 0 -
Grau 2 0 {31-50%} 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Controle Grau 3 0 Amostra total {51-70%} 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
(n=4) Grau 4 0 {71-90%} 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Total 4 (100%) - 0 - 3 (75%) - 1 (25%) - 3 (75%) - 1 (25%) -
2 0 - 0 - 1 (25%) - 0 - 0 - 1 (20%) -
Nicho 8 4 (100%) - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
2e3 0 - 0 - 2 (50%) - 1 (25%) - 3 (60%) - 0 -

Galectinal: expressao celular Galectinaz: expresséao estromal
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Fase cronica:

Dentre os 20 casos de fase cronica da LMC, o estudo imuno-
histoquimico revelou que houve expressao de CD44 em 18 casos (90% do
total de casos), com predominio de distribuicdo nos nichos 2 e 3 (94,4%),
simultaneamente, e com maior percentual de marcacdo compreendendo o
intervalo entre 1-10% (6 casos). Tanto a distribuicdo nos nichos 2 e 3
guanto a marcacado compreendendo o intervalo entre 1-10% apresentaram
significancia estatistica com valores de p de 0,004 e 0,042,
respectivamente. O grupo controle, constituido por 4 casos, apresentou
positividade de 100% apenas no nicho 3 com percentual de marcacgao
compreendendo o intervalo entre 1-10%. Observa-se, portanto, aumento
na expressao de CD44 no que concerne a distribuicdo dos nichos visto
que o nicho 2 também apresentou expressdo positiva. A semelhanca do
grupo controle, a maior parte das células apresentou baixa positividade de
marcacdo, entretanto 5 casos apresentaram alta expressao,
correspondendo ao intervalo 71-90%.

A expressao imuno-histoquimica de CD44 é observada a partir da
positividade na membrana citoplasmatica das células conforme

demonstrado pela figura 10.
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Figura 10 — CD44: positividade em membrana nos nichos 2 e 3 (40x).

Em relacdo a expressdo de CD34, 9 casos foram positivos (45% do
total de casos), com predominio de distribuicdo apenas no nicho 3 (55,5%)
sendo que 100% dos casos exibiram marcacao no intervalo entre 1-10%.
No grupo controle ndo houve expressdo de CD34 em nenhum caso.
Portanto, constata-se que na fase crbénica da LMC ha baixa expressao de
CD34 com predominio no nicho 3.

A expressao imuno-histoquimica de CD34 é observada a partir da
positividade na membrana citoplasmatica e citoplasma das células

conforme demonstrado pela figura 11.



Positividade
citoplasmética
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Figura 11 — CD34: positividade em membrana e citoplasméatica no nicho 3 (40x).

o d
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Houve expressdo de CD31 em 18 casos (90% do total de casos),
com predominio de distribuicio nos nichos 2 e 3 (83,3%),
simultaneamente, e com maior percentual de marcagédo compreendendo o
intervalo entre 1-10% (6 casos). No grupo controle, os achados foram
similares tendo em vista que 75% dos casos apresentaram baixa
expresséo de CD31 (1-10%) preferencialmente nos nichos 2 e 3. Portanto,
observa-se pequeno aumento na quantidade de casos expressando
CD31, porém com manutencdo no percentual de marcagéo e distribuicdo
nos nichos.

A expressao imuno-histoquimica de CD31 é observada a partir da
positividade no citoplasma das células conforme demonstrado pela figura
12.
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Figura 12 — CD31: positividade citoplasmatica nos nichos 2 e 3 (40x)

Em relagdo a expressdo de CD117, 9 casos foram positivos (45% do
total de casos) com predominio de distribuicdo nos nichos 2 e 3 (88,8%)
com percentual de marcagcdo envolvendo o intervalo entre 1-10%. No
grupo controle apenas 1 caso (25%) apresentou baixa expressdo nos
nichos 2 e 3. Portanto, observa-se que na LMC ha aumento na expressao
de CD117, porém a expressao esta presente nos nichos 2 e 3 assim como
no grupo controle.

A expressao imuno-histoquimica de CD117 é observada a partir da

positividade no citoplasma das células conforme demonstrado pela figura

13.
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Figura 13 — CD117: positividade citoplasmatica nos nichos 2 e 3 (40x).

Foi analisada tanto a expressdo celular da galectina-3 quanto a
expressdo estromal e verificou-se que 17 casos (85%) revelaram
expressao celular na faixa entre 11-30% preferencialmente nos nichos 2 e
3. No grupo controle, 3 casos (75%) apresentaram positividade com
predominio no intervalo entre 11-30% e preferencialmente nos nichos 2 e
3. Logo, constata-se discreto aumento na quantidade de casos com
expressdo celular de galectina-3 na mesma proporcdo (11-30%) e
distribuicdo dos nichos (nichos 2 e 3) quando comparado ao grupo
controle.

Em relacdo a expressao estromal de galectina-3, houve expressao
em 9 casos (45%) com a maior parcela dos casos compreendendo o

intervalo entre 1-10% e predominio de distribuicdo nos nichos 2 e 3
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(44,4%). No grupo controle, apenas 1 caso (25%) apresentou expressao
somente no nicho 2. Portanto, na fase crbnica da LMC ha aumento na
expressao estromal de galectina-3 com baixo percentual de marcacao (1-
10%) e positividade no nicho 2 (similarmente ao grupo controle), mas
também com positividade no nicho 3.

A expressao imuno-histoquimica de galectina-3 € observada a partir

da positividade no citoplasma das células e estroma conforme

demonstrado pela figura 14.

Positividade
| citoplasmatica
Positividade
estromal

Figura 14 — Galectina-3: positividade citoplasmatica e estromal nos nichos 2 e 3 (40x).

O arcabouco reticulinico, avaliado pela impregnacéo argéntica, foi
graduado em uma escala de 1 a 4 de acordo com o sistema de
Bauermeister em que o grau 1 corresponde a normalidade e o grau 4 a

fibrose estromal. Nos graus 2 e 3 é observado espessamento colagénico
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leve e moderado, respectivamente. O arcabouco reticulinico foi
classificado como grau 3 em 13 casos (65% do total de casos). Apenas 2
casos (10%), apresentaram fibrose estromal (grau 4) e 5 casos (25%)
foram classificados como grau 2. Todos 0S casos pertencentes ao grupo
controle foram graduados como grau 1, correspondendo a normalidade.

As figuras 15-18 ilustram as graduagbes de 1 a 4 para o arcaboucgo

reticulinico.

Figura 15: reticulo grau 1: fibras reticulinicas lineares dispersas, correspondendo a

medula 6ssea normal (Impregnacéo argéntica, 40x).
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Figura 16: reticulo grau 2: rede frouxa de fibras reticulinicas com interseccdes

(Impregnacgéo argéntica, 40x).



60

Figura 17: reticulo grau 3: aumento denso e difuso de fibras reticulinicas com numerosas

interseccoes e fibras espessadas (Impregnacao argéntica, 40x).
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Figura 18: reticulo grau 4: numerosas fibras reticulinicas espessadas com interseccdes

associadas a deposicdo de colageno (Impregnacédo argéntica, 40x).

Fase acelerada

Em relagédo ao CD44, o Unico caso pertencente ao grupo apresentou
expressdo na faixa entre 1-10% nos nichos 2 e 3. Comparado ao grupo
controle e fase cronica, verifica-se que semelhantemente a fase cronica,
h& baixa expressdo de CD44 (1-10%) nos nichos 2 e 3, diferindo do grupo
controle que também apresenta baixa expressdo, porém somente no
nicho 3.

Em relacdo aos marcadores CD34 e CD117 nédo foi verificada

expressdo. O achado pode ser decorrente do fato de o grupo ser
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constituido por apenas um caso, limitando a representatividade do grupo,
ou pela fixacdo da amostra ou ainda pelo fato de ocorrer perda de
expressdo pelo acumulo de instabilidades genéticas observadas nessa
fase.

Para CD31 houve baixa positividade (1-10%) nos nichos 2 e 3.
Portanto, assim como no grupo controle e fase crénica ha baixa expresséo
nos nichos 2 e 3.

Observou que houve expresséao celular de galectina-3 nos nichos 2 e
3 em 31-50% do total de células. Comparando com o grupo controle e
fase crbnica, constata-se manutencdo na distribuicdo dos nichos, porém
com aumento na expressao.

Em relacdo a expressdo estromal de galectina-3, verificou-se que
houve positividade apenas no nicho 3 em 1-10% do total de células
presentes. Similarmente ao grupo controle e fase crénica, h4A manutencao
da baixa expressao, porém com alteracdo no nicho envolvido pelo fato de

somente o nicho 3 apresentar positividade.

O arcabouco reticulinico foi classificado como grau 3.

Crise blastica

Em relacdo ao CD44, o Unico caso pertencente ao grupo apresentou

expressao na faixa entre 51-70% nos nichos 2 e 3. Comparado ao grupo

controle, fases cronica e acelerada, verifica-se que na crise blastica ha
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aumento no percentual de expressdao sendo que a positividade é
verificada nos nichos 2 e 3 assim como foi constatado nas fases crbnica e
acelerada. A quantidade de casos na fase crbnica com expressao entre
51-70% pode indicar que talvez estivessem evoluindo para a fase
acelerada e posteriormente crise blastica ou diretamente para crise
blastica visto que nessa fase ha aumento na expressao de CD44.

N&o houve expressdo de CD34 e CD31. A negatividade pode ser
justificada pelas mesmas hipoteses levantadas para justificar a
negatividade para CD34 e CD117 na fase acelerada.

Houve expressado de CD117 na faixa entre 11-30% nos nichos 2 e 3.
Comparado ao grupo controle e fase cronica houve manutencdo na
positividade nos nichos 2 e 3, entretanto constata-se que na crise blastica
ha aumento no percentual de marcacdo (11-30%) em relacdo a fase
cronica.

A expressao celular de galectina-3 foi observada nos nichos 2 e 3
em 11-30% do total de células. Houve, portanto, similaridade tanto na
distribuicdo dos nichos quanto no percentual de marcacdo comparado
com o controle e fase cronica, e reducdo no percentual de marcacgao
comparado com a fase acelerada.

A expressao estromal de galectina-3 foi observada novamente
apenas no nicho 3 em 1-10% do total de células presentes assim como na
fase acelerada.

O arcabouco reticulinico foi classificado como grau 1.
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6. DISCUSSAO

As células malignas remodelam seu nicho em um microambiente
anormal que fornece suporte preferencial para o seu desenvolvimento em
detrimento da hematopoiese. A producdo elevada de G-CSF
(Granulocyte-colony stimulating factor) pelas células-tronco leucémicas
proporciona reducao na expressao de CXCL12 pelas células estromais da
medula éssea e aumento de citocinas pré-inflamatérias, incapacitando as
células-tronco normais®?. As células-tronco leucémicas se distribuem no
nicho vascular e interferem na sinalizacdo mediada por CXCL12 e E-
selectina, que sdo importantes para o enderecamento das células-tronco
normais no nicho®b,

As células-tronco mesenquimais sdo estimuladas pelas células-
tronco leucémicas a adotarem um modelo de diferenciacdo anormal,
resultando na producdo de células osteoblasticas funcionalmente
alteradas, que sdo incapazes de produzir substratos para as células-
tronco normais ao passo que as células-tronco leucémicas se mantém
vidveis nesse microambiente remodelado®?).

Esses osteoblastos anébmalos se acumulam na cavidade medular e
desempenham func¢do mielofibrotica a partir da superexpressdo de genes
relacionados a mielofibrose e inflamacao, contribuindo para a fibrose da
medula éssea, frequentemente observada na LMC. Consequentemente,

h& comprometimento da vitalidade das células-tronco normais ao passo
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que as células-tronco leucémicas nédo sao afetadas pelo nicho maligno
fibrético remodelado®?).

No presente trabalho, dois casos apresentaram fibrose reticulinica
difusa caracterizada por um arcabouco reticulinico grau 4 e foram
classificados na fase crbnica como subtipo Gran-Meg, corroborando os
dados da literatura que indicam que casos Gran-Meg evoluem para
mielofibrose*”). Na maioria dos outros casos, o arcabougo reticulinico foi
graduado como 3, tornando evidente a alteracdo estromal presente nas
fases crbnica e acelerada da LMC em comparacdo ao microambiente
medular normal. No entanto, no Unico caso de crise blastica, ndo foi
observada alteracdo no arcabouco reticulinico e foi classificado como
subtipo Gran, que apresenta propensao a evolucao para crise blastica.

O &cido hialurdnico e osteopoetina sao particularmente abundantes
no microambiente da medula 6ssea. A expressao de acido hialurbnico é
concentrada ao redor de vasos sanguineos na medula 6ssea sadia. As
células-tronco mesenquimais expressam altos niveis de acido hialurénico
sintetase de modo que ha formacao de acido hialurdénico ao redor dessas
células. Consequentemente, acredita-se que haja potencial para
manutencdo autocrina pela interacdo entre acido hialurénico e CD44 nas
células-tronco, permitindo a sua sobrevivéncia por adesdo a matriz(1.53),

Uma quantidade ainda maior de acido hialurénico é observada no
microambiente medular da LMC e LMA®® sendo que a expressdo de

CD44 estd aumentada na LMC®4. As células-tronco leucémicas sdo mais
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dependentes na ancoragem extracelular a matriz mediada por CD44 e
selectinas do que as células-tronco normais®®, evidenciando a
importancia da interacdo entre as células-tronco leucémicas com
expressao de CD44 e a matriz extracelular.

O presente estudo evidenciou que existe expressao de CD44 no
nicho 2 ao contrario do controle em que ha expressao apenas no nicho 3.
A positividade no nicho 2 pode ser explicada pela maior quantidade de
acido hialurbnico expressa ao redor dos vasos na LMC.
Consequentemente, a partir do remodelamento do nicho com aumento da
interacdo entre CD44 e &cido hialurdnico ao longo da progressédo da LMC
€ observada expressdao maior de CD44 na crise blastica, conforme
exposto nesse estudo.

Recentemente, demonstrou-se que a expressdo de CD44 nas
células-tronco leucémicas CD34+ é regulada a partir do gene AF1q e esta
relacionada com a progressao para as fases acelerada e crise blastica, e
resisténcia ao Imatinib. A partir do bloqueio da acdo génica e o
decréscimo na expressdo de CD44, ha aumento da sensibilidade ao
Imatinib®® de modo que CD44 pode representar um alvo terapéutico no
tratamento da LMC. O bloqueio de CD44 in vivo impede a migracao de
células-tronco leucémicas para o microambiente promotor de crescimento,
erradicando-as®”).

A proteina CD117 desenvolve uma super ativacdo para se tornar

oncogénica e ocasionar alteragcdes em vias de sinalizacao, exacerbando a
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proliferacéo, sobrevivéncia, migracéo e diferenciacdo celular. O ganho de
mutacBes funcionais é observado em diversas malignidades como
leucemia mieloide aguda, tumor estromal gastrointestinal e melanoma®”),
No presente estudo, a elevacdo na expressdo de CD117 verificada na
fase crénica e o aumento ainda maior observado na crise blastica pode
ser decorrente da ativacdo do potencial oncogénico do gene, contribuindo
desse modo para a persisténcia e progressao da LMC.

Houve aumento discreto na expressdo de CD31 quando comparado
ao grupo controle na fase crénica e um aumento ainda maior na fase
acelerada, evidenciando elevacdo na expressdo do marcador com a
progressao da doenca. Gallay et al. (2007) demonstraram que na LMA o
excesso de CD31 promove egresso de células leucémicas do
compartimento medular a partir da migracdo transendotelial®®, Na LMC,
pode-se supor que o CD31 desempenhe a mesma funcao pela elevacéo
encontrada nas fases cronica e acelerada quando comparada ao grupo
controle.

Houve aumento na expressao celular de galectina-3 na fase cronica
guando comparado ao controle e aumento ainda maior na fase acelerada,
corroborando o estudo de Yamamoto et al. (2011) que constatou que ha
superexpressao de galectina-3 nas células da LMC virgens de tratamento
na fase cronica. A superexpressdo € responsavel pela promocéao de
proliferacéo celular e confere as células leucémicas resisténcia a drogas

conforme experimentos in vitro, sendo, portanto, um possivel novo alvo
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terapéutico®9,

Observou-se expressao estromal de galectina-3 no nicho 3 nas fases
cronica, acelerada e crise blastica na mesma propor¢cdo assim como no
controle, diferindo somente no fato de haver marcacdo no nicho 2 na fase
cronica e controle. A galectina-3 extracelular € secretada por células
normais do estroma e por células neoplasicas. E aceito que a maior
adesdo das células na matriz extracelular funcionaria como fator de
protecdo contra a apoptose e que a galectina-3 estaria envolvida neste
processo®9.60),

E bem conhecida a ligacédo da galectina-3 a integrinas, como alfl
integrinas, que vao intermediar a ligacdo da célula tumoral com a matriz
extracelular. Isto vai depender da quantidade de galectina-3 extracelular:
em baixos niveis a moderados, a adesdo normal da célula tumoral a
matriz extracelular da-se, diretamente (matriz extracelular/galectina-
3/célula tumoral) ou, indiretamente, por meio das integrinas (matriz
extracelular/integrinas/galectina-3/célula tumoral). Quando ocorrem altos
niveis de galectina-3 extracelular, a interacdo galectina-3/integrinas,
principalmente da familia VLA, encontra-se reduzida, assim como a
ligacdo a célula tumoral e a matriz extracelular(®?,

Na fase crbnica foi observada expressdo de CD34 entre 1-10%. Os
achados estdo de acordo com a definicdo de fase crénica de LMC de
acordo com a WHO®, em que na fase cronica ha até 10% de blastos.

Entretanto, esperava-se que houvesse marcacao superior a 10% de CD34
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tanto na fase acelerada quanto na crise blastica. A negatividade pode ser
justificada pela amostra reduzida constituida por apenas um caso em cada
grupo; fixacdo inadequada, comprometendo a marcacao do estudo imuno-
histoquimico ou perda de expressao anémala, que pode ser decorrente do
acumulo de mutacdes genéticas adicionais, fendbmeno observado nas
fases de progressdo da LMC de modo que a célula-tronco leucémica se
tornaria tdo imatura e instavel geneticamente a ponto de perder a
expressdo de CD34. No trabalho de Narang et al. (2016), foi realizado
imunofendtipo de 15 casos de LMC na crise blastica e observou-se
positividade para CD34 nos 14 casos de crise blastica de origem
mieloide®V, O Unico caso que revelou negatividade para CD34 era de
origem linfoide B. Portanto, outra hipétese para justificar a negatividade do
anico caso de crise blastica para CD34 e por extensdo o caso de fase
acelerada é que ambos sejam de origem linfoide B.

Zhao et al. (2018) observaram que as células-tronco leucémicas ndo
expressam CD34 quando adquirem resisténcia in vitro ao Imatinib
(Gleevec) 62, Em nosso estudo, os pacientes da fase acelerada e crise
blastica foram tratados com Imatinib no esquema quimioterapico,
podendo-se, portanto, supor que houve desenvolvimento de
quimiorresisténcia, resultando na auséncia de expressdo de CD34 nas
células neoplasicas.

Na fase cronica, 4 pacientes evoluiram para 6bito. O paciente com

menor tempo de sobrevida (6bito 2 meses apds o diagnostico),
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apresentou expressao de CD44 nos nichos 2 e 3 em 80% das células e
reticulo grau 3 difuso. Os demais marcadores nao exibiram diferencas em
relacdo ao controle ou foram negativos.

Um paciente evoluiu para o6bito apos 3 anos e 6 meses do
diagnoéstico sendo que apresentava expressao de CD44 nos nichos 2 e 3
em 70% das células e expressao de CD31 nos nichos 2 e 3 em 40% do
total de células O reticulo foi classificado como grau 3 focal. Os demais
marcadores ndo exibiram diferencas em relacdo ao controle ou foram
negativos.

O paciente que evoluiu para 6bito apos 10 meses do diagndstico
apresentou como achados relevantes expressdo celular de galectina-3
nos nichos 2 e 3 em 40% das células e expressao de CD31 nos nichos 2 e
3 em 20% das células, ambos os percentuais sdo superiores quando
comparados ao grupo controle e demais casos de fase crénica da LMC. O
reticulo foi classificado como grau 2 focal.

O paciente que evoluiu para 6bito, porém com maior tempo de
sobrevida (13 anos e 8 meses) ndo apresentou resultados relevantes
comparados ao controle.

Logo, observa-se que a elevacdo de CD44 associada a expressao
em ambos o0s nichos se correlaciona com pior progndstico visto que
metade dos casos com evolugcdo para obito exibiu aumento acentuado na
expressao de CD44. Elevacdes de CD31 e galectina-3 também podem ser

associadas com ma evolucdo de modo que a elevacédo de galectina-3 no
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nicho osteoblastico na LMC torna a interacdo célula-tronco leucémica e
matriz extracelular ineficaz permitindo que haja deslocamento das células-
tronco leucémicas para o0 nicho perivascular em que ha altos niveis de
CD31, facilitando a migracdo transendotelial por intermédio desse
marcador e consequente acometimento do sangue periférico e

desenvolvimento de crise blastica.
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7. Conclusao

O presente trabalho revelou que ha alteracdo no microambiente
medular na fase cronica da LMC pelo aumento na expressao de todos os
marcadores imuno-histoquimicos avaliados nos diferentes nichos. Essa
alteracdo se propaga nas fases subsequentes a partir da constatacdo da
expressao diferente do grupo controle. Entretanto, achados discordantes
foram referentes as expressbes de CD34 na fase acelerada e crise
blastica; CD117 na fase acelerada e CD31 na crise blastica.

Observou-se que na crise blastica houve maior percentual de
expressdo de CD44 nos nichos osteoblastico e perivascular quando
comparado as fases anteriores e que 0S casos com percentual de
expressado elevado na fase cronica evoluiram com desfecho desfavoravel
de modo que metade dos casos com evolucdo para Obito apresentou
aumento significativo na expressdo de CD44. Os achados corroboram
dados da literatura que indicam haver maior quantidade de células CD44+
na LMC, promovendo manutencéo e evolucdo da doenca. Logo, pode-se
inferir que a alta expressdo de CD44 principalmente no nicho perivascular
se correlaciona com pior prognostico e propensdo a evolucdo para crise
blastica.

A partir da constatacdo do aumento de expressdo estromal de
galectina-3 no nicho 3 nas fases acelerada e crise blastica, pode-se supor

que haja mobilizacdo das células-tronco leucémicas no nicho
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osteoblastico devido a interacdo ineficaz entre as células-tronco e
galectina-3 em altos niveis, e subsequente deslocamento das células para
0 nicho perivascular em que ha elevada expressdo de CD31,
possibilitando a migracdo transendotelial das células-tronco leucémicas
para a corrente sanguinea. Dessa forma, a expresséo elevada de CD31 e
galectina-3 pode ser o indicio de evolucédo para crise blastica.

Observou-se aumento na expressdo de CD117 na fase crbnica e
crise blastica quando comparado ao grupo controle, porém sem alteracao
na distribuicdo dos nichos de modo que o aumento na expressédo pode
estar relacionado a ativacao do potencial oncogénico, contribuindo para a
progressao da doenca.

O aumento do arcabouco reticulinico, verificado em todos 0s casos
de LMC nas fases crbnica e acelerada, reflete a atividade mielofibrética
desenvolvida pelos nichos malignos remodelados.

Portanto, h4 na LMC alteracbes morfofuncionais decorrentes do
remodelamento dos nichos a favor da manutencdo e proliferagcdo das
células-tronco leucémicas de modo que ha um reflexo morfologico
manifestado na fibrose estromal e aumento na expressdo de marcadores
de superficie celular presentes nas células neoplasicas. E importante o
reconhecimento das alteragcbes e correlacio com 0s mecanismos
fisiopatolégicos para a elaboracdo de novos alvos terapéuticos, capazes
de retardar a progressdao da doenca e promover aumento da sobrevida.

Ressalta-se a importancia do papel do patologista no algoritmo
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diagnéstico da LMC por intermédio de analise imuno-histoquimica da
medula 0ssea para avaliacdo dos nichos conforme demonstrado por esse

trabalho e, consequentemente, do prognadstico.
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