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Sumario: Os sistemas vivos sdo sistemas complexos, e como tal, o estudo de
modificagdes estruturais e de sua fisiologia por vezes requer o uso de ferramentas de
analise ndo-linear. Uma das formas de se avaliar o grau de complexidade de uma
estrutura, ou de suas possiveis modificacdes, € com base na sua geometria fractal. O
objetivo de nosso projeto é avaliar as dimensdes fractais de nucleos de células
leucémicas, escolhida como modelo em nosso trabalho, comparado-as a de linfocitos
normais, de modo a oferecer uma ferramenta computacional que vise auxiliar os
profissionais da area da salde no diagndstico e progndstico do cancer. Foi realizada
captura de imagem de linfocitos normais e de linfoblastos provenientes da leucemia
linfocitica aguda, sobe iluminacdo adequada, a fim de ressaltar as caracteristicas da
cromatina. As células foram submetidas ao processo de segmentacdo e colocadas em
escala de cinza, como auxilio do programa “ImageJ”. O programa também foi utilizado
para o calculo da dimensdo fractal (DF) dos nucleos pelo método “Box-counting”, 0s
valores obtidos por este método serdo representativos da textura irregular da cromatina.
Foi encontrada diferenca significativa entre as DF entre os dois grupos estudados, assim
foi encontrada uma média de 2,5394 para os nucleos de células de LLA e 2,5053 para o
grupo controle.
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INTRODUCAO

O método comumente empregado para identificar alteracGes celulares induzidas por
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, ¢ por meio da quantificacdo de alteracdes
cromossémicas em linfécitos do sangue periférico humano. Este método requer um
tempo de cultivo celular, em geral de 48 horas, e a analise laboriosa dos 46
cromossomos humanos. Uma das alteragdes mais amplamente investigadas é a
translocacdo cromossdmica, que pode ser tanto um bioindicador de exposi¢do a radiacao
quanto de Leucemias. No acidente nuclear de Chernobyl, por exemplo, observou-se
uma incidéncia maior de Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) em individuos expostos a
doses superiores a 10 mSv. Estudos recentes tém demonstrado que a andlise fractal da
textura da cromatina em nudcleos em interfase (GO) do ciclo celular permitiria
diferenciar se a célula estd em processo neoplasico, sem requerer o cultivo celular e a
andlise individual dos cromossomos. Deste modo, este método seria Util principalmente
quando o “tempo” € um fator crucial para o planejamento de terapias para os pacientes.
Com isso, 0 objetivo desta pesquisa foi calcular as dimensdes fractais de nacleos de
linfécitos em interfase de pacientes portadores de LLA, comparando-as as dimensfes
obtidas de linfocitos normais, de modo a observar se é possivel a identificacdo de
células contendo alteracdes cromossdmicas de forma rapida e menos laboriosa.
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MATERIAS E METODOS
Foi realizada a captura de imagens de 100 linfécitos normais e del00 linfoblastos de
pacientes com LLA, utilizando a iluminacdo de 75% a fim de ressaltar melhor as
caracteristicas da cromatina. As imagens das celulas foram submetidas ao processo de
segmentacdo, otimizacdo e convertidas em escala de cinza. Com o auxilio do programa
“ImagelJ” foi realizado o célculo da dimensdo fractal (DF) das imagens dos nucleos
celulares pelo método de “Box-counting”. Os valores obtidos por este método séo
representativos do grau de rugosidade da cromatina. Desta forma, o valor da DF é
diretamente proporcional a sua irregularidade. Para realizar a analise dos dados,foi
utilizado o teste estatistico de analise da variancia (ANOVA) e o teste de tukey, a um
nivel de significancia de 5% (p<0,05).
RESULTADOS
Os valores de dimensdo fractal (DF) para 100 nucleos de células do grupo controle
variaram de 2,4727 a 2,5931 (média de 2,5053+ 0,019), enquanto que para as 100
celulas da amostra de LLA variaram de 2.4955 a 2.6388 (media de 2,5394+ 0,027).
Sendo comprovada a diferenca estatisticas entre os dois grupos, LLA e controle, com
significancia de 5% .
DISCUSSAO
As células da leucemia linfocitica aguda apresentam sua cromatina com aspecto
diferenciado das células normais. Tais diferencas sdo decorrentes de alteracOes
genéticas ocasionadas por mediadores quimicos, genéticos ou fisicos. Os pacientes mais
afetados por esta neoplasia sdo as criangas, principalmente quando expostas a radiacdo
ionizante. Este tipo de correlacdo pode ser comprovada apds acidentes nucleares, tal
como o de Chernobyl, onde o risco de leucemia linfocitica aguda (LLA) apds a
exposicdo a radiacdo foi significativamente maior nos individuos que foram expostos a
uma dose > 10 mSv.
Ao contrério de alguns outros softwares de analise fractal no qual imagem é convertida
para binaria antes de calculo, o método Box-Counting realiza a analise das imagens em
tons de cinza, o que o torna mais adequado para 0 uso na area da biologia e histologia,
pois conserva as nuances das imagens, preservando sua textura e propriedades originais
da imagem. Devido ao amplo espectro da escala de cinza, a intensidade de cada pixel é
considerada como a altura daquele ponto da imagem, permitindo ao programa a analise
da imagem em 3D.
Os dados obtidos neste estudo puderam reafirmar a teoria de Lieberman(2009) de que a
cromatina obedece a um padrdo organizacional fractal, onde o0s cromossomos
apresentam-se regionalizados e suas proximidades geograficas facilitam a atividade dos
genes e o estado funcional da célula, estabelecendo assim um padrdo de organizacdo
que impede a formacédo de nds em seus filamentos durante o processo de condensacéo e
descondensacao da cromatina durante o ciclo celular. Sendo assim, é possivel observar a
partir dos resultados da atual pesquisa que quando ha um dano na cromatina celular,
como apresentado na LLA por delecbes ou translocacbes, a estrutura normal da
cromatina é comprometida, o que leva a célula a assumir um novo tipo de organizacéo,
uma vez que a molécula de DNA n&o restaura sua conformagéo original, fendmeno
muitas vezes tido por “instabilidade genomica”. Quando analisadas e comparadas as
DFs de ndcleos de células normais e de células alteradas, houve portanto um aumento
no valor de sua média, passando de 2,5053 dos nucleos de células controle para 2,5394 para
células com LLA, o que induz a ideia de que a textura da superficie da cromatina de
células que sofreram processos de instabilidade gendmica tende a assumir um aspecto
mais rugoso.
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O método comumente empregado para identificar alteragdes celulares induzidas por
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, € por meio da quantificacdo de alteracOes
cromossomicas (dicéntricos e fragmentos acéntricos) ou de subprodutos destas
alteracdes ou de perdas de cromossomos inteiros (micronucleos) em linfécitos do
sangue periférico humano. O método proposto neste trabalho ndo se restringe ao
reducionismo molecular do gene, nem de trocas de segmentos cromossémicos, e sim
enfoca na estrutura global do nucleo da celula numa abordagem mais sistémica do dano
geral ocorrido a celula. O fato de analisar as células em GO do ciclo celular elimina a
necessidade do tempo de cultivo celular, o que torna mais rpida a identificagdo de
células com instabilidade genémica.

CONCLUSAO
O calculo da dimenséo fractal (DF) dos ndcleos de células em interfase mostrou ser um
método promissor na identificacdo de células contendo alteracBes cromossémicas, a
exemplo da Leucemia Linfocitica Aguda utilizada como modelo no presente estudo.
Com isso, a possibilidade de novas aplicagdes emerge a partir destes resultados, tal
como 0 uso deste método como um novo biomarcador de exposicdo as radiacdes
ionizantes, assim como um método para identificacdo de células neoplésicas.
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