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A hematopoese é um sistema altamente organizado responsavel pela
producdo das células sanguineas. O controle da proliferacéo,
diferenciacdo e maturacao destas células é feito através de uma complexa
interacdo molecular das células com o microambiente da medula 6ssea.
Este microambiente complexo produz glicoproteinas sollveis
genericamente chamadas de citocinas, que controlam a mitose e a
diferenciagdo das células hematopoéticas.

Nos processos neoplasicos, especialmente nos malignos, ocorrem alteracoes
moleculares induzindo nas células um novo comportamento biolégico
podendo, inclusive, alterar seus mecanismos de ades&o. A interacdo de
células leucémicas com moléculas da matriz extracelular da medula
Ossea, pode ser um dos mecanismos utilizados por essas células para
chegar ao sangue periférico. Particularmente, precursores celulares,
matriz extracelular e intera¢es com células endoteliais determinam a
manutencéo ou liberacéo das células hematopoéticas do microambiente
da medula dssea para o sangue periférico. Assim, mudancas na afinidade
ou na quantidade de moléculas de adeséo pelas células do estroma ou
pelos precursores das células sanguineas, afetardo a adesdo celular.
Varios trabalhos tém sido realizados na tentativa de se entender melhor
a interacdo existente entre 0s precursores hematopoéticos e o
microambiente indutivo formado pelo estroma medular.
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Introducéo

termos quantitativos a hematopoese apresgnta
uma producéo celular alta, em torno de 10 de

A hematopoese é um sistema altamente
organizado responsavel pela producdo das
células sanguineas. O controle da proliferacao,
diferenciacdo e maturacdo destas células é feito
através de uma complexa interagdo molecular
das células com o microambiente da medula
6ssea (1). Em individuos adultos, a hematopoese
se compartimentaliza na medula 6ssea de 0ssos
chatos gerando eritrocitos e leucocitos. Em

células sanguineas/dia/Kg, em adultos. Esta
producdo é rigidamente controlada por um
microambiente indutivo na medula 6éssea
composto por células e por proteinas de matriz
extracelular que formam o estroma medular (2).

A medula 6ssea contém um estroma
complexo, consistindo de uma rede de tecido
conjuntivo e uma variedade de tipos celulares,
incluindo fibroblastos, macréfagos, adipécitos-
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like, células musculares lisas, células reticulares
e endoteliais. Os adip6citos medulares
aparentemente possuem a funcdo mecénica de
controlar o volume hematopoético, que por
sua vez controla o aumento de inclusdes
gordurosas na medula, uma vez que a
aceleracdo da hematopoese esta associada com
a perda de vacuolos de gordura aumentando
0S espacos para o crescimento das células
hematopoéticas (3).

Macréfagos e osteoclastos derivam-se de
células precursoras hematopoéticas,
possuindo também importancia no
microambiente hematopoético. Os macrofagos
sdo importantes na fagocitose dos elementos
da eritropoese inefetiva, na remog¢do do
nucleo liberado pelos eritroblastos, pelo
fornecimento de ferro para os eritroblastos e
talvez possam produzir in situ fatores de
crescimento e, ou citocinas regulatérias (4).
Todas estas células secretam e sdo envolvidas
por uma complexa matriz extracelular
contendo fibronectina, laminina, colageno
tipos Il e 1V, glicosaminoglicanos como o
heparan sulfato e condroitin sulfato, acido
hialurdnico, e uma variedade de outras moléculas
(5). Este microambiente complexo produz
glicoproteinas soluveis genericamente chamadas
de citocinas, que controlam a mitose e a
diferenciacdo das células hematopoéticas (6).

Em individuos normais todo o programa
de proliferacdo e diferenciacdo das células
hematopoéticas é estritamente controlado pelo
microambiente indutivo (7). Ja foi demonstrado
que a proliferagdo de células neopléasicas é
dependente da producéo autdcrina de citocinas
(8, 9) e da interagdo com componentes da matriz
extracelular (MEC) (10, 11).

Nos processos neoplasicos, especialmente
nos malignos, ocorrem alteragbes moleculares
induzindo as células a um novo comportamento
biolégico podendo, inclusive, alterar seus
mecanismos de adesdo. A hip6tese de que as
moléculas de adesdo possuam papel importante
na regulacdo da hematopoese normal é sugerida
pelo aumento do numero destas moléculas
presentes na matriz extracelular e na superficie
das células progenitoras, além de seus diferentes
padrBes de expressdo durante os estagios de
diferenciacdo das linhagens celulares.
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Particularmente, precursores celulares,
matriz extracelular e interac6es com células
endoteliais determinam a manutencdo ou
liberacdo das células hematopoéticas do
microambiente da medula 6ssea para o
sangue periférico. Consequentemente,
mudang¢as na afinidade ou quantidade de
moléculas de adesdo expressas no estroma
da medula 6ssea ou nos precursores das
células do sangue durante o desenvolvimento
normal ou durante um processo neoplasico,
afetardo a adesdo celular. Assim, as moléculas
de adesdo podem ser um dos moduladores
gue alteram o comportamento bioldgico das
células hematopoéticas normais ou
leucémicas, primeiramente em termos de
migracdo e adesdo, muito embora participem
também de muitas outras funcdes celulares
como citotoxicidade e apresentagcdo de
antigenos (12).

A alteracdo nos processos de regulacéo
da hematopoese no aspecto celular pode ser
vista de uma maneira sintética como sendo a
manifestacdo de alteragbes no controle dos
trés tipos de respostas: proliferacdo,
diferenciacdo e maturacdo. As leucemias sdo
neoplasias malignas, de natureza clonal, das
células primordiais hematopoéticas,
caracterizadas pela substituicdo difusa da
medula 6ssea por células neoplésicas. As
células leucémicas, na maioria das vezes,
podem chegar ao sangue periférico e ainda
infiltrar no figado, linfonodos e outros tecidos
do corpo (13).

Leucemias e Estroma Medular

As leucemias sdo classificadas de acordo
com o tipo celular envolvido e o grau de
maturacao das células. As leucemias agudas (LA)
caracterizam-se pela proliferacdo clonal
acompanhada de bloqueio maturativo
(anaplasia) variavel, o que possibilita a existéncia
de diferentes subtipos de leucemias. Ja nas
leucemias crénicas (LC), a proliferacido clonal
nao esta associada inicialmente a um bloqueio
maturativo. Assim, a populagdo celular
diferencia-se e amadurece, embora haja graus
variaveis de displasia, o0 que compromete
funcionalmente a populacéo celular afetada.
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A leucemia mielocitica crénica (LMC) é
uma neoplasia maligna clonal que afeta a célula
primitiva. Altera¢cdes na adesdo destas células
a matriz extracelular da medula 6ssea tém sido
propostas como uma das causas que
justificariam a presenca de células blasticas
leucémicas no sangue periférico. Contudo,
pesquisas laboratoriais demonstraram que a
expressao de uma proteina quimérica BCR/ABL
por células transfectadas, podem sob certas
condicdes, aumentar a adesdo a fibronectina
via aumento da expressdo de integrinas (14).
Cacciola et al. (1997) (15) estudando as
integrinas da subfamilia B1 na adesdo célula-
célula e célula-matriz extracelular,
demonstraram gque mudangas na expressao
desta molécula ou de sua funcao sinalizadora,
refletem em distirbios no microambiente da
medula 6ssea. Assim, as moléculas de adesdo
parecem ter um papel importante na regulacao
da hematopoese normal.

A hematopoese anormal na LMC relaciona-
se, pelo menos em parte, as alteracbes das
proprias células hematopoéticas, levando a
interagbes anormais entre elas e o estroma
medular (16). Células progenitoras
consideradas normais aderem com intensidade
ao estroma medular e permanecem
normalmente quiescentes quando em contato
com este estroma (17, 18). Por outro lado, as
células progenitoras da LMC apresentam
reduzida adesdo ao estroma formado por
células normais (19, 20) e continuam
proliferando mesmo quando em contato com
este estroma (21). Isto pode acontecer, em
parte, devido as fung¢bes anormais dos
receptores de adesdo presentes nestes
progenitores na LMC (20, 22).

Os macroéfagos teciduais sdo derivados
dos mondécitos originados dos progenitores
hematopoéticos presentes na medula éssea.
Os mondcitos de pacientes com LMC derivam
do clone maligno BCR/ABL positivo; assim
uma proporc¢ao destes macrofagos do estroma,
na LMC, pode ser de origem maligna (16).
Esses autores formulam a hipb6tese que
macrofagos derivados do clone BCR/ABL
positivo apresentavam anormalidades em suas
funcdes no estroma da medula 6ssea, uma
vez que, o estroma medular na LMC
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apresentava uma capacidade reduzida em
suportar o crescimento de células progenitoras
normais. Células de origem maligna,
identificadas como macr6fagos do estroma
medular, estavam presentes em pacientes com
LMC e pareceram ser as responsaveis pelas
funcdes anormais deste estroma. Por outro
lado, o crescimento das células progenitoras
obtidas da medula éssea de pacientes com
LMC quando em contato com o estroma
também obtido de medula 6ssea de pacientes
com LMC, néo foi impedido de proliferar.
Estes resultados sugerem que anormalidades
nas fungdes do microambiente medular
podem contribuir para a expansao seletiva dos
progenitores hematopoéticos malignos nos
pacientes com LMC (16).

Ensaios in vitro realizados com células
obtidas da medula 6ssea de pacientes com LMA,
cultivadas sem fatores de crescimento, entraram
rapidamente em apoptose (23). Contudo, o
contato com o estroma medular e seus fatores
de crescimento diminuiram o nimero de células
em apoptose (23), modularam a diferenciagdo
(24) e aumentaram a proliferacdo (25). Citocinas,
como fator estimulador de colbnias
granulociticas (G-CSF), fator estimulador de
colbnias granulociticas e monociticas (GM-CSF),
fator estimulador de coldnias monociticas (M-
CSF), interleucina-3 (IL-3) e IL-6 sdo capazes
de estimular o crescimento dos blastos presentes
em pacientes com LMA (8, 26, 27).

Na medula éssea de pacientes com LMA,
o namero de fibroblastos e células endoteliais
estd aumentado, enquanto o numero de
macréfagos ndo difere quando comparado
com individuos normais (28). Estudos
realizados por Denkers et al. (1992) (29),
demonstraram a diferenga no desenvolvimento
e na composicdo celular de culturas de longa
duragdo obtidas de individuos normais e de
pacientes com LMA. Durante seis semanas as
culturas de longa duracdo com células obtidas
da medula 6ssea de individuos nédo leucémicos,
apresentaram aumento do numero de
fibroblastos e diminuicdo do numero de
macrofagos. Este estroma obtido da medula
Ossea de individuos normais mostrou um bom
desenvolvimento com auto-renovacdo das
células que o constituiam.
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Por outro lado, o estroma obtido da medula
Ossea de pacientes leucémicos ndo apresentou
auto renovacgdo, muito embora o nimero de
fibroblastos se encontrasse aumentado e o
namero de macréfagos diminuido, durante as
seis semanas de cultura, resultado este parecido
ao obtido com o estroma “normal”.
Aparentemente, as células leucémicas
modificariam a composicdo do estroma
“leucémico”. Pacientes com prolongado tempo
de remissdo da doenca, ap6s tratamento
quimioterapico, podem permanecer com
namero de células hematopoéticas alterado por
muitos anos. Ensaios com cultura de longa
duragcao das células desses pacientes nao
apresentaram confluéncia das células do estroma
medular (30).

Na medula éssea de pacientes com LMC
a camada aderente formada nas culturas de
longa duragdo possui a mesma constitui¢cdo
do estroma obtido de individuos normais
(16). Contudo, funcionalmente, este estroma
nao proporciona boas condi¢cGes para o
crescimento de células hematopoéticas
normais, podendo relacionar-se a
anormalidades dos macrofagos constituintes
desse estroma (16, 31). Uma vez que o0s
pacientes com LMC entram na fase blastica,
o estroma também se modifica, tornando-se
semelhante ao estroma da medula 6ssea de
pacientes com LMA, aumentando a producao
de citocinas como IL-1B, IL-6, GM-CSF (32).

Quanto as moléculas de adesdo, Denkers
et al. (1992) (29), demonstraram diferencas na
expressao destas moléculas nas culturas de longa
duracdo empregando células obtidas da medula
Ossea de individuos normais e células obtidas
da medula éssea de individuos leucémicos.
Outros autores ndo detectaram a expressao dos
receptores de superficie VLA-1 e VLA-6 nos
macréfagos presentes no estroma (33). A menor
expressao das moléculas de adesdo pelas células
do estroma medular poderia ser um dos fatores
responsaveis pela liberacdo das células
leucémicas da medula Gssea para a corrente
sanguinea, contudo, outros fatores como a
constituicdo do estroma, também podem
modificar a migragao celular (34).

As interagBes entre células precursoras,
matriz extracelular e células endoteliais
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determinam a permanéncia ou liberagcéo das
células hematopoéticas do microambiente da
medula 6ssea para a circulagdo sanguinea.
Consequentemente, mudangas na afinidade
ou na quantidade das moléculas de adesao
no estroma medular ou nas células
precursoras durante os processos malignos,
afetam a adesao (35).

Matriz Extracelular e Moléculas de Adesdo

A matriz extracelular (MEC) pode ser
definida como a organizacdo supramolecular de
diversas proteinas estruturais e polissacarideos
nos tecidos conjuntivos, compreendendo
colageno, glicoproteinas ndo colagenosas,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos, elastina e
acido hialurénico (36), que preenchem os
espacos extracelulares. Ja foi demonstrado que
0s componentes da MEC podem controlar
eventos como adesdo celular, migracdo e
proliferacdo de diferentes células. As células
depositam no meio extracelular componentes
como colageno (37), fibronectina (FN), laminina
(38), trombospondina (39), hemonectina (40),
proteoglicanos e acido hialurdnico (41, 42),
produzidos principalmente pelos fibroblastos e
distribuidos em uma rede organizada em intima
associacdo com a superficie da célula que a
produziu. Estes componentes geram, portanto,
a MEC do estroma medular.

Devido a complexidade do estroma
medular, uma grande variedade de
componentes desse estroma pode estar
envolvida na adesdo de células hematopoéticas
normais ou leucémicas.

Dentre as varias substancias que fazem
parte da matriz extracelular podemos destacar
a laminina, fibronectina e o colageno tipo IV,
pela grande importancia nos processos de
adesdo e migracdo de varios tipos celulares,
inclusive as células hematopoéticas.

Os processos de adesdo também
envolvem a participacdo de receptores
especificos para células hematopoéticas.
Muitas proteinas de superficie com func¢des
adesivas podem ser identificadas nas células
hematopoéticas, como as integrinas,
selectinas, superfamilia das imunoglobulinas
e receptores de citocinas (5).
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Muitas moléculas de adesdo com funcéo
de mediar as interagdes célula-célula ou célula-
matriz, tém sido identificadas em modelos
experimentais utilizando medula 6ssea (43, 44).
A superfamilia das integrinas desempenham
papel importante no desenvolvimento da
resposta imune, na agregacdo plaquetaria e na
reparagdo tecidual (45, 46), além do seu papel
na linfomielopoese (33, 47, 48). A subfamilia
1 (VLA) é constituida por receptores dos
componentes da matriz extracelular, sendo que
sua expressdo acontece tanto em células
hematopoéticas como em células néo
hematopoéticas (45, 49). Os sete componentes
da subfamilia VLA diferem pela associacdo de
diferentes cadeias a com a mesma cadeia 31
(43, 49, 50). A expressdo das integrinas VLA
nas células hematopoéticas inclui: VLA-1, VLA-
2 e VLA-6 (CD49 a, b, e) presentes nas células
T (50, 51) e VLA-2 e VLA-6 presentes nas
plaquetas (33, 51). As integrinas VLA-4 (CD49d)
e VLA-5 (CD49e) sdo as de maior expressdo
nas células hematopoéticas (33, 43, 48, 51, 52).

Liesveld et al. (1989, 1991) (53, 54)
investigaram a interacdo in vitro dos progenitores
mieléides com o estroma da medula éssea,
concluindo que um subgrupo de células da
medula 6ssea humana apresentava antigenos CD34
ligados a camada de estroma medular, e em menor
extensdo, a matriz extracelular da medula, a
fibronectina e a laminina. Em 1993 (55) 0s mesmos
autores demonstraram que progenitores da
linhagem mieléide, incluindo as células normais
CD34 positivas e células da LMA, apresentavam
um padrao similar de integrinas VLA. Usando uma
linhagem leucémica de células monaciticas — U937,
Pucillo et al. (1993) (11) demonstraram que 0O
tratamento in vitro com TPA (12-O-tetradecainoil
phorbol-13-acetato), aumentou a expressdo das
integrinas ab, a3, e a taxa de adeséo desta linhagem
as moléculas de matriz extracelular.

Matriz Extracelular e Proteoglicanos

Os Proteoglicanos (PGs) sdo constituidos
por proteinas ligadas covalentemente a
polissacarideos sulfatados: os glicosaminoglicanos
(GAGSs), como condroitin (CS) e, ou heparan
sulfato (HS) (56), podendo ser encontrados na
superficie celular ou na matriz extracelular. Os
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PGs sdo moléculas importantes na constituicdo
do microambiente medular tanto em termos
guantitativos (37) quanto sob o ponto de vista
funcional (57), existindo evidéncias de que séo
importantes nos processos de migragéo.

Ja foi demonstrado que proteoglicanos da
superficie celular participam tanto do
reconhecimento quanto da ligacdo as citocinas
(58). A sintese dos proteoglicanos pode estar sob
o controle de citocinas especificas, que por sua
vez, podem aumentar a expressdo dos
proteoglicanos na superficie celular, promovendo
maior adesdo das células neoplasicas aos
componentes da matriz extracelular, tal como a
fibronectina (59). O CD44, por exemplo, é um
receptor produzido pelas células tumorais que
contém condroitin sulfato em sua estrutura
molecular, podendo se ligar a fibronectina,
colageno tipo | e a laminina (60). Esta isoforma
de CD44 pode contribuir em eventos como
migracdo e proliferagdo celular (61), adeséo
celular, inducao da diferenciacdo hematopoética
e interagbes com sinais de ativacdo celular (60).
O CD44 pode ser considerado um dos principais
receptores de superficie celular para o acido
hialurénico, um glicosaminoglicano componente
da matriz extracelular (62).

Os glicosaminoglicanos possuem diferentes
estruturas e propriedades fisicoquimicas que
podem influenciar a proliferacdo, adesdo e
diferenciacdo das linhagens celulares. Efeitos
especificos dos glicosaminoglicanos sobre células
leucémicas poderiam ajudar na compreensao da
regulacdo da proliferagdo e diferenciagcdo das
células hematopoéticas. Volpi et al. (1994) (63),
avaliaram a participacdo de diferentes
glicosaminoglicanos na proliferagdo e
diferenciacdo da linhagem U937 (linfoma,
mondcito-like) e encontraram que heparina e seus
derivados foram capazes de inibir a proliferacdo
celular. Ainda segundo esses autores 0 heparan
sulfato ndo produziu modificagBes, enquanto que
o condroitin sulfato e dermatan sulfato estimularam
significativamente o crescimento celular.

A interacdo entre as células normais e o
endotélio é regulada por diversas
glicoproteinas de membrana como as integrinas
e proteoglicanos (46, 64, 65). Entretanto,
poucos trabalhos na literatura avaliaram o
papel de PGs na membrana de células
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leucémicas. Ridley et al. (1993) (66)
demonstraram que as neoplasias oriundas de
células B, como o mieloma multiplo,
expressavam grandes quantidades de PGs na
sua superficie capazes de interagir com
colageno, favorecendo a sua disseminagdo em
diversos tecidos como 0ssos, rins, linfonodos,
bago e figado. Yahlom, et al. (1988) (67)
estudaram a expressdo de heparanase por HL-
60 e U937. Esta enzima degrada heparan sulfato
na matriz extracelular subendotelial e parece
estar presente em linfécitos e macrofagos
ativados e em células tumorais com alta
atividade metastéatica, facilitando assim a
invasdo dos vasos sanguineos.

Leukemia and extracelular matrix
Adriana R. dos Anjos, Marcio Alvares-Silva,
Primavera Borellil

Abstract

Hematopoesis is an organize system that is
responsible for blood cells production. The
proliferation, differentiation and maturation
control of this cells is achieved by interaction
between cells and medular microenvironment.
This microenvironment produce glicoproteins
called cytokines, that control proliferation of
hematopoietic cells.

In neoplasic processes, several molecular
alterations occur, it induce a new biological
behaviour by cells, like become altered its
adhesion. The interaction of leukemic cells
with the extracellular matrix (ECM) of bone
marrow can be considered one of the
mechanisms used by these cells to reach the
peripheric blood. Privately, precursor cells,
ECM and endthelial cells control the
maintennance or release of this hematopoietic
cells to peripheric blood. In this way, changes
in affinity or in molecular amount by stroma
cells or by precursors of blood cells will afect
cellular adhesion.

Thefore several works have been realized to
understand very much about the interaction
between hematopoietic progenitors cells and the
microenvironment constituted by medular stroma.
Rev.bras.hematol.hemoter.,2000,22(3):404-412
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