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Resumo

Introdugdo: A medula éssea é o 6rgao responsavel pela hematopoise, fendmeno que se
relaciona com a diferenciagdo da célula tronco hemopoética (CTH) em eritrdcitos,
granuldcitos, mondcitos, linfocitos e plaquetas. E constituida pelo tecido
hematopoiético, tecido gorduroso, matriz proteica e sinusoidais e estd contida no
interior dos 0ssos esponjosos, em contato com o tecido ésseo cortical e trabecular. Em
1978, Ray Schofield conceituou nicho como local especifico, dentro da medula dssea,
onde a CTH se origina, assenta e prolifera. Atualmente sabe-se que o nicho é mais do
qgue um simples compartimento morfolégico, mas um sitio funcional e dinamico, que se
remodela e influencia a fun¢do da CTH e suas progenitoras, exercendo papel definitivo
na CTH normal e neoplasica. Estudos demonstram que os nichos e seus componentes
celulares e proteicos, influenciam e determinam a manutencdo de CTH ativas e
quiescentes, sendo determinante na manutencgdo, progressao e recaida de doengas da
medula éssea. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar na medula éssea humana,
acometida por doengas primadrias, secundarias e reacionais, o comportamento da CTH,
descrevendo localizagdo e quantificacdo destas. Material e métodos: Para realizacao
deste estudo, foram selecionados quatro grupos de doencas hematoldgicas, divididas
em mieloma mualtiplo (n= 10), leucemia linféide crénica (n= 10), sindrome
mielodisplasica (n= 10) e reacional (n= 10). Foi realiado um estudo imuno-histoquimico
para avaliagdo da marcacdo e dos nichos dos marcadores CD44, CD34, CD31 e CD117.
Resultados: O marcador CD44, molécula de adesdo importante na manutencdo de CTH e
nicho de células tumorais, foi encontrado em maior quantidade durante o estudo, e
principalmente no nicho 2. Também foi possivel observar que em neoplasias
hematoldgicas, existe uma marcacdo positiva no nicho 3, sugerindo assim, uma ativacao
e migracdo das CTH para outros microambientes. Conclusdao: De todos os marcadores
estudados, o CD44 é o que teve maior importancia e impacto no funcionamento das
CTH, sugerindo que este possa ser considerado um marcador para estudar a biologia das
CTH.

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

histoquimica.
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Abstract

Introduction: Bone marrow is the organ responsible for hematopoiesis, a phenomenon
that is related to the differentiation of hemopoietic stem cell (HSC) into erythrocytes,
granulocytes, monocytes, lymphocytes and platelets. It consists of hematopoietic tissue,
fatty tissue, protein and sinusoidal matrix and is contained within the spongy bones, in
contact with the cortical and trabecular bone tissue. In 1978, Ray Schofield
conceptualized a niche as a specific site within the bone marrow, where the HSC
originated, settled, and proliferated. It is now known that the niche is more than a
simple morphological compartment, but a functional and dynamic site, which remodels
and influences the function of HSC and its progenitors, playing a definitive role in normal
and neoplastic HSC. Studies demonstrate that niches and their cellular and protein
components influence and determine the maintenance of active and quiescent HSC,
being determinant in the maintenance, progression and relapse of diseases of the bone
marrow. Objective: The aim of this study was to evaluate the behavior of HSC in the
human bone marrow, affected by primary, secondary and reactional diseases, describing
their location and quantification. Materials and methods: Four groups of hematological
diseases were selected, divided into multiple myeloma (n = 10), chronic lymphocytic
leukemia (n = 10), myelodysplastic syndrome (n = 10) and reactional (n = 10). An
immunohistochemical study was performed to evaluate the marking and niches of the
CD44, CD34, CD31 and CD117 markers. Results: The CD44 marker, an important
adhesion molecule in the maintenance of CTH and tumor cell niche, was found in greater
quantity during the study, and especially in the niche 2. It was also possible to observe
that in hematological malignancies, there is a positive marking in the niche 3, thus
suggesting an activation and migration of the HTCs to other microenvironments.
Conclusion: Of all the markers studied, CD44 is the one that had the greatest importance
and impact on the functioning of HTCs, suggesting that it could be considered a marker
to study the biology of HTCs.

Keywords: bone marrow; hematopoietic stem cell;, microenvironment;

immunohistochemistry.
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Introducéo

A medula 6ssea (MO) € o 6rgdo mais extenso dos mamiferos,
sendo o local da hematopoiese e de diferenciacdo de células imunes,
responsavel por produzir eritrocitos, granulécitos, mondcitos, linfécitos e
plaquetas. Localiza-se na cavidade medular dos 0SSOS esponjosos e
consiste em aglomerados de tecido hematopoiéticos e células adiposas,
cercados por seios vasculares @

A hematopoiese € sustentada por células-tronco hematopoéticas
(CTH), com capacidade de autorrenovacdo e diferenciagcdo. Tais
caracteristicas sao especificas e diferem as CTH de outras células dos

mamiferos *?,

Sdo reguladas e mantidas por um microambiente
complexo, organizado em compartimentos denominados de “nicho”. Ray
Schofield, em 1978 @, conceituou nicho como local especifico, dentro da
medula 6ssea, onde a CTH se origina, assenta e prolifera. Atualmente
sabe-se que o0 nicho &€ mais do que um simples compartimento
morfolégico, mas um sitio funcional e dinamico, que se remodela e
influencia a funcdo da CTH e suas progenitoras, exercendo papel
definitivo na CTH normal e neoplasica * * ®. S0 compostos por grande
guantidade de fatores humorais e celulares, proteinas de matriz, por
exemplo, fibronectina e acido hialurénico, e fatores de sinalizacdo que

regulam a diferenciacdo e multiplicacdo das CTH. Os estudos e o

reconhecimento dos nichos na medula éssea s6 foram possiveis gracas
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aos avancos técnicos de andlise de imagem do interior da medula éssea,
bem como uma série de elegantes estudos em modelos murinos .

O primeiro nicho a ser descrito foi o “nicho endosteal ou
osteoblastico” associado a regido peritrabecular e regido subcortical do
tecido 6sseo que contem o tecido hemopoietico; posteriormente foi
descrito 0 “nicho vascular” junto aos vasos sinusoidais .

O nicho osteoblastico (NOB), tem como principal componente
celular os osteoblastos, responsaveis pela formacdo éssea. Estes se
dispdem na superficie de contato com a matriz 6éssea e o tecido
hemopoietico “®. Ja foram objetos de vérios estudos, e revisado em um
artigo de Seshadri e Qu (2016) ®9, que definiram a relacdo entre a
presenca de osteoblastos e numero de CTH: em ratos a ativacdo dos
receptores de PTH/PTHrP, com consequente aumento do numero de
osteoblastos leva a um aumento do numero de CTH; a delecdo do gene
Dicer |, expresso somente em progenitores osteogénicos afeta
diretamente a hemopoiese ®. A osteopondina e a trombopoentina,
proteinas associadas aos osteoclastos, relacionadas a adesao da CTH na
superficie éssea, estdo relacionadas com a manutencdo da CTH
guiescente. No NOB observam-se macrofagos que expressam receptor de
fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF), que quando
hiperexpressos suprimem a osteocalcina e CXCL-12 que ira mobilizar os
osteoblastos e as CTHs **9),

O nicho vascular (NV) esté localizado no interior da medula 6ssea,
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proximo aos sinusoides. Estes representam o leito vascular da medula
0ssea. Sao compostos por células endoteliais fenestradas, cujo fenétipo e
aspectos morfolégicos sdo distintos de outros endotélios. O endotélio dos
sinusoides da medula éssea é fenestrado, com membrana basal fina e
escassos pericitos de sustentacado .

E referido que parte do nicho vascular, denominado nicho peri
vascular (NPV), contem células mesenquimais com funcfes especificas
de regulacdo da CTH e sua diferenciacdo linféide e eritréide ©. Tais
células sdo denominadas: CAR (células reticulares associadas a citocina
CXC-12) e células mesenquimais Nestina®. As primeiras expressam
VCAM-1, CD44, receptor do fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGFRA e PDGFRB) e possui capacidade de diferenciacdo adipogénica
e osteogénica @9, As células CAR exercem suas funcbes através da
secrecdo de SCF e CXCL12 no micro ambiente da medula 0ssea e, ha
indicios, que regulem a diferenciacdo de CTH quiescentes. As células
mesenquimais Nestina® podem se diferenciar em osteoblastos; quando
depletadas pela toxina botulinica ou pela Tamoxifen levando a diminuicéo
de CTH imaturas, e consequente anemia por faléncia da medula 6ssea
(8,10)-

Outro nicho citado na literatura é o peri neural (NPN), localizado
junto as células de Schwann ndo mielinizadas, distribuidas na regido peri
vascular, responsaveis por ativar o TGF-B, que por sua vez regula a

ativacdo de CTH ®68),
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A matriz proteica extracelular do estroma da medula éssea (MEC)
também é considerada um nicho. Nela encontram-se as proteinas:
tenascina (TN-C), colageno tipo | e IV e fibronectina (FNT). A TN-C esta
localizada ao longo do nicho periosteal, sendo responsavel pela
diferenciacado e proliferacdo hematopoiética. Durante a manutencdo da
hematopoiese, as células CAR produzem grande quantidade de TN-C,
gue se relaciona com a producgédo de nicho especifico para células tronco
neoplasicas ®'?. Este fato esta4 sendo estudado na Leucemia Mieldide
Crbnica (LMC), onde o aumento da TN-C se correlaciona com a
progresséo da doenca (. Nosso grupo evidenciou este mesmo fato com a
FIBN e progressdo da fase crbnica para crise blastica em LMC. Em
carcinomas indiferenciados de nasofaringe, nosso grupo também publicou
a importancia desta proteina de matriz como indicadora de pior
prognostico ).

Fazendo uma analogia, os nichos funcionam como estacdes e
subestacdes funcionais interligadas por cabos (fatores de crescimento,
interleucinas, proteinas de matriz) que informam e ajustam a diferenciacéo
da CTH para compor o sangue com elementos figurados, conforme as
necessidades do organismo. A CTH também pode deixar o nicho
especifico, ao receber sinais de mobilizacdo, e entram na corrente
sanguinea para assegurar a vigilancia imunolégica nos tecidos periféricos
e sitios distantes. Assim, CTH depende criticamente do curto e longo

alcance instrutivo provindos dos nichos do interior da medula 6ssea para
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muitos aspectos da sua biologia, incluindo a manutencao do ciclo celular,
e regulacdo da dinamica das fases de quiescéncia/proliferacdo e
ancoragem/mobilizacdo 22,

As informagBes sobre a importancia dos nichos na medula 6ssea
murina tem aventado muitas teorias nas doencas primarias da medula
0ssea humana. Ha hipéteses que descrevem, nas neoplasias malignas
cronicas primarias da medula Ossea (Leucemia Mieloide Crbnica,
Leucemia Linfocitica Cronica e Sindrome Mielodisplasica), danos
acumulados no DNA, levando a um escape clonal, e acimulo de células
neoplasicas, associadas a mutagdes das células estromais ©©.

Em murinos e em humanos as CTH primitivas CD34+ estao
localizadas junto as células estromais perivasculares CXCL12 e CD31+ e
as CTH com certo grau de diferenciacdo CD45+ e CD34+ estdo junto a
regido periosteal. Aventa-se que o carater focal de acometimento de
determinadas infiltracdes neoplasicas na medula éssea e recaidas
precoces de leucemias tenham relacdo com o0s nichos e suas
sinalizacdes. Nos murinos, as leucemias e sindrome mielodisplasica, os
nichos da medula éssea estdo destruidos ®¥. Nos humanos, em biopsia
de medula 6ssea, usa-se este critério morfolégico para o diagnostico
destas doencas, porém sem uma explicacdo biologica para tal.

A importancia de se estabelecer a localizacdo das CTH e seus
nichos, e a relacdo destas nas doencas primarias, secundarias e

reacionais da medula éssea € indubitavel, vindo a responder e abrindo
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caminhos para melhor interpretacdo da patogenia e diagnostico

morfolégico destas doencas.

Endosteum

SCH
CXCll12

Bone

M.o’. ﬂ
OB ) .. "‘.Q
< ECM proteins

Figura 1 — Imagem retirada do artigo de Schepers et.al (2015) 3 “jlustrando a

distribuicdo e composi¢do dos nichos descritos.

Mieloma Multiplo

Mieloma mudltiplo (MM), € uma neoplasia maligna fatal, que
representa cerca de 13% de todos os canceres hematolégicos @2,
acometendo principalmente idosos acima de 65 anos ®, mais homens do
que mulheres, e mais negros do que brancos *”. O MM afeta as células B
e caracteriza-se por uma proliferacdo de plasmdcitos neoplasicos,
produzindo proteinas M e podendo causar insuficiéncia renal, anemia e

principalmente fraturas 6sseas *®.

A doenca pode ser iniciada como uma Gamopatia Monoclonal de
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Significado Inderteminado (GMSI), evoluindo para um mieloma latente
(assintomatico), até chegar ao mieloma mdultiplo propriamente dito, que € a
fase sintomatica, resultando em infiltragcdo na MO e principalmente lesfes
6sseas 19,

Sabe-se que o0s osteoblastos sdo responsaveis pela formacao
0ssea, e 0s osteoclastos pela lise e absorcédo 6ssea, e no MM, o equilibrio
entre essas células é distorcido para uma direcdo de perda 6ssea liquida.
Esse desequilibrio leva a um processo chamado de ciclo vicioso, onde a
lise 0ssea osteoclastica induzida pelo MM, libera fatores de crescimento
presentes no 0SSO e promovem 0O crescimento do tumor, que por isso,
estimula ainda mais a atividade dos osteoclastos ™.

Segundo Wennekers e colaboradores (2018), 20% dos pacientes
com MM podem ter insuficiéncia renal aguda (IRA), e metade deles,
podem necessitar de dialise, e a IRA pode ser agravada por varias
circunstancias como, desidratacdo, hipercalcemia, hiperuricemia,
hiperviscosidade sanguinea, uso de drogas nefrotdxicas, etc. A causa da
IRA primaria no MM se explica pela alteracado tubular proximal e distal, por
dano celular devido as cadeias leves filtradas, amiloidose, doencas por
depdsitos de cadeias pesadas, crioglobulinemia, infiltracédo intersticial por
células do MM. O envolvimento renal agudo ou crénico piora o prognéstico
do paciente, e é geralmente a segunda causa de morte no MM.

InfeccBes sdo mais uma das principais complicacdes associadas

ao MM e sdo também, uma causa importante para morbidades e a
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principal causa de mortalidade desses pacientes. Pacientes acometidos
pelo MM apresentam uma imunodeficiéncia relacionada a disfungdo de
células B (hipogamaglobulinemia), anormalidades de células T, células

dendriticas e células natural killer (NK) 9,

Leucemia Linfocitica Crénica

A Leucemia Linféide Crdnica (LLC), € a leucemia mais comum nos
adultos, sendo responséavel por 25% das leucemias adultas e 25% dos
Linfomas N&ao-Hodgkin, e acomete principalmente, os adultos mais velhos,
com uma mediana de idade de 71 anos, e a incidéncia mais comum é em
pessoas com historia familiar de LLC, pessoas caucasianas e exposicao
ao agente laranja ®® ?Y. A evolucao clinica dos pacientes com LLC, pode
ser bem distinta uma da outra, onde alguns podem ter uma progressao
bem rapida, com constantes recaidas ap0s o tratamento, e outros com
uma doenca mais controlada, mesmo sem tratamento V.

Trata-se de uma doenca caracterizada por um acumulo
progressivo de linfécitos, que sdo morfologicamente bem parecidos com
linfocitos maduros normais. Acredita-se que os linfécitos da LLC nédo se
proliferam rapidamente, mas se acumulem no interior da medula éssea,
ocupando o tecido hemopoiético normal. As caracteristicas clinicas da
doenca, sdo, na maioria dos casos, linfocitose assintomatica do sangue
periférico ou leucocitose (menos comum), linfadenopatia,

hepatoesplenomegalia, faléncia da MO, infec¢des recorrentes, devido a
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linfocitose, e ainda podem aparecer anemia hemolitica autoimune ou
trombocitopenia autoimune 2.

Nos pacientes com LLC, principalmente entre os idosos, as
infeccdes sao a principal causa de morbidade e mortalidade, por isso,
recomenda-se que logo ho momento do diagndstico, que é quando ainda
existe uma resposta imunoldgica residual, esses pacientes recebam
vacinas contra Streptococcus pneumoniae e gripe, e evitem as vacinas
atenuadas V.

Outra consequéncia comum é que esses pacientes sdo mais
suscetiveis a adquirirem neoplasias secundarias principalmente as de
pele. Raramente, a LLC pode se transformar em Linfoma Difuso de
Grandes Células B e Linfoma de Hodgkin, por isso, a patogénese

molecular da LLC no microambiente do tecido linfoide &€ de extrema

importancia no crescimento e sobrevida dessas células neoplasicas %2V,

Sindrome Mielodispléasica

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo desordens clonais
representadas por uma hematopoese ineficaz, com proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose defeituosas, citopenias periféricas, e pode ser
chamada de fase pré-leucémica, pois existe uma grande chance de
evolucdo para uma Leucemia Mieldide Aguda (LMA) ©?* 23 A patogénese
da SMD ainda ndo € muito clara, e por isso, sem tratamentos especificos,

além do transplante de MO #?. Uma caracteristica bem estabelecida, s&o
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aberragdes cromossomicas (-5 / del (5q), - 7 / del (7q), del (11q), del (12p)
/ (12q), --y e +8) e diferenciacdo do clone maligno, o que resulta em uma
alta taxa de formacao de blastos e insuficiéncia da medula 6ssea. Além
das aberragcbes cromossomicas, certas alteracdes resultam de um

microambiente anormal na medula 6ssea %% 2%,
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Justificativa

O presente estudo faz-se importante frente aos novos
conhecimentos sobre nichos da medula déssea e a relacdo destes com
CTH ativas ou quiescentes. O esclarecimento de como a CTH se
comporta em doencgas primarias e secundarias a MO, neoplasicas e ndo
neoplasicas, sua localizacdo, nimero e relacdo com os nichos periosteal e
perivascular, contribuira com estudos prévios em murinos, que aventam
hip6teses de alteracdo primaria dos nichos e seus componentes nas
leucemias agudas. O estudo atual ir4 avaliar, em biopsias de medula
0ssea humana, acometidas por doencas primarias, secundarias e
reacionais, o comportamento da CTH, descrevendo localizacdo e
quantificacdo destas com o0s nichos periosteal e peri endotelial. E um
estudo inédito que contribuira com a patogenia, aspectos morfologicos e

provavel prognostico destas doencas.
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Objetivos

Objetivo Geral

Analisar a quantidade e a distribuicdo de células tronco
hematopoiéticas em diferentes doencgas primarias e secundarias a

medula 6ssea.

Objetivos Especificos

Descrever na Leucemia Linfocitica Crbnica, a quantidade e a
distribuicdo de células tronco hematopoiéticas, e correlacionar com

0 prognostico;

Descrever no Mieloma Mdltiplo, a quantidade e a distribuicdo de
células tronco hematopoiéticas e correlacionar com carga e

prognostico;

Descrever na Sindrome Mielodisplasica, a quantidade e a
distribuicdo de células tronco hematopoiéticas e correlacionar com

a evolucdo clinica;

Descrever na Medula Ossea Reacional, a quantidade e distribuicéo
de células tronco hematopoiéticas, e correlacionar com a gravidade

dos casos.
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Materiais e métodos

1. Casuistica

Selecdo dos casos: Foram selecionados 45 casos clinicos oriundos

do Servico de Patologia do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu- UNESP, de pacientes de cidades do interior do estado de
Sao Paulo, cujos laudos anatomopatoldgicos apontavam os diagnésticos
de: Leucemia Linfocitica Cronica (LLC), Mieloma Mdltiplo (MM), Sindrome
Melodisplasica (SMD) e Medula Ossea Reacional (MOR), entre 0s anos
de 2007 a 2017, e tais doencas foram escolhidas por serem as neoplasias
mais comuns atendidas no servi¢co, e por tanto, com maior numero de
amostras. Destes, selecionou-se 40 laminas e blocos de parafina,
representados por coagulo de aspirado de medula 6ssea (CAM); em oito
casos foram selecionadas as biopsias de medula Ossea (BMO),
correspondentes a oito coagulos de aspirado, cujo os fragmentos 6sseos

eram representativos da doenca, totalizando 48 amostras.

Grupo controle: Foram selecionados cinco casos clinicos oriundos

do Servico de Patologia do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu- UNESP, cujos laudos anatomopatolégicos apontavam os
diagnosticos de: “medula 6ssea normocelular para a idade e auséncia de
neoplasia”. Destes casos foram separados laminas e blocos de parafina,

correspondentes ao coagulo do aspirado de medula éssea e/ou biopsia de
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medula 6ssea, sendo que em um caso o fragmento ésseo correspondia ao

coagulo selecionado, totalizando seis amostras.

2. Critérios de Inclusao:

Foram selecionadas amostras de medula 6ssea fixadas e incluidas
em parafina, representativas das doengcas a serem estudadas.
Considerou-se amostra representativa quando o coagulo do aspirado de
medula 6ssea, continha trés espiculas grandes ou cinco pequenas e, no
fragmento de bidpsia de medula Ossea, mais de trés espacos
intertrabeculares.

Amostra deveria ser referente a primeira coleta para o diagnostico,

sem tratamento prévio.

3. Critérios de Excluséo:
Foram excluidas amostras pouco representativas, com artefatos de

processamento e/ou coleta.

4. Preparo prévio das amostras:

4.1. Coagulo de Medula Ossea

Os coagulos de aspirados de medula 6ssea foram recebidos em
formalina tamponada a 10%, no interior de recipiente com tampa,
identificado (nome completo, registro hospitalar, data de nascimento), em

volume igual ou maior que 10 vezes ao da amostra. Apoés fixacdo, de no
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minimo 6 horas, o coagulo era seccionado em finas fatias, transferidas
para um cassete identificado (nUmero da bidpsia), e processado em um
processador de tecidos (TP1020, Leica Instruments Gmbh, Germany),
onde era desidratado, com a passagem de variados alcoois absolutos,
seguido de banhos em xilol e impregnado em parafina, “overnigth”. Apos
esse periodo o fragmento foi retirado do cassete, incluido em parafina
liquida a 60°C, e seccionado em cortes de 4 micras. Estes foram corados
em Hematoxilina Eosina, coloracdo de Perls e impregnacao argéntica, de
acordo com protocolo de coloracdo do Laboratério de Histologia do
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Botucatu.

4.2. Bi6psia de Medula Ossea (fragmento 6sseo)

Os fragmentos 0sseos, oriundos do Servico de Hematologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, produto da
retirada de biopsia de crista iliaca postero-superior, realizada com agulha
de Jamishidit, foram recebidos em formalina tamponada a 10% em
recipiente identificado (nome completo, registro hospitalar, data de
nascimento), com tampa, em volume igual ou maior que 10 vezes o
volume da amostra, medindo cerca de 1,5 cm. Apés a fixacdo, de no
minimo 12 horas, a formalina tamponada foi desprezada e adicionado
descalcificador (EDTA acido acético 0,5%) pelo periodo de 8 horas. A

amostra foi lavada em 4&lcool absoluto por duas horas em seguida
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transferida para um cassete identificado (nome e nimero da amostra), e
processada em um processador de tecidos (TP1020, Leica Instruments
Gmbh, Germany), onde era desidratado, com a passagem de variados
alcoois absolutos, seguido de banhos no xilol e impregnado em parafina,
‘overnigth”. Apds esse periodo o fragmento era retirado do cassete,
incluido em parafina liquida a 60°C, e seccionado em cortes de 4 um.
Estes foram corados em Hematoxilina-Eosina, coloracdo de Perls e
impregnacao argéntica, de acordo com protocolo de coloracdo do
Laboratério de Histologia do Departamento de Patologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.
A escolha pelo método de descalcificagdo, com EDTA- acido
acético se justifica por ser um meétodo de reacdo lenta, com melhor
preservacado dos epitopos antigénicos, garantindo uma analise imuno-

histoquimica mais eficiente.

5. Construcao Tissue Microarray (TMA):

Foram selecionadas 40 laminas e blocos de parafina, contendo os
coagulos dos aspirados de medula 6ssea, assim distribuidos: 10 casos de
LLC, 10 casos de SMD e 10 casos de medula éssea reacional. Laminas e
blocos foram demarcados em areas especificas. Foi elaborado um mapa,
com a sequéncia dos numeros das bidpsias e localizacdo no bloco de
parafina receptor. Utilizou-se dois fragmentos de placenta como

indicadores do inicio e final da sequéncia mapeada. A confeccdo do TMA
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foi realizada no Laboratério de Pesquisa Toxican, pertencente ao
Departamento de Patologia, localizado na Unidade de Pesquisa
Experimental (UNIPEX), da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp.
Utilizou-se o equipamento manual Veridiam Semi Automated Tissue
Arrayer (VTA-100). A partir da retirada de um fragmento cilindrico, com 0,2
cm de diametro, do bloco de parafina doador organizou-se, no bloco
receptor, o arranjo de tecidos, compondo uma plataforma de fragmentos
com as 40 amostras representadas. Foram seccionados cortes com 3 um
de espessura, depositados em laminas silanizadas, uma delas coradas
em Hematoxilina-Eosina e as demais preparadas para o estudo imuno-

histoquimico.

6. Estudo Imuno-histoquimico:
Para o estudo imuno-histoquimico utilizou os anticorpos primarios

descritos na Tabela 01:

Tabela 1 — Descri¢@o dos anticorpos primarios utilizados no estudo.

Anticorpo Clone Diluicéo Empresa Método Localizacao
Primério

CD34 QBEnd- 1:100 Dako Dako Membrana
Classe I 10 Auto

Monoclonal stainer

CD31 m0823 1:100 Dako Dako Membrana
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Monoclonal Auto

stainer
CD117, «c¢- A4502 1:200 Dako Dako Membrana
Kit Auto elou
Policlonal stainer  Citoplasma
CD44 DF1485 1:100 Dako Dako Membrana
Monoclonal Auto elou

stainer  Citoplasma

O estudo imuno-histoquimico foi realizado em quatro laminas,
contendo seccles da plataforma de TMA, cinco laminas (casos controle)
com tecidos inteiros representados e em oito casos contendo fragmentos
0sseos de bidpsias de medula 6ssea. Os cortes foram seccionados na
espessura de 3um e depositados 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 solucao
salina tamponada (PBS) por 5 minutos, seguindo-se pelo bloqueio da
peroxidase enddgena com H202 a 3% por 10 minutos. A recuperacao
antigénica foi realizada através do sistema PTLINK da Dako, conforme
recomendacdo do fabricante, em pH &cido ou basico, de acordo com a

padronizacdo de cada anticorpo. A seguir as laminas foram retiradas do



36
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 e aplicado a solugdo de bloqueio de peroxidase por 5
minutos (Envision Flex peroxidase block) — tamp&o fosfato contendo
peroxido de hidrogénio, NaN3 e detergente. Posteriormente as laminas
foram incubadas com os anticorpos primarios por pelo menos 12 horas
durante o periodo noturno a temperatura de 4°C. ApGs 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 e camundongo. Para
identificacdo da reacédo utilizou-se a solucéo de trabalho (Envision Flex
Subtraste Working Solution — DAB mais solu¢cdo tamponada contendo
peroxido 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.

Utilizou-se o0 procedimento padrdo, abstraindo-se 0s anticorpos

primarios, para se realizar o controle negativo da reacao.

7. Leitura das Laminas:

A leitura das laminas foi realizada por uma hemopatologista
(MACD), do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu-Unesp, acompanhada da aluna desse estudo, autora deste

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

A leitura foi realizada em microscopio 6ptico, biocular (Nikon) de
dupla observacéo e através do analisador de imagem Scaner 3DHistotec.
Usou-se uma escala semi-quantitativa, com os critérios, assim definidos:

e Localizacdo das células marcadas pela reacdo de IMH: nicho 1
(subosteal); nicho 2 (peritrabecular); nicho 3 (peri-endotelial e
intertrabecular).

e Marcacao para o anticorpo primario estudado: para cada anticorpo
estudado, nas laminas de TMA, BMO (fragmento inteiro) e coagulo
de aspirado de medula 6ssea (fragmento inteiro) descreveu-se a
positividade da marcacao.

e Porcentagem das células marcadas pela reacdo de IMH: fez-se
uma analise semi-quantitativa, analisando-se a porcentagem de

células marcadas nos nichos descritos anteriormente.

7.2 Analise Morfoldgica:
Dos laudos anatomopatolégicos foram retiradas as informacodes

morfoldgicas listadas a baixo:

e Celularidade global; relacdo G:E; descricdo das séries eritroide,

granulocitica, megacariocitica e linfoplasmacitica; grau do
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arcabouco reticulinico (Grau 0-1V) ; andlise semi-quantitativa dos
depositos de hemossiderina (1+ a 6+); distribuicdo da celularidade
(peritrabecular, subcortical, intertarbecular); quantificacdo da
gordura estromal e espessura da trabécula 6ssea.
8. Obtencao de dados clinicos

As informacgBes clinicas (idade, sexo, sintomas constitucionais,
marcadores laboratoriais/ bioquimicos, tempo de evolugdo para
progressdo de doenca apds tratamento, lesdes de d&rgaos-alvo,
comorbidades associadas, estadiamento clinico, terapéutica indicada,
evolucéo clinica, sobrevida em cinco anos e 6bito) foram obtidas a partir

de reviséao dos prontuarios medicos e laudos anatomopatolégicos.

9. Desenho do Estudo
E um estudo do tipo transversal e retrospectivo, com grupo

controle.

10. Metodologia estatistica:

A analise estatistica, bem como a escolha pelos testes de
comparacao foram executadas respeitando os pressupostos determinados
pelos resultados, caracteristicas e comportamento das variaveis de
estudo. Foi realizado teste de proporcéo, a fim de comparar as marcacfes
obtidas pelo estudo IMH. Calculou-se as frequéncias e percentuais para

cada grupo. O programa utilizado para realizacdo dos testes foi 0 R.
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v.3.3.3.

11. Comité de Etica em Pesquisa
O presente estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa da

faculdade, e aprovado com o CAAE 66707517.3.0000.5411.
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Resultados

Dos 40 casos clinicos (correspondendo a 48 amostras) incluidas no
estudo, foram analisados dados clinicos e perfil epidemioldgico (Tabela 2).
Na leitura das amostras do TMA, observou-se que 21 cores descolaram:
10 do grupo de MM, 7 do grupo LLC e 4 do grupo SMD, resultando em 19
cores. A casuistica efetivamente estudada, com dados clinicos,
morfologicos e estudo IMH, foi: MM (n=0 no TMA e n=2 BMO), LLC (n=3
no TMA e n=2 BMO), SMD (n=6 no TMA e n=2 BMO), MOR (n=10 no
TMA e n=2 BMO) e mais um grupo controle com coagulos n=4 e BMO
com n=2. A Figura 1 apresenta a distribuicdo das amostras iniciais e as
amostras finais analisadas. Na Tabela 2 observa-se o perfil
epidemiologico, dados clinicos e morfologia da MO dos pacientes, cujos
coagulos de aspirado de medula éssea estavam contidos inicialmente no
TMA. A Tabela 3 demonstra os mesmos dados relativos ao n final (ny)
contido no TMA somados aos resultados dos pacientes, cuja analise foi

realizada nas BMO.



Figura 2 — Distribuicdo dos grupos.
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40 Coagulos
> " para TMA (10 de
4 Codgulos 2BMO cada grupo)
%k %k
8 BMO 21 amostras
perdidas no
processamento
2 MOR 2 SMD 2 LLC 2 MM do TMA
N¢= 19 amostras
de Codagulo no
TMA
10 MOR 6 SMD 3LLC

* Uma amostra de biépsia de medula 6ssea corresponde a um coagulo.

** Duas amostras de biopsia de medula éssea, correspondem a dois coagulos do

TMA (tanto no grupo SMD, quanto no grupo MOR)
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Tabela 2 — Perfil epidemioldgico, clinico-evolutivo e morfoloégico dos pacientes

com medula éssea neoplasica, reacional e controle (N;).

Grupos estudados

MM LLC SMD MOR  Controle
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=5)
n N n n n
Dados epidemiol6gicos
Sexo feminino 5/10 2/10 2/10 4/10 2/5
Sexo masculino 5/10 8/10 8/10 6/10 3/5
Idade acima de 60 anos 7/10 8/10 8/10 5/10 3/5

Padrdo morfoldgico

Celularidade global
Aumentada para a idade 5/10 8/10 9/10 9/10 0/5
Normal para a idade 3/10 0/10 0/10 0/10 5/5
Diminuida para a idade 2/10 1/10 0/10 1/10 0/5

Tratamento e progndéstico

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

Transplante de medula 0/10 0/5
1/10 0/10 0/10

0ssea
Obito 8/10 5/10 7/10 1/10 2/5
Remissdo com recidiva 0/10 0/10 0/10 0/10 0/5

No grupo controle, ha trés pacientes que fizeram tratamento com
guimioterapia, pois esses pacientes foram diagnosticados com LNH,
porém sem infiltragcdo neoplasica ha MO (por isso, puderam ser incluidos
no estudo). Existem também, dois pacientes que foram a 6bito, sendo um
deles, um dos pacientes com LNH, e o outro foi a 6bito devido um cancer
de pulméo nao tratado.

Para o grupo controle, selecionamos 5 pacientes para serem
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estudados, que resultaram em 6 amostras dividas em 4 amostras para
coagulo e 2 amostras para BMO. Um das amostras de coagulo nédo
continha material suficiente para a andlise, por isso foi descartada. Uma

das amostras de BMO corresponde a um coagulo.

Tabela 3 — Perfil epidemiolégico, clinico-evolutivo e morfoldgico dos pacientes

com medula 6éssea neoplasica, reacional e controle (Ny) dos casos de TMA.

Grupos estudados TMA

LLC SMD MOR Controle
(n=3) (n=6) (n=10) (n=4)
n n n n
Dados epidemioldgicos
Sexo feminino 1/3 1/6 4/10 1/4
Sexo masculino 2/3 5/6 6/10 3/4
Idade acima de 60 anos 3/3 5/6 5/10 3/4
Padrdo morfoldgico
Celularidade global
Aumentada para a idade 1/3 6/6 9/10 0/4
Normal para a idade 0/3 0/6 0/10 5/4
Diminuida para a idade 2/3 0/6 1/10 0/4
Tratamento e progndéstico
Quimioterapia/Radioterapia 2/3 5/6 0/10 3/4
Transplante de medula 0/10 0/4
] 0/3 0/6
0ssea
Obito 2/3 416 1/10  2/4
Remissdo com recidiva 1/3 0/6 0/10 0/4

Como dito, a Tabela 2 representa o perfil epidemiolégico, clinico-

evolutivo e morfoloégico do n inicial; a tabela 3 demonstra os mesmos
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dados, mas do n final; e na tabela 5, estdo descritos os mesmos dados,
porém apenas nos casos de BMO.

O perfil epidemiologico dos pacientes enquadrados em todos o0s
grupos foi caracterizado com base na idade e no sexo. Para o grupo
controle, dos cinco pacientes, dois sdo do sexo feminino e trés do sexo
masculino, e também, trés deles tem idade superior a 60 anos. Para o
grupo com LLC, tinha-se um total de trés pacientes, sendo eles dois
homens e uma mulher, e os trés com mais de 60 anos. Para o grupo com
MM, foram incluidos apenas dois pacientes, sendo um do sexo feminino,
um do sexo masculino, e ambos com idade superior a 60 anos. Para o
grupo com SMD, com um total de seis pacientes, eram cinco do sexo
masculino e um do sexo feminino, e cinco deles tinham idade superior a
60 anos. O grupo de MOR foi o Unico com os dez pacientes iniciais,
destes, eram seis do sexo masculino e quatro do sexo feminino, e sete
deles com idade superior a 60 anos.

O perfil clinico-evolutivo incluiu os seguintes itens: sinais e
sintomas, comorbidades neoplasicas e ndo neoplasicas associadas e

tempo de sobrevida, descritos na tabela 4.



Tabela 4 — Perfil clinico-evolutivo dos grupos estudados
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Perfil clinico-evolutivo

o . Comorbidades Comorbidades Tempo_de
Sinais e sintomas neoplasicas n&o neoplasicas sobrevida
P P (média)
Grupo Linfocitose, Cirrose hepatica,
com adenomegalia e AVC e calculo 17,5 meses
LLC hepatoesplenomegalia renal
Grupo Insuficiéncia renal Neoplasia de Insuficiéncia renal
com aguda e fratura b%xi a e AVC 1,5 meses
MM patolégica/dor 6ssea 9
Grupo Neutropenia, DPOC, cardiopatia
com plaguetopenia e sindrome 31,75 meses
SMD fraqueza convulsiva
Nauseas e vomitos, aAc?eenrzsfc}i a
febre de origem LUpus eritomatoso pac .
Grupo : : PN oObito, 4 dias
indeterminada, A sistémico, choque .
com sintomas B Cancer de mama séptico, anemia apos o
MOR - o ptico, diagnostico,
bicitopenias e auto-imune devido

linfonodos palpaveis

tromboembolia
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Tabela 5 - Perfil epidemiolégico, clinico-evolutivo e morfolégico dos pacientes

com medula éssea neoplésica, reacional e controle (Ny) dos casos de BMO.

Grupos estudados - BMO

MM LLC SMD MOR Controle
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)

n N n n n
Dados epidemiol6gicos
Sexo feminino 1/2 0/2 0/2 1/2 1/2
Sexo masculino 1/2 2/2 212 1/2 1/2
Idade acima de 60 anos 2/2 1/2 212 1/2 1/2
Padrdo morfoldgico
Celularidade global
Aumentada para a idade 1/2 212 212 2/2 0/2
Normal para a idade 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2
Diminuida para a idade 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Tratamento e progndéstico
Quimioterapia/Radioterapia 1/2 1/2 1/2 0/2 1/2
Transplante de medula 0/2 0/2
] 0/2 0/2 0/2
0ssea
Obito 212 212 212 0/2 0/2

Remissdo com recidiva 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
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Tabela 6 - Resultados do estudo imuno-histoquimico no grupo controle (BMO e
Coagulo).

Grupo controle — Co4gulo (n=4)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1% - 5% ?00/%/0 >11% Total 1 2 3 2e3
CD44 1 3 0 0 4 0 4 0 0
CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD31 0 3 0 0 3 0 1 0 2
CD117 0 1 0 0 1 0 0 0 1
Grupo controle — BMO (n=2)
Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1% - 5% 615?3/0 >11% Total 1 2 3 2e3
CD44 0 1 0 0 1 0 0 0 1
CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD31 0 2 0 0 2 0 0 1 1
CD117 0 1 0 0 1 0 0 0 1

Os resultados observados no grupo controle foram: marcacéo
positiva para o CD44, com a porcentagem variando entre 1% e 2%,
presentes no nicho 2; o CD34 foi negativo no grupo controle; CD31, se
mostrou positivo em trés das quatro amostras, principalmente no nicho 2;
CD117, foi positivo em uma amostra, com marcacao localizada nos nichos

2e3.
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Tabela 7 — Resultados do estudo imuno-histoquimico no grupo com LLC

(BMO e Coagulo TMA).

CD34

CD117

CD34

CD117

Grupo com LLC — Coagulo/TMA (n=3)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2e
CD44 0 1 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD31 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0

Grupo com LLC — BMO (n=2)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2e
CD44 0 0 1 0 1 0 0 0 1
0 1 0 0 1 0 0 0 1
CD31 0 2 0 0 2 0 1 0 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0

No grupo estudado com LLC, duas amostras apresentaram células
positivas para CD44 (uma amostra de coagulo no TMA e uma BMO), as
células estavam dispostas principalmente no nicho 2 e 3. Salienta-se que
0 paciente, cuja amostra corresponde ao coagulo do TMA, apresentou
baixa sobrevida (seis meses ap0s o diagnostico) e apresentava CD44
positivo, em 4% das células dos nichos 2 e 3, e a marcacao para reticulina
desse paciente foi de grau Il difuso e grau Il nos agregados (Figura 3).
Nas amostras de coagulo de medula 6ssea, os demais marcadores foram
negativos. Interessante observar que em duas amostras de BMO,
observou-se positividade para CD31 principalmente no nicho 2, e uma
amostra positiva para o CD34 nos nichos 2 e 3 (onde no controle essa
marcacéo foi negativa) , no entanto o CD117 foi negativo. As amostras de
BMO néo correspondiam aos mesmos pacientes das amostras de

coagulos no TMA.
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H C) CD44+

Figura 3 — A) LLC, infiltracdo de medula éssea, padrdo nodular.HE, 40X. B)

- - -~
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Arcabouco reticulinico aumentado (Grau |l Difuso). Impregnagdo Argéntica, 40X. C)
Imunomarcacédo para CD44 positiva no nicho 2. IMH, 60X.

Tabela 8 — Resultados do estudo imuno-histoquimico no grupo com MM (BMO).

Grupo com MM — BMO (n=2)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 e
CD44 0 0 0 2 2 0 0 1 1
CD34 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD31 0 2 0 0 2 0 0 0 2
CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0

As amostras, com infiltracdo por MM, foram as que mais
descolaram durante a reacédo de IMH, reduzindo drasticamente o numero
de amostras avaliadas. No TMA, 100% dos cores, representativos da
doenca, foram perdidos. Duas BMO se mantiveram intactas e puderam
fornecer informacfes. Nesse grupo, as marcacdes para CD34 e CD117,
foram todas negativas, mantendo-se iguais ao controle. Na analise do
CD44, observou-se marcacdo, em 30%-40% de células localizadas
principalmente no nicho 3, sugerindo que essas células migrem de
microambiente por conta da doenca (Figura 4). Os dois pacientes, foram a

Obito em um tempo médio de 1 més e meio apos o diagnostico.
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Figura 4 — A) Mieloma Mdiltiplo, infiltragdo difusa na medula éssea. HE, 40X. B) MM com
CD44 positivo, cerca de 20% das células dos nichos 2 e 3. IMH, 40X. C) Grupo controle, marcagao
para CD44, em 5% das células, nichos 2 e 3. IMH, 40X.

Tabela 9 — Resultado do estudo imuno-histoquimico no grupo com SMD (BMO e
Coagulo/TMA).

CD34

CD117

CD34

CD117

Grupo com SMD — Coagulo/TMA (n=6)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 e
CD44 0 3 1 1 5 0 0 0 5
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD31 0 2 0 0 2 0 0 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0

Grupo com SMD — BMO (n=2)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 e
CD44 0 0 1 1 2 0 0 1 1
0 0 0 1 1 0 0 0 1
CD31 0 0 0 2 2 0 0 0 2
1 0 0 0 1 0 1 0 0

A andlise das amostras de medulas 6sseas acometidas por SMD
foram restringidas a seis coagulos e duas BMO. A imunomarcacao para
CD34, CD31, CD117 foram semelhantes ao grupo controle, somente o
CD44 teve uma marcacao expressiva no coagulo/TMA e BMO, de 10%-
50% em células presentes no nicho 3, sendo uma marcacao aberrante e
novamente no nicho diferente ao habitual. A presenca desses
marcadores, principalmente no nicho 3, sugere um pior progndéstico
desses pacientes, ja que dos cinco que obtiveram marcacao positiva, trés
deles foram a 6bito em um tempo médio de dois anos, até o momento da
coleta de dados. Nesse grupo, as amostras de BMO correspondiam a

amostras de coagulo/TMA, concordando as marcacgdes.
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Tabela 10 — Resultado do estudo imuno-histoquimico no grupo com MOR (BMO
e Coagulo/TMA).

Grupo com MOR — Coagulo/TMA (n=10)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% -10% >11% Total 1 2 3 2e
CD44 1 2 3 2 7 0 2 0 5
CD34 2 2 0 0 4 0 4 0 0
CD31 0 3 2 1 6 0 2 2 2
CD117 0 1 0 0 1 0 0 1 0

Grupo com MOR - BMO (n=2)

Amostras com marcagao positiva Nicho
<1% 1%-5% 6% - 10% >11% Total 1 2 3 2e
CD44 0 0 1 1 2 0 0 0 2
CD34 0 1 0 0 1 0 0 0 1
CD31 0 2 0 0 2 0 1 0 1
CD117 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Na analise do grupo de MO reacional, observou-se que néo houve
perdas de amostras no processamento, Esse grupo foi o que mais se
assemelhou ao perfil IMH e de nichos correspondentes do grupo controle,
com um diferencial para o CD34, onde todos foram negativos no controle,
e no grupo de reacional, houve quatro marcacdes positivas para esse

marcador, no nicho 2.

N&o houve diferenca significativa nos resultados obtidos, devido a
reducdo da amostra durante o processamento. Optou-se por uma analise
descritiva, na tentativa de encontrar relevancia clinica e na patogenia das

doencas estudadas.
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Tabela 11 — Analise estatistica, com os valores de p, nos diferentes grupos de
doencas estudadas e a positividade dos marcadores IMH.

CDh44

CD34

CD31

CD117

Controle LLC p MM p SMD p MOR p
6/10 7/10 0,493

5/5 pos 00S 0,302 6/6 pos - 8/9 pos 1,0 00S 6
6/8 0,670 6/10 0,302

5/5 neg neg 5 5/6 neg 1,0 8/8 neg - neg 0
1/5 0,205 0,172 6/10 0,846

4/5 pos 00S 9 2/3 pos 1,0 2/7 pos 7 00s 5
0/6 0,353 0,210 1/10 0,493

2/5 pos pos 6 2/7 pos 1,0 0/9 pos 4 pos 6
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Discussao

Hematopoese € o processo onde todas as células sanguineas sao
maturadas, produzindo eritrécitos, granulécitos, mondcitos, linfocitos e
plaquetas, e tal processo depende de células tronco hematopoéticas
(CTH), que séo células multipotentes e com poder de diferenciacdo e
autorrenovacdo . A diferenciacio de CTH necessita de suas
capacidades de autorrenovacdo e quiescéncia para que o fornecimento
ideal de células sanguineas ao longo da vida, seja mentido ®. Algumas
aberracdes que desregulem esse fornecimento, pode dar origem a falha
da MO ou disturbios hematolégicos, como por exemplo, uma altera¢cdo no
microambiente (nicho) causado pela deficiéncia do receptor do acido
retindico, pode induzir uma sindrome mielodisplasica (SMD); ou a delecéo
da proteina do retinoblastoma em células mieldides e no compartimento
estromal, simultaneamente, pode acarretar em doencas
mieloproliferativas; ou também, a delecdio de DICER1 em
osteoprogenitores, com excecao de oteoblastos maduros, pode promover
uma SMD ou leucemia mieldide aguda (LMA). Isso indica que alteracdes
em populacBes especificas de células estromais, ou nichos especificos,

podem resultar em uma malignidade hematopoética & 2,

Durante o desenvolvimento e maturacdo das células
hematopoéticas, as CTH migram para microambientes especificos, sendo

controlada por fatores intrinsecos e extrinsecos. O CD44, € uma molécula
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de adesao que age extrinsecamente nessa migracdo das CTH, sendo

muito importante na regulacdo dessas células na MO adulta ¥,

Cao e colaboradores (2016) descrevem o CD44 como uma
molécula de adesédo codificada por um gene, com mais de 20 isoformas

@) A isoforma

produzidas por processamento alternativo de mRNA
abundantemente expressa na maioria das células de mamiferos, € o
CD44 padrédo (CD44s), que esta envolvido no homing e apresentacdo de
células estaminais adultas, e também na captacdo e degradacdo de
hialuronano (HA), angiogénese e cicatrizacao de feridas. Ja as isoformas
variantes do CD44 (CD44v), estao diretamente ligadas na regulacdo de
neoplasias e estdo envolvidas também, em metastases e agresséo

tumoral ¥,

A LLC é uma doenca maligna incuravel dos linfécitos B maduros,
gue é caracterizada por um acumulo desses linfocitos no sangue
periférico, na MO e nos ganglios linfaticos, e a fisiopatologia dessa doenca
esta diretamente ligada ao comportamento do microambiente tumoral >
%9 Os linfécitos saudaveis em repouso, expressam CD44s, onde as
isoformas alternativas ou variantes, s6 sdo induzidas por uma ativacéo
celular ®®. J& os linfocitos neoplasicos da LLC, em repouso expressam
niveis baixos de CD44v, mas quando ha uma estimulacdo com CD40L,

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

segundo os autores do estudo, Girbl et. al, esse fato altera a afinidade de
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ligagdo do CD44 e seu principal ligante HA, resultando em uma
capacidade adesiva maior dos linfocitos neoplasicos com células

estromais ©®.

J& um estudo mais recente (2018) do mesmo grupo, propds que a
variante CD44v6 de MAP quinase regulada por NF-kB em células B
neoplasicas com alta afinidade para HA, ao invés da isoforma padrdo com

baixa afinidade para HA, promove a progresséo da LLC #®,

Um outro estudo realizado por Kriston e colaboradores (2018),
discute que outra molécula de adeséo, CD49d e CXCR4 sao principais
determinantes das interacdes entre as ceélulas neoplasicas da LLC e o
microambiente tumoral, e nesse estudo, o grupo buscou investigar os
efeitos da expressdo do CD49d e CXCR4 na sobrevida dessas células
neoplasicas/leucémicas. Para isso, o grupo cultivou as células leucémicas
com CD49d, VCAM-1, ou células estromais da MO, analisando apés, a
apoptose e imunofenoétipo das células. Como resultados, viram que o
tratamento com VCAM-1 ndo induziu uma protecdo contra a apoptose ou
alteracdo de imunofendtipo das células leucémicas que expressavam
CD49d; e que a protecdo da apoptose induzida por células estromais da
MO foi independente da expressdo de CD49d pelas células leucémicas,
por isso, 0 grupo sugere que o CD49d contribua para aumentar a
sobrevida das células neoplasicas da LLC, medindo a migracdo para um

microambiente protetor, e ndo por uma protecao direta & apoptose ©".
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Por essas evidéncias ja descobertas, sabe-se que as células
leucémicas da LLC infiltram os 6rgdos linfoides primérios e secundarios,
podendo resultar em linfadenopatias, esplenomegalia e hipercelularidade
na MO, e autores acreditam que essa infiltragdo se caracteriza por um
processo ativo que contribui para a manutencgéo e progressao da doenca,
onde o homing e invasdo das células neoplasicas nas estruturas linfoides

modifiquem a fisiologia normal desses tecidos ©®.

Tal infiltracdo de células leucémicas da MO, pode resultar em
superpopulacdo e producdo de fatores que modificam ou prejudicam o
microambiente hematopotico normal, como por exemplo, o CXCL12 que é
a principal quimiocina responsavel pela manutencdo de células
hematopoéticas na MO, e na LLC, as células leucémicas expressam
niveis elevados de CXCR4, que € o receptor do CXCL12, permitindo
assim, que as células leucémicas migrem e sobrevivam na MO. Esse fato,
também pode afetar a producdo de granuldcitos, megacariécitos e
eritrocitos na MO, pois as CTH CD34+ normais precisam competir com as
células leucémicas por CXCL12, e como consequéncia, 0 paciente com

LLC pode ter um niimero reduzido de células CD34+ ®,

Nos resultados que encontramos, houveram 3 pacientes no grupo
de LLC, destes, um obteve uma marcacéao positiva para CD44, superior a
marcacdo do controle, e presente também no nicho 3, além do nicho 2,

mas além desses dados encontrados e ja discutidos, a coloracao para
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arcabouco reticulinico foi de grau Il difuso e grau lll nos agregados. Esse
paciente foi a Obito apenas 6 meses apés o diagnostico
anatomopatoldgico. Lembrando que a impregnacao argéntica evidencia o
colageno lll da matriz que constitui a medula 6ssea, pode-se aventar a
hiptese que na LLC, em alguns pacientes, a CTH passa a expressar o
CD44, evidenciando uma ativagédo de sua diferenciacao, induzindo uma
matriz rica em colageno lll, que facilitaria a migragédo das células tumorais
para outros 6rgéos, além da disseminacdo dentro do microambiente da
medula 6ssea. Um estudo feito por um grupo Israelita (2013), analisou o
impacto prognostico da fibrose reticulina na MO de pacientes com LLC
nao tratada. Para isso, o grupo analisou o banco de dados local durante
1982 a 2012, e classificaram as biopsias de MO para fibrose de reticulina
usando um padrdo de scores, com base no consenso europeu contendo 4
notas (0-3). Nesse estudo, os graus 2-3 foi considerado fibrose avancada
de reticulina, e estava associado com trombocitopenia, anemia e elevada
microglobulina, sugerindo, portanto, uma correlacdo significativa entre a
baixa sobrevida e o grau de fibrose da reticulina na MO ©9. Agora,
precisamos entender a correlacdo biolégica entre a producédo do colageno
Il e o aumento do nimero de células CD44 na LLC, que ocupam tanto o

nicho peritrabecular como intertrabecular.

O Mieloma Mudltiplo (MM) trata-se de uma das neoplasias
malignas mais comuns entre os canceres hematolégicos, representando

13% dessas doencas, acometendo principalmente idosos, homens e



60

negros 517

. Tal malignidade se caracteriza por uma proliferagcédo de
plasmdcitos neoplédsicos, que produzem proteinas M em excesso,
causando insuficiéncia renal, anemia e fraturas 6sseas, onde o paciente
pode ter uma sobrevida que varia de alguns meses até mais de 10 anos
pds-diagndstico 839,

Segundo Guo e colaboradores (2015), no momento do diagnéstico
do MM, quatro marcadores podem estar diretamente relacionados com o
prognostico, sendo eles CD44, CD45, CD28 e CD117. Sobre o CD117 (C-
kit), sabe-se que se trata de um receptor importantissimo do fator de
crescimento hematopoético, sendo ausente em células plasmaticas, mas
presente em 22% dos paciente com MM ©%, porém, no nosso estudo, os
dois pacientes incluidos no grupo de MM obtiveram uma marcacao
negativa para esse marcador, e segundo 0s mesmos autores, pacientes
com MM sem expressdo do CD117, apresentam mais aberracdes

genéticas, como por exemplo +1q21, del (17p) e translocagéo de IgH ©?.

Para o marcador CD44 no grupo de MM, os dois pacientes
obtiveram uma marcacao positiva em uma porcentagem bem mais alta do
gue no grupo controle (30 e 40%), e os dois pacientes foram a Obito em
uma meédia de 1,5 més apdés o diagnédstico, e além disso, 0s nichos
também eram diferentes do grupo controle, estando presentes
principalmente no nicho 3. Segundo o mesmo trabalho de Guo e
colaboradores (2015), o CD44 se trata de um biomarcador que esta

relacionado com resultados ruins em tumores soélidos de coléon e também
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em neoplasia hematolégicas como o MM e Linfoma ndo-Hodgkin (LNH), e
no estudo citado, o grupo descobriu que a expressao de CD44 estava

relacionada a um prognéstico adverso e uma sobrevida mais curta ©°.

A Sindrome Mielodisplasica (SMD), € doenca caracterizada por um
conjunto  heterogéneo de neoplasias mieldides ou distdrbios
hematopoéticos clonais que resultam em uma hematopoese ineficaz,
citopenias periféricas e um risco de evolugdo para Leucemia Mieldide
Aguda (LMA) 132 Sobre a SMD, um grupo de estudos de Nova lorque,
identificou em seus pacientes uma estagios de diferenciacdo especificos
de hematopoese displasica, onde os niveis de CD44 e outros marcadores
eram aberrantes ©?, 0 que corrobora em partes com nossos achados, pois
um paciente obteve marcacao de 30% para esse marcador, e outro 10%,

nos nichos 2 e 3.

No grupo de MO Reacional, a maioria dos sintomas dos pacientes,
era febre indeterminada, porém uma das pacientes tem Lupus
Eritomatoso Sistémico (LES) em tratamento, e suas marcacdes foram 7%
nos nichos 2 e 3 para CD44, menos de 1% no nicho 2 para o CD34, 2%
no nicho 2 para CD31 e negativo para CD117. Como o LES e uma doenca
gue se da devido a anormalidades nas CTH, um grupo chinés obijetivou
estudar as caracteristicas fenotipicas das células CD34+ da MO de
pacientes com LES e a sua relacdo com a atividade da doenca. Atravées

de citometria de fluxo, o grupo pdde observar que nos pacientes com
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doenca ativa, a porcentagem de células CD34+ foi significativamente
menor do que o controle, e que nos pacientes com a doenca inativa, nao
houve diferenca, o que indica que realmente existam anormalidades nas

CTH no LES ©2,

Para a realizagdo do estudo imunohistoquimico, nosso grupo
precisou realizar uma técnica histolégica conhecida como Tissue
Microarray (TMA), porém, durante a realizagdo do procedimento, 21 cores
foram perdidos, representando 52,5% da amostra. Em um estudo
realizado por um grupo Alemao, o objetivo foi validar o uso de TMA em
biépsias de MO de pacientes com neoplasias mieloproliferativas, onde os
resultados foram tecnicamente positivos, com uma perda de 10% das
amostras, o que conclui que a realizacdo do TMA em bidpsias de MO de

doencas mieloproliferativas é confiavel ©%.
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Conclusao

A partir dos resultados observados, conclui-se que de todos os
marcadores estudados, o CD44 é o que tem maior importancia e impacto
no funcionamento das CTH de pacientes com alguma neoplasia
hematoldgica, e isso pode ser muito importante para facilitar o diagndstico
dessas doencas e fortalecer a linha de estudo em farmacos inibidores

dessa molécula de adesao.

Além disso, no grupo controle, esse marcador estava presente
somente no nicho 2, e nos grupos doentes observou-se que essas células
também estavam presentes no nicho 3 sugerindo uma ativacao e
migracdo dessas células para outro nicho, o que segundo estudos
discutidos, esta relacionado a manutencdo do microambiente tumoral e

desenvolvimento da doenca.

Algumas limitacbes do estudo precisam ser consideradas: 1)
primeiro a opcao em realizar o TMA, pois ndo seria possivel a realizacéo
da imunohistoquimica lamina a lamina; 2) segundo que o tamanho da
amostra inicial ja era pequeno em relacdo a quantia de casos de
neoplasias hematoldgicas existentes, e apos a realizacdo do TMA esse

tamanho de amostra foi reduzido ainda mais.

Vale ressaltar, que por conta das amostras perdidas, novos estudos
com grupos amostrais maiores e técnicas mais avancadas sao

importantes para validacdo desses resultados.
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