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RESUMO 

 

As microvesículas (MVs) são importantes mediadores da comunicação intercelular e podem 

desempenhar um papel importante tanto no microambiente hematopoiético quanto circulação 

sanguínea. Além disso, estudos recentes têm demonstrado que MVs derivadas de células T 

regulatórias (Treg) podem estar associadas à promoção de um microambiente 

imunossupressor com repercussões na periferia, contribuindo para a progressão tumoral. 

Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil de microvesículas 

circulantes derivadas de células T regulatórias (MVs-Treg) e citocinas imunossupressoras em 

pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B (LLA-B) submetidos a 

quimioterapia de remissão. Foi realizado um estudo descritivo, do tipo longitudinal 

prospectivo, com 20 amostras de sangue periférico de pacientes pediátricos diagnosticados 

com LLA-B coletadas em quatro momentos da terapia de indução da remissão, referidos 

como: dia do diagnóstico (D0), dia 8 (D8), dia 15 (D15) e final da terapia de indução da 

remissão (D35). Em adição, foram incluídas amostras de 20 crianças sem leucemia, que 

compuseram o grupo controle (GC). Posteriormente, foi realizado a imunofenotipagem dos 

linfócitos Treg, bem como a caracterização imunofenotípica das MVs-Treg, utilizando os 

citômetros FACSCalibur (BD Biosciences) e CytoFLEX (Beckman Coulter), 

respectivamente. Em paralelo, foi realizado a quantificação das citocinas TGF-β e IL-10 com 

os kits ProQuantum e Cytometric Bead Array (CBA), respectivamente. Nossos resultados 

demonstraram que os pacientes com LLA-B apresentam ao D0, aumento de IL-10 e 

diminuição de TGF-β, em conjunto com uma tendência de aumento de MVs-CD152+ (CTLA-

4). Além disso, observou-se diminuição de linfócitos Treg no D8 e D15. Por fim, notou-se 

diminuição de IL-10, MVs-CD25+ e CD152+, com aumento de TGF-β e linfócitos TCD4+ e 

Tregs. Em conclusão, nossos achados demonstram um processo imunossupressor ao D0, 

possível transição do perfil reposta imunológica durante o tratamento. Além disso, até onde 

sabemos, este é o primeiro estudo que descreve a cinética de linfócitos Treg, MVs-Tregs 

(CD4+, CD25+ e CD152+) e das citocinas IL-10 e TGF-β durante todo o período da terapia de 

indução da remissão nos pacientes pediátricos com LLA-B. 

 

Palavras-chave: leucemia infantil; linfócitos Tregs; vesículas extracelulares; mediadores 

imunossupressores; imunossupressão celular. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Microvesicles (MVs) are important mediators of intercellular communication and can play an 

important role in both the hematopoietic microenvironment and blood circulation. 

Furthermore, recent studies have demonstrated that MVs derived from regulatory T cells 

(Treg) may be associated with the promotion of an immunosuppressive microenvironment 

with repercussions in the periphery, contributing to tumor progression. Thus, the present 

study aimed to characterize the profile of circulating MVs derived from regulatory T cells 

(MVs-Treg) and immunosuppressive cytokines in pediatric patients with B-cell Acute 

Lymphoblastic Leukemia (B-ALL) undergoing remission chemotherapy. A descriptive, 

prospective longitudinal study was carried out with 20 peripheral blood samples from 

pediatric patients diagnosed with B-ALL collected at four moments of remission induction 

therapy, referred to as: day of diagnosis (D0), day 8 (D8), day 15 (D15) and end of remission 

induction therapy (D35). In addition, samples from 20 children without leukemia were 

included, who made up the control group (CG). Subsequently, immunophenotyping of Treg 

lymphocytes was performed, as well as immunophenotypic characterization of MVs-Treg, 

using the FACSCalibur (BD Biosciences) and CytoFLEX (Beckman Coulter) cytometers, 

respectively. In parallel, the quantification of the cytokines TGF-β and IL-10 was carried out 

with the ProQuantum and Cytometric Bead Array (CBA) kits, respectively. Our results 

demonstrated that patients with B-ALL present, on D0, an increase in IL-10 and a decrease in 

TGF-β, together with a trend towards an increase in MVs-CD152+ (CTLA-4). Furthermore, a 

decrease in Treg lymphocytes was observed on D8 and D15. Finally, a decrease in IL-10, 

MVs-CD25+ and CD152+ was noted, with an increase in TGF-β and CD4+ T lymphocytes 

and Tregs. In conclusion, our findings demonstrate an immunosuppressive process at D0, a 

possible transition of the immunological response profile during treatment. Furthermore, to 

our knowledge, this is the first study that describes the kinetics of Treg lymphocytes, MVs-

Tregs (CD4+, CD25+ and CD152+) and the cytokines IL-10 and TGF-β during the entire 

period of remission induction therapy in pediatric patients with B-ALL. 

 

Keywords: childhood leukemia; Treg lymphocytes; extracellular vesicles; 

immunosuppressive mediators; cellular immunosuppression. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é a neoplasia pediátrica de maior ocorrência 

no mundo, representando 25% de todas as neoplasias infantis entre crianças menores de 15 

anos. Dentre os subtipos de LLA, destaca-se a Leucemia Linfoblástica Aguda de células B 

(LLA-B), correspondendo a 80% de todos os casos (1). A LLA-B é uma neoplasia maligna 

hematológica caracterizada por um bloqueio na diferenciação hematopoiética, levando a 

superprodução de linfócitos B imaturos na medula óssea (MO), com liberação no sangue 

periférico (SP) e locais extramedulares. Esse aumento no número de linfócitos reflete em um 

quadro de pancitopenia, sendo dessa forma as manifestações clínicas mais comuns, fadiga, 

dispneia, febre, infecções, sangramentos ou hematomas, relacionadas à supressão funcional da 

MO (2,3). 

No compartimento medular ósseo, especificamente no microambiente hematopoiético, 

as células estromais compõem a maior fonte de citocinas e fatores de crescimento, 

proporcionando uma rede de sinalização essencial para a homeostase do microambiente da 

MO (4,5). No entanto, na leucemia, é observado que as células leucêmicas (CLs) podem 

secretar estruturas vesiculares originadas a partir de membrana celular, denominadas vesículas 

extracelulares (VEs), que induzem alterações nos nichos do microambiente medular, 

resultando na transformação de nichos saudáveis em "leucêmicos" (6,7). 

Dentre as populações de VEs que participam da reprogramação dos nichos da MO, 

encontram-se as MVs, também conhecidas como micropartículas ou ectossomos. Essas 

estruturas correspondem a vesículas liberadas no espaço extracelular por brotamento externo e 

fissão da membrana plasmática (8). Estas, representam atualmente um novo mecanismo de 

comunicação celular, especialmente por sua capacidade de transferir seu conteúdo biológico 

composto por um repertório de informações genéticas, incluindo sequencias de DNA e RNAs, 

como RNAs mensageiros, RNAs não codificantes e principalmente micro RNAs, capazes de 

reprogramar as células-alvo, exercendo atividades importantes em processos fisiológicos e 

patológicos (8–12).  

Embora a liberação de MVs ocorra em condições fisiológicas, durante processos 

patológicos como o câncer, a liberação dessas vesículas apresenta-se consideravelmente 

aumentada (13). Além disso, a quantidade de vesículas derivadas especificamente de células 

cancerosas demonstrou estar correlacionado com a malignidade da neoplasia (14). Por outro 
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lado, os diferentes tipos celulares da imunidade inata e adaptativa, também são capazes de 

liberar MVs, que atuam no sistema imunológico como importantes mensageiros parácrinos 

(15,16).  

Dentre as células liberadoras de MVs, estão os linfócitos T regulatórios (Linfócitos 

Tregs), que desempenham um papel chave na regulação ou supressão de outras células do 

sistema imunológico, tais como linfócitos T CD4+ e T CD8+. Estas são essenciais na 

regulação da resposta imune e auto tolerância, controlando a expansão e ativação de células T 

efetoras e autos reativas, além de evitar respostas exacerbadas e o surgimento de doenças 

autoimunes (17). No entanto, um crescente número de evidências tem demonstrado que as 

Treg podem ser recrutadas por CLs, como forma de evasão do sistema imunológico no câncer 

(18,19). 

Os linfócitos Tregs podem mediar a imunossupressão celular através da intensa 

produção de TGF-β e IL-10, sendo está última sua citocina chave e principal regulador para 

modular a intensidade e a duração das respostas imunes (17,20). Descoberta em 2007, a IL-35 

é outra importante citocina secretada por Treg, com sua liberação ocorrendo em resposta à 

estimulação por IFN-γ ou via receptores do Toll-like (TLR), atuando de forma antagonista as 

funções pró-inflamatórias de outras citocinas membros da família IL-12 (20,21). Além disso, 

essas células podem induzir uma regulação negativa da resposta imune através de interação 

célula a célula, mediada através do antígeno 4 de linfócito T citotóxico (CTLA-4), inibindo o 

reconhecimento e eliminação de células cancerosas pelo sistema imunológico (22). 

Recentemente, estudos demonstraram que os linfócitos Treg também são capazes de 

regular a reposta imune através da reprogramação de células efetoras, a partir da liberação de 

VEs (23). No entanto, uma melhor compreensão da contribuição das MVs-Treg na 

imunotolerância é necessária, uma vez que números elevados de linfócitos Tregs são 

frequentemente observados no microambiente tumoral de neoplasias sólidas e hematológicas, 

e são correlacionadas a um pior prognóstico em muitos tipos de câncer, incluindo em 

leucemias (24,25). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA DE CÉLULAS B 

2.1.1. Etiopatogenia 

 

As leucemias abrangem um grupo heterogêneo de neoplasias hematológicas, que 

podem ser classificadas em leucemias linfoblásticas ou mieloides e divididas em agudas e 

crônicas (26). Com isso, as leucemias podem variar a depender do tipo celular afetado, estágio 

de maturação e contagem de blastos, respectivamente (26). Nisso, as leucemias agudas são 

caracterizadas por um bloqueio profundo na diferenciação hematopoiética e resultam em uma 

superprodução de blastos imaturos, enquanto as leucemias crônicas são caracterizadas pela 

produção excessiva de células diferenciadas parcialmente maduras (27,28). 

Dentre as leucemias agudas, a Leucemia Linfoblástica aguda (LLA) destaca-se por ser 

a neoplasia pediátrica de maior ocorrência no mundo. Sua etiologia ainda permanece 

desconhecida, porém sabe-se que é uma doença com causa multifatorial que pode envolver a 

interação de fatores genéticos/ambientais. Entre os riscos de exposição relatados para o 

desenvolvimento da LLA em um indivíduo, estão o uso de pesticidas, alto peso ao nascer, 

poluição ambiental, exposição materna à tinta caseira, fumo durante a gravidez, exposição à 

radiação ionizante, síndromes congênitas e histórico de leucemia na família (29–32).  

Em 2006, Mel Greaves propôs uma hipótese relacionando infecções tardias com 

respostas imunes anormais a agentes infecciosos após a ausência de estimulação e modulação 

imune durante a primeira infância (33). Greaves propõe que presença de clones pré-

leucêmicos frente às respostas imunológicas/inflamatórias mediadas por infecção podem 

fornecer um meio seletivo para clones pré-leucêmicos. Em que uma resposta desregulada das 

células T à infecção pode resultar em uma resposta inflamatória exacerbada, com um perfil de 

liberação de citocinas e quimiocinas que, pelo menos transitoriamente, pode suprimir a 

hematopoiese e/ou induzir a apoptose. Neste contexto, o clone pré-leucêmico pode ter uma 

vantagem distinta de sobrevivência e/ou proliferação, facilitando assim o surgimento de CLs 

(33–35). 

Curiosamente, Chang e colaboradores em seus achados sugerem que crianças que 

desenvolvem LLA durante a primeira infância podem apresentar uma função imunológica 

anormal, em função de uma expressão constitutivamente menor de IL-10 ao nascimento e 

uma propensão a reagir a infecções normais de uma maneira hipersensível (36). Nisso, a IL-
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10 é uma citocina fundamental na regulação de resposta inflamatórias, evitando respostas 

hiperativas em infecções patogênicas (37). Em adição, investigações do United Kingdom 

Childhood Cancer Study (UKCCS) relataram que crianças diagnosticadas com LLA tiveram 

significativamente mais episódios infecciosos no primeiro ano de vida (38).  

Nesse contexto, a LLA apresenta-se com uma neoplasia geneticamente heterogênea 

que acomete os progenitores linfoides, podendo ser classificadas em Leucemia Linfoblástica 

Aguda de células B (LLA-B) e células T (LLA-T), sendo a primeira responsável por 

aproximadamente 85% dos casos (39). A LLA-B é uma neoplasia hematológica caracterizada 

por um bloqueio na diferenciação de progenitores ou precursores de linfócitos B, que se 

proliferam e se acumulam na MO. Este sequestro do sistema hematopoiético por CLs resulta 

no comprometimento da produção de outros tipos de células sanguíneas essenciais para o 

transporte de oxigênio ou coagulação, como eritrócitos e plaquetas, respectivamente (40) 

(Figura 1).  

 

 

Figura 1. Comprometimento de progenitores de linfócitos B. Em condições normais ocorre a diferenciação 

celular. Na leucemia linfoblástica aguda de células B ocorre uma falha na diferenciação de progenitores de 

linfócitos B levando a uma superprodução de linfócitos B imaturos na medula óssea (MO), com liberação no 

sangue periférico (SP) e locais extramedulares. Fonte: Adaptado de mountnittanyhealth.org 
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Dessa forma, as principais manifestações clínicas dos pacientes com LLA-B, provém 

de duas principais implicações que a proliferação leucêmica acarreta, sendo elas: a 

insuficiência da MO e infiltração de órgãos (41). A insuficiência da MO, é responsável pela 

tríade da leucemia, caracterizada por anemia, granulocitopenia e trombocitopenia, refletindo 

em sintomas como palidez, fadiga, dispneia, febre, infecções graves, sangramentos ou 

hematomas (3,4). Por outro lado, a infiltração leucêmica pode ocorrer no sistema nervoso 

central (SNC), testículo, ovário, rim, ossos, articulações, olhos, gânglios, fígado, baço, pele e 

em locais menos frequentes, o coração e pulmão por exemplo (42). 

 

2.1.2. Epidemiologia da Leucemia Linfoblástica Aguda de Células B 

 

Entre os tipos de câncer infantojuvenil em todo o mundo, a leucemia é o câncer mais 

comum, representando cerca de 25% a 35% de todos os casos novos de câncer dessa categoria 

(43). Nos últimos anos no Brasil, houve um aumento significativo na incidência de leucemia, 

chegando ao 9° câncer mais comum (44). Dentre os subtipos de leucemia linfoblástica aguda 

(LLA), a LLA de células B (LLA-B) representa 80% de todos os casos (45). Em 2020, no 

Brasil, foram registrados 6.738 óbitos por leucemia, representando uma taxa de 3,18 óbitos a 

cada 100 mil pessoas (46). Para o triênio de 2023 a 2025, estima-se que haverá cerca de 7.930 

novos casos de câncer infantojuvenil no Brasil, o que equivale a uma taxa estimada de 134,81 

casos por um milhão de crianças e adolescentes (46). 

A proporção de casos de indivíduos com leucemia entre as regiões do Brasil é variável 

e tem aumentado desde o último relatório do Instituto Nacional do Câncer (INCA) (43,44). A 

região Norte foi identificada como a região com o segundo maior número casos de leucemia, 

tendo o Amazonas, particularmente sua capital Manaus, classificada em 2010 como a capital 

com a segunda maior taxa de incidência ajustada à idade (abaixo de 14 anos) de leucemia em 

crianças e adolescentes (47–49). Em 2011, teve a maior taxa de incidência no país, com 76,8 

casos de leucemia por milhão de habitantes (50,51).  

Estudo realizado na Fundação HEMOAM, demonstrou que entre os anos de 2005 a 

2015 houve 459 indivíduos diagnosticados com LLA-B no Estado do Amazonas (52). Estes 

estavam principalmente na faixa etária ≤10 anos (325 casos) e maior número de casos ocorreu 

em indivíduos do sexo masculino. Na figura 2 pode-se observar a incidência de LLA nos 

municípios do Amazonas ao longo desses anos. 
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Figura 2. Distribuição e ocorrência de LLA no Estado do Amazonas. A) Distribuição espacial dos pacientes 

com LLA. B) Número de casos e óbitos de pacientes com LLA entre 2005 e 2015. Fonte: Adaptado de Silva-

Junior et al., 2019 (52). 
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2.1.3. Diagnóstico 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Grupo Francês Americano Britânico 

(FAB) estabelecem que as leucemias são classificadas com base nas características 

citomorfológicas, expressão de antígenos de superfície celular, além de alterações genéticas e 

moleculares as quais estão relacionadas com o prognóstico da doença (53,54). Além disso, a 

morfologia e citoquímica fornecem informações sobre os blastos, sendo importantes na 

triagem, diagnóstico e na definição do tipo de leucemia (55,56). 

A LLA se subdivide fenotipicamente em linhagem B (LLA Pró-B, LLA B 

Intermediário/Comum, LLA Pré-B, LLA B Madura) e T (LLA Pró-T, LLA Pré-T, LLA T 

Cortical e LLA T Medular), conforme observado na Tabela 1 (57). Assim, para identificar a 

diferenciação de células progenitoras linfoides, utiliza-se a técnica de imunofenotipagem 

celular, que consiste na identificação imunológica de antígenos de superfície, citoplasmáticos 

e nucleares, também conhecidos como Cluster of differentiation (CD) que estão presentes nos 

blastos leucêmicos (56,58). 

 

Tabela 1. Imunofenotipagem para progenitores de linfócitos B e T. 

 

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a Tdt Ig 

Pró-B - + + + + - 

B Comum + + + + + - 

Pré-B ± + + + + C-mu 

B Madura ± + + + ± + 

Linhagem T CD1a CD2 CD3 CD4 CD7 CD8 

Pró-T - - C - + - 

Pré-T - + C - + - 

T Cortical + + C + + + 

T Medular - + C,S* ± + ± 

Abreviações: Tdt, desoxinucleotidil transferase terminal; Ig, imunoglobulina; C, citoplasmático; S, superfície; +, 

expressão do antígeno; ±, expressão variável, frequentemente positiva; -, ausência de expressão do antígeno; 

*Linfócitos T medular são positivos apenas para CD4 ou CD8, mas não ambos. Fonte: Adaptado de McGregor 

et al., 2012 (59). 

Digno de nota, a LLA-B e LLA-T foram subclassificadas no ano de 2008 pela OMS 

conforme as alterações genéticas, sendo realizada em 2016 a mais atual revisão (Tabela 2). A 

classificação da LLA-B possui vários subtipos geneticamente caracterizados, que abrangem as 

translocações t (9;22) ou t (12;21), rearranjos no gene MLL ou alterações no número de 
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cromossomos (aneuploidia). Com isso, o subtipo da LLA é um importante fator a ser levado 

em consideração para que a abordagem do protocolo de tratamento e prognóstico sejam 

adequados (41). 

 

Tabela 2. Classificação da LLA, conforme a OMS. 

Leucemia Linfoblástica B 

Leucemia Linfoblástica B, NES 

Leucemia Linfoblástica B com anormalidades genéticas recorrentes 

Leucemia Linfoblástica B com t (9; 22) (q34;q11.2); BCR-ABL1 

Leucemia Linfoblástica B com t (v; 11q23); MLL rearranjado 

Leucemia Linfoblástica B com t (12; 21) (p13; q22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) 

Leucemia Linfoblástica B com hiperdiploidia 

Leucemia Linfoblástica B com hipodoploidia (LLA hipodiploide) 

Leucemia Linfoblástica B com t (5; 14) (q31.1; q32.3); IL3-IGH 

Leucemia Linfoblástica B com t (1; 19) (q23; p13.3); TCF3-PBX1 

Entidade provisória: Leucemia Linfoblástica B, semelhante a BCR-ABL1 
Entidade provisória: Leucemia Linfoblástica B com iAMP21 

Leucemia Linfoblástica T 

Entidade provisória: Leucemia Linfoblástica precursora de células T precoce 

  Entidade provisória: Leucemia Linfoblástica de células natural killer  

Abreviações: NES, não especificada separadamente. Fonte: Adaptado de Arber et al., 2016 (54). 

 

2.1.4. Tratamento quimioterápico 

 

O tratamento convencional da LLA envolve uma combinação de drogas 

quimioterápicas, que tem por finalidade alcançar a eliminação das CLs e por conseguinte, o 

reestabelecimento da hematopoese normal. Atualmente na Fundação HEMOAM, os 

tratamentos quimioterápicos utilizados para LLA-B podem ser baseados no protocolo GBTLI-

2009 e BFM-2009, sendo o primeiro o mais utilizado. O protocolo GBTLI LLA-2009, é um 

protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia Infantil, distribuído em 6 fases: 

Terapia de Pré-fase; Terapia de Indução da Remissão; Terapia de Consolidação da Remissão; 

Fase de Intensificação; Fase da Consolidação Tardia; Fase de Manutenção (60). 

A terapia de indução da remissão tem como objetivo alcançar a remissão clínica 

completa em 4 semanas e, essa etapa leva em consideração critérios como estratificação de 

risco ao diagnóstico, a idade, contagem leucocitária, acometimento do SNC e análise 
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citogenética de anormalidades cromossômicas, para a identificação da melhor dosagem da 

combinação das drogas a serem utilizadas por exemplo. Posteriormente, inicia-se a terapia de 

consolidação da remissão que tem por objetivo eliminar possíveis células leucêmicas residuais 

que permanecem após início da terapia de indução. Por fim, na fase de manutenção, o 

objetivo consiste em prevenir a recaída da doença após as etapas anteriores (58,60). 

Em paralelo, as avaliações laboratoriais são realizadas e têm por objetivo avaliar a 

resposta do paciente ao tratamento quimioterápico. Se o paciente não estiver respondendo aos 

medicamentos quimioterápicos, podem ocorrer alterações no grupo de risco e protocolo de 

tratamento, além de possíveis estratégias terapêuticas visando melhorar a sobrevida livre de 

doença (58). Dessa forma, durante a quimioterapia de remissão, a análise de doença residual 

mensurável (DRM) apresenta-se como principal parâmetro de avaliação de resposta 

terapêutica, consistindo na mensuração de CLs residuais sobreviventes à quimioterapia, 

capazes de resultar em episódios de recaída da doença (61).  

Com isso, o prognóstico de recaída pode ser determinado mensurando os níveis de 

DRM em amostras de sangue e, especialmente partir de aspirados de MO do paciente, que são 

obtidos em períodos específicos ao longo do regime de tratamento (62). Por conseguinte, as 

contagens de DRM celular com valor prognóstico no nível de corte de 0,01% (10-4) podem ser 

detectadas por citômetros de fluxo de 3 a 4 cores. Estudos verificaram que quando um 

paciente apresenta níveis de DRM celular ≥0,01% o risco de recaída de leucemia é 

significativamente maior do que níveis de DRM inferiores a 0,01% (63–65). Além disso, 

quanto maior o valor de DRM (por exemplo, DRM > 1%) ao final da fase de indução da 

quimioterapia, maior o risco de recaída e menor a taxa de sobrevida (66). 

 

2.2. COMPARTIMENTO MEDULAR 

 

2.2.1. Microambiente em homeostase 

 

O microambiente medular é constituído por tecidos fisiológicos que incluem o estroma 

com fibroblastos, vasos sanguíneos e glóbulos brancos, principalmente linfócitos T e 

macrófagos. As células-tronco hematopoéticas (CTHs) atuam na medula óssea em áreas 

especializadas chamadas de nichos, que são locais onde diferentes tipos de células controlam 
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o número, quiescência, autorrenovação, diferenciação e distribuição de CTHs (67). Os nichos 

são divididos em duas áreas distintas, mas igualmente conectadas: a primeira na qual o 

osteoblasto desempenha um papel primordial, chamado de nicho osteoblástico; a segunda 

onde predominam as células endoteliais, sendo denominado nicho vascular (67–69). 

Em particular, no nicho vascular, as células endoteliais sinusoidais favorecem a 

sobrevivência, proliferação e diferenciação de progenitores mieloides e megacariocíticos. As 

CTHs no nicho vascular são expostas a hormônios, fatores de crescimento, oxigênio e 

nutrientes, para detectar sinais e estímulos da circulação periférica. Isso favorece a 

automanutenção, proliferação e/ou diferenciação (70,71). Ao contrário, o nicho osteoblástico 

favorece a manutenção do estado de quiescência que corresponde um estado em que as CTHs 

não estão em fase de proliferação, apesar de continuarem metabolicamente ativas  (72). 

 

2.2.2. Microambiente Leucêmico 

 

As células leucêmicas (CLs), assim como as CTHs, dependem da interação com o 

microambiente ou do nicho para sua própria auto-renovação e manutenção. Os tumores têm 

uma pequena subpopulação de células responsáveis pela iniciação e recaídas do câncer (73–

75). A interação das CLs com outras células localizadas na MO, tem papel preponderante 

nesses fenômenos e contribui decisivamente para o desenvolvimento da doença e para os 

mecanismos de resistência aos medicamentos (76). 

As células células-tronco progenitoras mesenquimais derivadas da MO, constituem 

uma população que suportam o nicho das CTHs normais e leucêmicos (77,78). Os 

mecanismos de quimiorresistência e recaída são impulsionados por um conjunto de células 

iniciadoras de leucemia raras. Essas células são capazes de escapar dos quimioterápicos e 

estão envolvidas principalmente na auto-renovação e na geração de novas CLs. Além disso, 

esta classe celular tem em comum várias propriedades com as CTHs, o que normalmente leva 

à formação de uma célula CTHs idêntica à célula-mãe, além de uma célula progenitora 

parcialmente diferenciada incapaz de autorrenovação (portanto, não células-tronco), mas com 

um grande potencial replicativo (79,80). 
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2.3. MICROVESÍCULAS 

 

As vesículas extracelulares (VEs) correspondem a um grupo heterogêneo de estruturas 

membranosas derivadas de células, e podem ser divididas em três tipos: exossomos (EXOs), 

microvesículas (MVs) e corpos apoptóticos, conforme visualizado na Figura 3 (81–83).  Neste 

contexto, as MVs, também conhecidas como ectossomos ou micropartículas, são produzidos a 

partir do brotamento e fissão da membrana plasmática, apresentando um diâmetro que varia 

de 100 a 1000 nm (81,84–86). Fisiologicamente, as MVs são secretadas nos fluidos corporais 

e desempenham papéis importantes na coagulação, inflamação, expansão e renovação de 

células-tronco por exemplo (87–91). Por outro lado, as MVs possuem papéis importantes no 

desenvolvimento e progressão da doenças por meio da regulação da sinalização intercelular 

(92). 

 

 

 Figura 3. Populações de VEs. As células liberam populações heterogêneas de VEs com tamanhos variados. 

Corpos apoptóticos são liberados por células em apoptose. Microvesículas são derivados diretamente da 

membrana plasmática. Exossomos são derivados de compartimentos endossomais intracelulares. Fonte: 

Adaptado de Qin et al, 2021 (87). 

 

Embora as pesquisas sobre VEs representem um campo de investigação em evidência, 

historicamente, os primeiros estudos datam a década de 60. Em 1967, Peter Wolf identificou 

vesículas derivadas de plaquetas, mencionadas como “pó de plaquetas”, sendo este achado 

considerado por muitos autores um marco nos estudos sobre VEs (88).  Em 1980, Poste e 
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Colaboradores descobriram MVs secretadas espontaneamente por células B16 de melanoma, 

que tendiam a aumentar o potencial metastático para o pulmão (89). Esta pesquisa pioneira 

estabeleceu uma base sólida para inúmeros estudos futuros, que demonstraram os papéis 

cruciais desempenhados por MVs na imunomodulação e progressão tumoral (90). 

Atualmente as VEs podem ser isoladas da maioria dos tipos celulares e fluidos 

biológicos, como saliva, urina, líquido de lavagem nasal e brônquico, líquido amniótico, leite 

materno, plasma, soro e fluido seminal (91–96). Recentemente, verificou-se que EXOs e MVs 

são capazes de transportar e transferir material genético (DNA e RNAs) como demonstrado 

na Figura 4, destacando a importância dessas vesículas e abrindo espaço para novas 

investigações sobre o seu papel como mediadores de comunicação celular (97,98).  

 

 

Figura 4. Transferência de RNAs por VEs (MVs e EXOs). Proteínas associadas à membrana (triângulos) e 

transmembrana (retângulos) e RNAs (símbolos curvos) são incorporados seletivamente na vesícula intraluminal 

do endossomo multivesicular ou em MVs que brotam da membrana plasmática. Os MVEs se fundem com a 

membrana plasmática para liberar EXOs no meio extracelular. (1) MVs e EXOs podem ancorar na membrana 

plasmática de uma célula-alvo. (2) As vesículas ligadas podem se fundir diretamente com a membrana 

plasmática ou ser (3) endocitadas. (4) As vesículas endocitadas podem então se fundir com a membrana 

delimitadora de um compartimento endocítico. Ambas as vias resultam na entrega de proteínas e RNA na 

membrana ou citosol da célula alvo. Fusão e endocitose são representadas apenas para vesículas exossomais, 

mas MVs derivadas da membrana plasmática podem ter destinos semelhantes. Abreviações: RNAs, Ácido 

ribonucleico; MVs, Microvesículas. Fonte: Adaptado de Raposo, 2013 (99). 
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Um progresso importante no conhecimento das VEs foi resultante de trabalhos 

colaborativos concebidos pelos membros da Sociedade Internacional de Vesículas 

Extracelulares (SIVE), que tiveram por objetivo padronizar a nomenclatura e metodologias 

utilizadas nos estudos. Já em 2014, a SIVE divulgou um documento sobre requisitos 

experimentais para a caracterização das VEs e suas funções, expondo etapas básicas de 

pesquisa necessárias para obtenção de resultados precisos (100,101). 

 

 

2.3.1. Biogênese das MVs 

 

Atualmente é bem aceito que as MVs se originam da brotação externa e da fissão da 

membrana celular e são amplamente distribuídas em vários fluidos corporais, incluindo urina, 

sangue periférico e efusões peritoneais. As funções e componentes das MVs estão associados 

às suas células de origem, que incluem células tumorais, células-tronco, células imunes e 

células progenitoras endoteliais (102). Curiosamente, o processo de abscisão está relacionado 

a rearranjos moleculares da membrana plasmática, que são afetados pela composição proteica 

e lipídica, bem como pelos níveis de Ca2+ (103). Um aumento no Ca2+ intracelular leva a 

alterações na distribuição da estrutura de fosfolipídios da membrana plasmática, como 

demonstrado na figura 5. A fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina estão localizadas no lado 

do folheto interno da bicamada celular (104). A assimetria é mantida por enzimas 

dependentes de Ca2+, incluindo translocases de aminofosfolipídios, flippases, disquetes e 

calpaína (105). 
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Figura 5. Biogênese e cargas de MVs. Os MVs são produzidos via desprendimento da membrana plasmática. O 

aumento de Ca2+ intracelular pode ativar enzimas dependentes de Ca2+, levando à despolimerização do 

citoesqueleto de actina e remodelação da membrana, promovendo então a liberação de MV. Cargas 

representativas de MVs são mostradas: P-gp, TF, EGFR, v-SNARE, ARF6, receptor de quimiocina, IL-6, IL-1β, 

VAMP-3, Ezrin, CD40, uPA, DNA, microRNA, tTG, EMMPRIN, MMPs e VEGF. Abreviações: TF, fator 

tecidual; EGFR, receptor do fator de crescimento epidérmico; v-SNARE, receptor de proteína de ligação de fator 

sensível a N-etilmaleimida solúvel vesicular; ARF6, fator 6 de ADP-ribosilação; IL-6, interleucina 6; IL-1β, 

interleucina 1β; VAMP-3, proteína de membrana 3 associada à vesícula; CD40, agrupamento de diferenciação 

40; uPA, ativador de plasminogênio uroquinase; tTG, transglutaminase tipo tecido; EMMPRIN, indutor de 

metaloproteinase de matriz extracelular; MMPs, metaloproteinases de matriz; VEGF, fator de crescimento 

epitelial vascular. Fonte: Adaptado de Shuangli Zhu, 2021 (106). 

 

Níveis aumentados de Ca2+ intracelular ou liberação de Ca2+ pelo retículo 

endoplasmático podem ativar Ca2+ e enzimas dependentes, levando à inibição de translocases 

e ativação de scramblase, proteína responsável pela translocação de fosfolípidos entre duas 

monocamadas de uma bicamada lipídica da membrana celular. Como resultado, a 

fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina anteriormente localizadas no lado interno da 

citomembrana são realocados para o lado externo, e o citoesqueleto de actina permanece 

despolimerizado, promovendo a liberação de MVs (107,108). Além disso, a degradação de 

MVs é controlada por pequenas GTPases, incluindo fatores de ADP-ribosilação (ARFs), 

Rab22a (também conhecido como Rab22) e Rho (109,110). Por exemplo, ARF6 é um 

membro da família ARF de pequenas proteínas de ligação ao GTP, e sua ativação é relevante 

para a reciclagem de MVs e remodelação da actina na camada periférica das células (111). 

Outra molécula, denominada Rab22a, foi relacionada com a formação de MVs e está 

associado ao tráfego de MVs regulado por ARF6 (110,112). As GTPases da família Rho 
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também são importantes mediadoras da produção de MV (113). A ativação de RhoA é 

particularmente eficaz para promover a formação de MVs, e a ativação de RhoA demonstrou 

regular positivamente o gene a jusante ARF6 ou ARF1 (114,115). Assim, RhoA pode acelerar 

indiretamente a ativação de MLCK, levando à liberação de MVs no espaço extracelular (114). 

RhoA também pode ativar quinases contendo bobina enrolada associada a Rho e quinase 

LIM, que promove a contração baseada em actina-miosina para a formação de MVs 

(113,114). Em geral, a inibição do ARF6 ou de seus alvos reduz a liberação de MVs (109).  

 

2.3.2. Transporte de carga e comunicação intercelular 

 

MVs podem transportar várias proteínas, algumas das quais estão presentes em suas 

superfícies, como por exemplo CD40, MMPs, ARF6, indutor de metaloproteinase de matriz 

extracelular (EMMPRIN), membros da família Rho, integrina beta 1, proteína de membrana 3 

associada à vesícula (VAMP-3) (103,116–120). As cargas de MVs incluem enzimas proteicas 

de membrana, receptores de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, lipídios e ácidos 

nucleicos, incluindo miRNAs, DNA genômico e genes oncogênicos conforme demonstrado 

na figura 5 (121–123). 

Adicionalmente, ressalta-se que as MVs são importantes mediadores da comunicação 

intercelular, realizando essa função das seguintes maneiras: 1) entregam proteínas, moléculas 

bioativas e mRNAs às células-alvo; 2) elas se fundem com células-alvo para transferir 

receptores de superfície, além de realizar funções biológicas por meio da ligação entre 

receptores e ligantes; e 3) estimulam células-alvo via ligantes de superfície, funcionando 

como um complexo de sinalização (124). Por exemplo, Melzani e colaboradores, descobriram 

que MVs liberados de melanoma podem expressar FasL em sua superfície, permitindo que 

eles induzam apoptose ligando-se a CD95 em linfócitos T  (125). Este pode ser um 

mecanismo pelo qual as células cancerosas escapam dos linfócitos que se infiltram no tumor. 

  

2.4. RESPOSTA IMUNE TUMORAL 

 

As respostas imunes antitumorais em modelos animais e pacientes com câncer 

contribuíram para o ressurgimento da teoria da imunovigilância (126). Um tumor altamente 
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imunogênico em um indivíduo imunocompetente resultará em estimulação ideal do sistema 

imune inato, levando à produção de citocinas estimuladoras, inflamação aguda, ativação de 

muitas células T e B e eliminação imediata do tumor. Por outro lado, com um tumor com 

menor poder imunogênico e/ou indivíduo pouco responsivo ou imunodeficiente, pode não 

atingir a eliminação completa das CLs e levar à sobrevivência das células cancerígenas que, 

no entanto, permanecem sob vigilância imunológica (127). 

Durante um período prolongado de tempo, o crescimento lento do tumor seria 

acompanhado por ativação repetida do sistema imunológico e eliminação de algumas células 

tumorais, seguido por outros ciclos de crescimento tumoral e destruição imunomediada (127). 

Até o momento, a maioria dos estudos de interações tumor/sistema imunológico foi realizada 

após o diagnóstico do câncer, ou seja, na fase de escape da imunovigilância. Esta fase 

particular é caracterizada pelo aumento de linfócitos Tregs e células supressoras derivadas de 

mieloides (MDSCs), citocinas imunossupressoras, células tumorais, células T efetoras pouco 

funcionais e células que expressam moléculas capazes de inibir a ativação de células T (128–

130). 

Durante a homeostase imunológica, um mecanismo crucial de tolerância periférica é a 

regulação da resposta de células T efetoras por meio de pontos de controle imunológico em 

linfócitos T citotóxicos (LTCs) e células T CD4+ ativadas, visando proteger o tecido de danos 

inflamatórios (131,132). Células T CD4+ que expressam o antígeno CD25 e o Foxp3, 

conhecidas como linfócitos Tregs, inibem as respostas imunes adaptativas principalmente por 

meio da interação com outras subpopulações de células T e células apresentadoras de 

antígenos (133). As duas moléculas de checkpoint mais bem descritas, CTLA-4 e PD-1, 

atuam como reguladores negativos da função das células T e foram associadas à evasão imune 

no câncer (134). 

O envolvimento de PD1 com seu co-receptor, PDL-1 (expresso por outras células 

imunes, células mesenquimais, células vasculares e células cancerosas), resulta na regulação 

negativa da atividade das células T, que inibe suas atividades antitumorais como migração de 

células T, proliferação, secreção de mediadores citotóxicos e restrição da morte celular (135). 

Nos últimos anos, o uso de inibidores de checkpoint imunológico, como anti-PD1 

(pembrolizumab e nivolumab), anti-PD-L1 (MPDL3280A) e anti-CTLA4 (ipilimumab) teve 

um sucesso notável aumentando a resposta antitumoral efetora em diferentes malignidades 

(136). 
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2.5. LINFÓCITOS T REGULATÓRIOS 

 

Os linfócitos Tregs foram inicialmente descritas por Gershon e colaboradores no início 

da década de 1970 e foram chamadas de células T supressoras (137). Cinco anos depois, 

Sehon e colaboradores sugeriram que os linfócitos Tregs regulavam negativamente a 

imunidade tumoral e contribuíam para o crescimento tumoral em camundongos (138). Após 

mais cinco anos, North e colaboradores publicaram uma série de experimentos fornecendo 

evidências de que as células T CD4+ CD25+ de camundongos portadores de tumor inibiam a 

rejeição do tumor, indicando a existência de células T supressoras de tumor (139–141). Esses 

estudos pioneiros estabeleceram o campo dos linfócitos Tregs na imunologia tumoral. 

Ao longo dos últimos anos, várias populações de linfócitos Tregs fenotipicamente 

distintas foram sugeridas (142–149). Os linfócitos Tregs são amplamente considerados como 

os mediadores primários da tolerância periférica, sendo responsável por manter a homeostase 

imunológica, prevenir a autoimunidade e moderar a inflamação induzida por patógenos e 

antígenos ambientais. Além disso, os linfócitos Tregs também podem ser “induzidos”, 

“adaptados” ou “convertidos” a partir de células T efetoras durante processos inflamatórios 

em tecidos periféricos, ou geradas experimentalmente como possível ação terapêutica (150–

152).  

Os linfócitos Tregs induzidas por TGF-β (iTregs) são células que participam de 

respostas regulatórias a antígenos ambientais e, portanto, parecem ser uma maneira pela qual 

o sistema imunológico expande muito seu repertório de células regulatórias. Embora elas não 

tenham a “assinatura” molecular completa dos linfócitos Tregs naturais (nTregs), são 

derivadas do timo e diferem funcionalmente destas últimas, por elas demonstrarem ser 

totalmente capazes de desempenhar sua função reguladora em diferentes cenários de estudo, 

seja em modelos murinos ou em humanos (153–156). Os nTregs derivadas do timo e iTregs 

podem se diferenciar na periferia e migrar para o microambiente tumoral. (128).  

Os linfócitos Tregs exercem sua ação supressora sobre diversas células do sistema 

imune inato e adaptativo, incluindo macrófagos, DCs, neutrófilos, células NK, células B, 

células T CD4+ e células T citotóxicas CD8+ (157,158). Para alcançar a regulação da resposta 

imune, os Tregs empregam uma variedade de mecanismos imunossupressores, como ilustrado 

na Figura 6. Esses mecanismos incluem: (A) interação e supressão de APCs; (B) liberação de 

VEs; (C) produção de citocinas imunossupressoras, tais como TGF-β, IL-10 e IL-35; (D) 
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indução de citólise das células T efetoras por granzimas e perforinas; (E) perturbações 

metabólicas envolvendo CD25 (receptor alfa de IL-2) (158–166). 

 

 

Figura 6. Diferentes mecanismos de imunossupressão pelos linfócitos Treg. Vários mecanismos incluem (A) 

supressão de células dendríticas (DCs) para modular sua maturação e função via CTLA4 e LAG3, (B) liberação 

de vesículas extracelulares (EVs), (C) secreção de citocinas imunorreguladoras supressivas, como TGF-β, IL-10 

e IL-35, (D) citólise celular mediada por granzima/perforina e (E) perturbações metabólicas envolvendo privação 

de citocinas dependente de CD25, geração de adenosina pelas ectoenzimas CD39 e CD73 e inibição mediada por 

c-AMP. Abreviações: CTLA4, proteína 4 associada ao linfócito T citotóxico; LAG3, gene 3 de ativação de 

linfócitos; IDO, indolamina 2,3-dioxigenase; ATP, adenosina trifosfato; AMP, adenosina monofosfato. Fonte: 

Adaptado de Grover; Goel e Greene, 2021 (167). 

 

Adicionalmente, evidências demonstraram que a imunossupressão mediada por 

linfócitos Tregs é um dos mecanismos cruciais de imunoevasão tumoral e o principal 

obstáculo para o sucesso da imunoterapia tumoral (168–171). Assim, elas podem limitar a 

imunidade antitumoral e também podem bloquear respostas benéficas (172). Além do tráfico, 

diferenciação e expansão dos linfócitos Tregs, estas podem estar presentes em um tumor 

como resultado da conversão de células T CD4+ CD25- (153,173–175). Nesse contexto, três 
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citocinas inibitórias apresentam-se como mediadores chaves da função dos linfócitos Tregs, 

que são IL-10, IL-35 e TGF-β (162). 

O TGF-β além de um marcador intracelular chave é também um fator crucial de 

desenvolvimento e funcional para linfócitos Tregs CD4+CD25+, pois desempenha um papel 

positivo importante na homeostase dos linfócitos Tregs envolvendo geração e sobrevivência 

desse subconjunto (174,176,185,186,177–184). Ao mesmo modo, a IL-2 possui função 

essencial na homeostase e função dos linfócitos Tregs, pois na ausência dessa citocina, os 

linfócitos Tregs não conseguem sobreviver ou expandir seu número no timo e na periferia, 

ficando restritas também de suprimir a proliferação de células T (173,187–193).  

Além disso, o TGF-β está presente em concentrações elevadas no microambiente 

tumoral e pode mediar a conversão de células T CD4+CD25- (153,174,194). Da mesma forma, 

a IL-10 é frequentemente encontrada no microambiente tumoral, onde suporta a diferenciação 

de linfócitos Tregs CD4+ IL-10+TGF-β+ e induz linfócitos iTregs (142,170,195,196). Estudos 

demonstraram que estimulando células T CD4+ naives na presença de IL-10, IFN-α ou uma 

combinação de IL-4 e IL-10, um subconjunto de linfócitos iTreg pode ser gerado in vitro 

(142,197). Curiosamente, a MO é o compartimento que abriga a quantidade mais elevada de 

linfócitos Tregs CD4⁺CD25hiFoxP3+ (198). Nisso, os linfócitos Tregs podem ser recrutados e 

explorados por CLs para evitar a imunovigilância. 

Li e colaboradores em 2007 encontraram expressão aumentada de Foxp3+ em 

linfócitos Tregs no sangue periférico de pacientes pediátricos com LLA antes do tratamento 

quimioterápico, em relação a voluntários saudáveis e pacientes em remissão (199). Além 

disso, células CD4+CD25+CD127- aumentadas na circulação foram observados na LLA em 

pacientes ao diagnóstico e após a remissão em relação ao grupo controle, e curiosamente o 

número de linfócitos Tregs diminuiu com a ocorrência de remissão (200). 

Bhattacharya e colaboradores em 2014, investigaram o papel e a regulação dos 

linfócitos Tregs em pacientes pediátricos com LLA-B e os resultados indicaram um menor 

número de células CD4+CD25+ coexpressando mais FoxP3, IL-10, TGF-β e CD152/CTLA-4 

do que nos voluntários saudáveis. Tais propriedades imunorregulatórias elevadas podem 

potencializar a capacidade supressora das Tregs na LLA, aumentando assim a gravidade da 

doença (24). Além disso, Darwish e colaboradores em 2015, em estudo avaliando o SP de 

pacientes com LLA revelaram que o número absoluto de células CD4+CD25+ elevado após a 

indução da remissão foi muito menor em comparação ao momento do diagnóstico (201). 
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Posteriormente em 2016, Idris e colaboradores, observaram em sua pesquisa aumento 

significativo dos níveis de linfócitos Tregs na circulação e no compartimento medular de 

pacientes pediátricos e adultos com LLA-B (202). No mesmo ano, estudo realizado por Salem 

e colaboradores, também encontraram um número elevado de linfócitos Tregs na circulação 

de pacientes pediátricos com LLA quando comparado ao grupo controle (crianças saudáveis) 

e, de maneira similar aos estudos anteriores, a contagem de linfócitos Tregs estava mais 

elevada no momento do diagnóstico, exibindo uma diminuição ao final da quimioterapia 

(203). 

Os linfócitos Tregs demonstraram liberar VEs, em especial MVs e EXOs, que 

entregam mensagens supressivas para as células-alvo, permitindo a comunicação intercelular 

independente do contato célula-a-célula (23,204–207). A natureza supressora das VEs 

derivadas de linfócitos Tregs, tem sido atribuída especialmente ao CD73, uma ectoenzima que 

catalisa a geração de adenosina, um nucleosídeo altamente imunossupressor (205). EXOs 

CD73+ desempenham funções imunossupressoras através da geração de adenosina e a perda 

desse marcador demonstrou ser capaz de reverter seu potencial supressor (180,205,208). 

Além disso, os linfócitos Tregs secretam EXOs com mais moléculas de membrana em 

comparação com outros subtipos de células T (205). Nisso, os EXOs derivados de linfócitos 

Tregs desempenham papéis imunossupressores nas células-alvo, transmitindo suas cargas 

imunossupressoras (209). 

Estudo demonstraram que os linfócitos Tregs de ocorrência natural liberam EXOs que 

suprimem as células patogênicas Th1 na colite murina através da transferência de microRNAs 

(miRNAs) (23). Além disso, EXOs derivados de linfócitos Tregs reduziram o infarto do 

miocárdio e reprimiram a apoptose de células miocárdicas em camundongos com infarto 

agudo do miocárdio, e ao mesmo tempo foram capazes de suprimir a expressão de marcadores 

de macrófagos M1 promovendo a expressão de marcadores de fenótipo M2 em tecidos 

miocárdicos e células RAW264 (210). No contexto das leucemias, EXOs isolados de 

pacientes com LLA demonstraram ser capazes de alterar o perfil das células T em direção a 

um fenótipo regulatório, aumentando a expressão de FOXP3 e citocinas imunossupressoras, 

incluindo TGF-β e IL-10 (211).  

Estudos recentes também observaram que algumas citocinas estão contidas em EXOs 

derivados de linfócitos Tregs, como a IL-4, IL-10 e IL-35 (212,213). A IL-35 exossomal é 

relatada como alvo de células T e B para induzir tolerância periférica (209,214). A ativação 
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do TCR de linfócitos Tregs resulta na liberação de VEs capazes de suprimir a proliferação de 

células T e alterar seu perfil de citocinas em favor da secreção de IL-4 e IL-10 (213). VEs-

Treg foram capazes de diminuir a concentração de IL-6, enquanto aumentavam a produção de 

IL-4 e IL-10, ao diminuir a IL-6 é possível que as VEs-Treg impeçam a diferenciação de 

células Th17 e promovam o desenvolvimento de linfócitos Tregs imunossupressores (213). A 

IL-6 é conhecida por atuar em conjunto com o TGF-β para causar degradação de FoxP3 e 

promover a diferenciação de células T CD4+ naives em células Th17 pró-inflamatórias 

(215,216). 

Além disso, as VEs derivados de linfócitos Tregs exercem suas funções supressoras 

via miRNAs ao inibir a proliferação celular e a liberação de citocinas de células Th1 

(217,218). Nesse contexto, os EXOs de linfócitos Tregs foram estudados até certo ponto, 

todos os quais tem relatado suas funções imunossupressoras (219). Além disso, o miRNA 

exossomal de linfócitos Tregs inibe fortemente a atividade das células Th1 pela inibição da 

produção de IFN-γ mediada por COX-2 (217). 

 

2.6. CITOCINAS IMUNOSSUPRESSORAS 

2.6.1. TGF-β 

 

O fator de crescimento transformador-β (TGF-β) é uma citocina da família de fatores 

de crescimento e diferenciação, que é codificado por 33 genes em mamíferos e compreende 

homo e heterodímeros (220). A superfamília do TGF-β controla vários mecanismos de 

sinalização que fundamentam todos os processos biológicos, desde o desenvolvimento e 

homeostase, até a reprodução e o reparo de danos teciduais (221). O TGF-β é necessário para 

o desenvolvimento e diferenciação de linfócitos iTreg e têm sido o foco de muitos estudos nos 

últimos anos, especialmente por contribuir para o desenvolvimento de um microambiente 

tumoral altamente imunossupressor (222,223).  

No melanoma, o TGF-β foi capaz de impedir a proliferação e a infiltração intratumoral 

de células T CD4+ e T CD8+ efetoras e reduzir a concentração de IFN-γ pela regulação 

positiva da expressão de PD-1 (224). Yu e colaboradores mostraram que o TGF-β secretado 

por células tumorais foi inversamente correlacionado com a frequência de células T CD8+ no 

nicho tumoral e está associado a um pior prognóstico em pacientes com câncer de mama 
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(225). Uma maior expressão de TGF-β também apresentou uma correlação inversa com a 

infiltração de células T CD8+ em pacientes com câncer de pulmão, indicando que a 

modificação da expressão de TGF-β pode ser um preditor da resposta terapêutica ao 

medicamento nivolumab (226). O TGF-β não apenas modifica a plasticidade das células T 

CD8+ no microambiente tumoral, mas também as torna mais propensas à imunossupressão, 

especialmente quando consideramos o aumento da ativação das células T pelo co-receptor 

CD8 (227). 

Curiosamente, estudos realizados em pacientes idosos com Leucemia Mieloblástica 

Aguda (LMA) demonstraram que concentrações de TGF-β exibiam um papel positivo e 

importante na supressão de CLs, sendo capaz de reduzir a capacidade de autorrenovação e 

inibir a proliferação dessas células malignas (228–231). Além disso, em CLs o TGF-β exerce 

ações inibitórias em uma variedade de fatores de crescimento e sobrevivência, incluindo IL-1, 

IL-3, IL-6, GM-CSF e SCF (229,232–235). Outro ponto importante é que, uma vez que o 

TGF-β tem sua expressão reduzida e a sua sinalização desregulada a leucemogênese é 

intensificada (231,236,237).  Por fim, estudos realizados em pacientes com LLA, 

demonstraram concentrações diminuídas de TGF-β em comparação ao grupo controle (238). 

 

2.6.2. IL-10 

 

A IL-10 é a citocina com propriedades anti-inflamatórias mais importante, sendo 

considerada o regulador chave da resposta imune (239,240). A IL-10 apresenta uma estrutura 

de homodímero, composta por dois monômeros ligados de forma não covalente onde dentro 

do monômero, existem duas pontes dissulfeto (C30-C126 e C80-C132) que são essenciais 

para manter a estrutura e a atividade biológica desta citocina (239,241). Por conseguinte, a IL-

10 é produzida por células imunes ativadas, em particular monócitos/macrófagos e 

subconjuntos de células T, incluindo linfócitos Tregs e iTreg (242–244).  

A atuação da IL-10 ocorre através de um complexo receptor transmembranar (IL-

10R), que é composto por IL-10R1 e IL-10R2 com capacidade de regulação das funções de 

muitas células imunes. Em monócitos/macrófagos por exemplo, a IL-10 diminui a produção 

de mediadores inflamatórios e inibe a apresentação de antígenos, embora aumente sua 

captação de antígenos (239). Além disso, a relevância fisiológica especial desta citocina 
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reside na prevenção e limitação de reações imunes específicas e inespecíficas e 

consequentemente, de danos nos tecidos (239).  

A superexpressão de IL-10 ou seu receptor (IL-10R) foi observada em várias doenças 

malignas hematológicas, incluindo leucemia (245–248). A IL-10 tem a capacidade de 

promover a sobrevivência e a evasão imunológica das células leucêmicas, ao mesmo tempo 

que diminui as respostas antitumorais no microambiente da leucemia, como demonstrado na 

Figura 7 (246,247,249–254). Além disso, a IL-10 é secretada por células cancerígenas e 

exerce seus efeitos supressores em outras células imunes efetoras, incluindo células 

citotóxicas TCD8+ e NK (170,171). Nesse sentido, a ativação da resposta antitumoral através 

do bloqueio terapêutico da IL-10 demonstrou ter um efeito positivo na resposta imune 

mediada por células T CD8+ e células NK (172,173).  

 

 

Figura 7. Efeitos da IL-10 no microambiente da leucemia. A IL-10 desempenha um papel importante na 

proliferação de células leucêmicas, ao mesmo tempo que diminui as respostas citotóxicas. A mediação pela 

sinalização autócrina de IL-10R, apoia a sobrevivência e o escape imunológico de células leucêmicas (regulação 

negativa do MHC-I, por exemplo), bem como reduz a capacidade da APC de estimular células T por meio da 

regulação negativa de moléculas estimuladoras (MHC-II e CD80/CD86, por exemplo). Além disso, as respostas 

antitumorais são fortemente reduzidas pela regulação positiva de checkpoints imunológicos (como PD1-PDL1 e 

CTLA4) que inibem as funções efetoras das células T e NK, levando à apoptose como consequência da alta 

presença de IL-10, que é fortemente produzida por linfócitos Treg e pelas próprias células leucêmicas. 

Abreviações: APC - célula apresentadora de antígeno; LTC - linfócitos T citotóxicos; CTLA4 - antígeno 4 de 

linfócitos T citotóxicos; CXCR4 - receptor 4 de quimiocina CXC; IL-10R - receptor de interleucina-10; CLs - 

células leucêmicas; MHC - complexo principal de histocompatibilidade; NK – assassino natural; PD1 - morte 
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celular programada 1; PDL1 - ligante 1 de morte celular programada 1; TCR- receptor de células T; Th1 - T 

ajudante 1. Fonte: Adaptado de Silva et al., 2023  (255). 

 

No câncer de mama, o bloqueio terapêutico da sinalização do receptor de IL-10 

contribuiu para o aumento da resposta antitumoral mediada por células T CD8+ em pacientes 

em tratamento quimioterápicos com paclitaxel e carboplatina (174). Alguns estudos 

demonstraram uma correlação inversa entre células T CD8+ e concentrações elevadas de IL-

10 no microambiente tumoral, assim como uma associação com um pior prognóstico 

(175,176). Em pacientes com LMA, observa-se uma elevação da concentração de IL-10 no 

sangue, o que levanta a questão de seu papel na doença (256). No entanto, as medições da IL-

10 foram feitas com a doença já presente. Além disso, a IL-10 pode ser aumentada à medida 

que o câncer progride, tornando a questão mais complexa (257). 

Curiosamente, estudos realizado por Correa e colaboradores, indicaram concentrações 

elevadas de IL-10 em pacientes com LMA foram associados a maiores taxas de sobrevivência 

e melhores taxas de resposta à quimioterapia (230). Por outro lado, no sangue periférico de 

pacientes pediátricos com LLA, a concentração de IL-10 encontra-se elevado quando 

comparado ao grupo controle, e a partir dessa alta liberação de IL-10, os linfócitos Tregs com 

alta atividade imunossupressora passam a promover um ambiente anti-inflamatório a favor da 

progressão da LLA (238,258,259). 

 

2.7. LINFÓCITOS Treg, MVs E CITOCINAS COMO BIOMARCADORES 

IMUNOLÓGICOS 

 

Os linfócitos T regulatórios (Treg) são células importantes na regulação do sistema 

imunológico, responsáveis por manter a homeostase, prevenir reações imunológicas autólogas 

e hiperinflamação causada por patógenos e antígenos ambientais (167). Em pacientes com 

LLA, foi observado que a frequência de linfócitos Treg (CD4+CD25+CD127-) diminui após a 

remissão da doença (200). Além disso, estudo realizado por Bhattacharya et al., em pacientes 

com LLA-B identificaram um menor número de células CD4+CD25+, no entanto, 

coexpressando mais FoxP3, IL-10, TGF-β e CD152/CTLA-4 do que o grupo controle (24). 

Tais dados indicam que as propriedades imunossupressoras dos linfócitos Treg são 

potencializados na LLA, de maneira a contribuir para a gravidade da doença.  
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Para modular a resposta imune, os linfócitos Tregs empregam uma variedade de 

mecanismos imunossupressores incluindo a liberação de vesículas extracelulares (VEs), 

produção de citocinas imunossupressoras, como TGF-β, IL-10 e IL-35 (163–171).  As MVS 

um subconjunto de VEs tem sido explorados devido à característica de conter um subconjunto 

de moléculas e antígenos específicos da célula parental, podendo desempenhar um papel 

como biomarcador (260). Além disso, verifica-se que a liberação de MVs é substancialmente 

maior durante a progressão do câncer, refletindo em altos níveis em fluidos biológicos, tanto 

em neoplasias sólidas, como em neoplasias hematológicas (261,262).  

Notavelmente, foi demonstrado que o desequilíbrio do sistema imunológico está 

envolvido na patogênese da LLA (263). Com isso, estudos têm relatado um desequilíbrio nas 

concentrações de moléculas imunológicas solúveis, incluindo citocinas, que podem contribuir 

para um estado de imunossupressão celular, contribuindo para sobrevivência e proliferação de 

células leucêmicas (24,264,265). Magalhães-Gama e colaboradores verificaram que a medula 

óssea dos pacientes com LLA-B no momento do diagnóstico apresenta um desequilíbrio nas 

concentrações de quimiocinas e citocinas associado à presença de CLs caracterizado por um 

perfil anti-inflamatório. Contudo, ao D35 (final da terapia de indução da remissão) com a 

eliminação ou redução expressiva do número de blastos, observa-se a inclinação para um 

perfil pró-inflamatório, com aumento de citocinas do perfil Th1 e Th17, indicando a 

recuperação da resposta imune inflamatória (266).  

Por conseguinte, Kerr e colaboradores, demonstraram em seu estudo avaliando o 

microambiente medular de pacientes pediátricos com LLA-B em terapia de indução, que a 

concentração aumentada de CCL5, IFN-γ e IL-2 ao diagnóstico foram associados ao subgrupo 

de baixo risco e doença residual mensurável negativa (DRM(-)), enquanto CCL2 foi 

identificado como um biomarcador de pior prognóstico, sendo associado aos pacientes 

estratificados no subgrupo de alto risco e com doença residual mensurável positiva (DRM(+)),  

sugerindo a necessidade de intervenções terapêuticas alternativas e adjuvantes que aumentem 

a eficácia da terapia de indução (267). 

Assim, a busca por novos biomarcadores é necessária, visando realizar um melhor 

acompanhamento e monitoramento nos pacientes pediátricos com LLA-B durante a terapia de 

indução. Com isso, um dos métodos de buscar indicadores prognósticos pode ser realizado 

através da avalição de componentes e moléculas associadas a complexa rede imunológica 

leucêmica, na circulação e, especialmente no compartimento medular, uma vez que podem 
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estar intimamente associadas a progressão neoplásica e resposta imunológica, refletindo dessa 

forma a piora ou recuperação do paciente. 
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3. RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

 

Mundialmente a LLA possui grande importância por ser a neoplasia pediátrica de 

maior ocorrência e com altas taxas de sobrevida geral a longo prazo, sendo importante levar 

em consideração que uma melhora significativa na taxa de sobrevida ocorreu a partir da 

classificação dos pacientes em grupos de risco, com base em fatores prognósticos e ajustes no 

tratamento utilizado (268). Dentre os indicadores prognósticos, a avaliação de DRM durante o 

tratamento, tem sido muito importante para a melhora e êxito terapêutico em pacientes 

portadores de LLA-B, servindo como uma ferramenta de preditora de recaídas após a 

quimioterapia de indução, uma vez que as CLs residuais são capazes de repovoar a MO (269). 

Apesar do aumento na taxa de sobrevida, a recaída e a morbidade ocasionada pelo 

tratamento quimioterápico ainda se apresentam como fatores importantes, por acometer uma 

parcela significativa de crianças. Nesse sentido, a identificação de biomarcadores preditivos 

de resposta terapêutica durante a terapia de indução pode contribuir para um tratamento mais 

assertivo, fornecendo informações importantes que indique a necessidade de possíveis ajustes 

no regime quimioterápico, resultando em melhores desfechos clínicos. 

Nesse contexto, os linfócitos Treg ganham destaque, sendo uma subpopulação com 

propriedades imunossupressoras. Essas células desempenham um papel crucial na supressão 

da resposta imune antitumoral, secretando citocinas imunossupressoras e interagindo com 

outras células do sistema imune. O microambiente tumoral criado por essas interações 

favorece a progressão do câncer, onde as microvesículas liberadas por essas células atuam 

como mensageiros intercelulares, com propriedades imunossupressoras que podem moldar o 

microambiente tumoral e influenciar a resposta imune. 

Portanto, a compreensão do papel dessas microvesículas e mediadores 

imunossupressores dos linfócitos Treg no câncer, representa uma área crucial de pesquisa, 

abrindo novas possibilidades no desenvolvimento de abordagens terapêuticas inovadoras, a 

partir de estudos com foco no comportamento e efeitos desses mediadores nas células do 

sistema imune. Podendo assim, direcionar o desenvolvimento de estratégias para reverter a 

imunossupressão associada ao câncer. Sendo essa, uma das abordagens promissoras com 

potencial efeito de melhorar significativamente os resultados clínicos e a qualidade de vida 

dos pacientes com LLA. 
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4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo geral 

   

Caracterizar o perfil de Linfócitos T regulatórios, microvesículas e citocinas 

imunossupressoras em pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B. 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

● Descrever o perfil clínico-hematológico dos pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B; 

● Avaliar o perfil de Linfócitos T regulatórios dos pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B; 

● Caracterizar o perfil de Microvesículas circulantes derivadas de Linfócitos T 

regulatórios em pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células 

B; 

● Quantificar a concentração de TGF-β e IL-10 em pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B; 

● Investigar a correlação entre o perfil de Linfócitos T regulatórios, microvesículas 

circulantes, e a concentração de TGF-β e IL-10 com a presença de doença residual 

mensurável durante a quimioterapia de remissão. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1. Aspectos éticos 

 

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e 

moleculares envolvidos na resposta imunológica de pacientes com Leucemia Linfoblástica 

Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognóstico e terapêutica” aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação HEMOAM, sob número de parecer 

4.982.395, CAAE 51257921.2.0000.0009. 

 

5.2. Tipo e Área de estudo 

 

Trata-se de um estudo descritivo, do tipo longitudinal prospectivo para caracterização 

do perfil de Linfócitos T regulatórios, microvesículas e citocinas imunossupressoras em 

pacientes pediátricos recém-diagnosticados com LLA-B. O estudo foi desenvolvido na 

Fundação HEMOAM em parceria com a Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor 

Vieira Dourado (FMT-HVD). 

 

5.3. População de estudo 

 

A população do estudo foi composta por pacientes atendidos no serviço de 

hematologia pediátrica na Fundação HEMOAM, com diagnóstico de LLA-B e obtida por 

demanda espontânea no período de agosto de 2021 a julho de 2023. Além dos pacientes, 

foram recrutadas crianças (sem leucemia) atendidas na triagem clínica da Fundação 

HEMOAM, que realizaram o hemograma para investigação de anemia, cujo resultado não 

apresentou alterações na série leucocitária. 

 

5.4. Critérios de inclusão, não inclusão e exclusão 

 

Os critérios de inclusão utilizados para o grupo caso foram: pacientes com LLA- B 

comum de novo, admitidos no Serviço de Hematologia Pediátrica da Fundação HEMOAM, 

com idade inferior a 18 anos, tratados com o Protocolo GBTLI LLA-2009 e BFM-2009. Para 

o grupo controle foram definidos como critérios de inclusão: idade inferior a 18 anos, sem 
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alterações no hemograma e sem infecção prévia há menos de 04 semanas. Não foram 

incluídos no estudo crianças com doença inflamatória aguda e crônica conhecida ou com 

distúrbio autoimune e recusa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e 

Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE), para as crianças alfabetizadas de 6 a 

menores de 18 anos. Amostras insuficientes para realização dos ensaios foi adotado como 

critério de exclusão, para ambos os grupos.  

 

5.5. Obtenção e seleção das amostras 

 

Para este estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico (SP) de pacientes com 

LLA-B e de crianças saudáveis (grupo controle), armazenadas no biorrepositório do 

laboratório multidisciplinar da Fundação HEMOAM. As quais foram obtidas através de 

punção venosa (procedimentos de rotina para estes pacientes). As coletas foram realizadas em 

4 momentos da terapia de indução da remissão, referidos como: dia do diagnóstico (D0), 

oitavo dia da terapia de indução (D8), décimo quinto dia da terapia de indução (D15), final da 

terapia de indução (D35). 

A equipe médica da Fundação HEMOAM coletou 3mL de sangue periférico, 

distribuindo-o em tubos específicos: um contendo EDTA para análise do hemograma e 

imunofenotipagem por citometria de fluxo (1 ml), e outro com separador de soro para 

avaliação das citocinas e microvesículas (2 ml). Além disso, teve-se a coleta de sangue 

periférico de crianças saudáveis em tempo único para compor o grupo controle. Inicialmente, 

as amostras foram submetidas a exames de rotina no Laboratório de Marcadores Celulares e 

depois encaminhadas ao Laboratório Multidisciplinar, onde receberam um código de projeto. 

As amostras coletadas em tubo EDTA foram utilizadas para análise de linfócitos Treg, 

enquanto as coletadas em tubo separador de soro foram destinadas à quantificação de MVs-

Treg e citocinas. O soro foi transferido para criotubos e armazenado a -80ºC no 

biorrepositório. A partir das amostras armazenadas no biorrepositório, foram selecionadas 

amostras de SP (D0, D8, D15 e D35) de 20 pacientes; e amostras de SP (Tempo único) de 20 

crianças sem leucemia para compor o grupo de controle, conforme o fluxo demonstrado na 

figura 8.  

 



51 
 
 

 

 

Figura 8. Fluxograma de trabalho do estudo. Demonstração detalhada das etapas de obtenção e seleção das 

amostras utilizadas para os respectivos ensaios. 

 

5.6.Imunofenotipagem de linfócitos T regulatórios  

 

As amostras dos pacientes e grupo controle foram utilizadas para a realização da 

imunofenotipagem por citometria de Fluxo, seguindo o protocolo (Anexo II). Os linfócitos 

Tregs foram marcados com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se ligam 
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aos clusters of differentiation (CDs), marcadores de superfície e intracelulares específicos 

expressos pelos linfócitos Tregs, conforme observado na Tabela 3.  

Tabela 3. Painel para imunofenotipagem de linfócitos Treg. 

Tubo

s 

Parâmetros FITC PE PerCP APC 

1 Controle (-) - - - - 

2 Linfócitos Treg CD25 CD4 CD3 Foxp3 

 

Posteriormente, a aquisição das amostras foi realizada com Citômetro de Fluxo 

FACSCalibur da Fundação HEMOAM. Sendo realizado a identificação dos Linfócitos Treg 

(CD4+CD25+FoxP3+) no programa FlowJo (v9.4) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Identificação dos Linfócitos Treg (CD4+CD25+FoxP3+). Para a identificação dos linfócitos T 

regulatórios (Treg), iniciou-se a análise com um gráfico de SSC x FSC, seguido pela criação de uma "gate" na 

região correspondente aos linfócitos totais. Em seguida, foi gerado um gráfico de SSC x CD4 PE, seguido pela 

construção de um gráfico CD25 FITC x FoxP3 AF647 utilizando a população de LTCD4+. A população positiva 

para CD4+CD25+FoxP3+ foi selecionada, conferindo a caracterização precisa dos linfócitos Treg. 
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5.7. Imunofenotipagem de MVs-Treg 

 

As amostras selecionadas foram utilizadas para a caracterização de MVs, realizada na 

Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), seguindo o 

protocolo de purificação e imunofenotipagem de microvesículas (Anexo III) que foi 

padronizado de acordo com o protocolo do Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores 

(GIPB) coordenado pelo Dr. Olindo Assis Martins Filho e Dra. Andréa Teixeira Carvalho. 

  Inicialmente, as amostras de soro derivadas de SP foram descongeladas em banho-

maria a 36°C, e aliquotadas em tubos tipo eppendorfs que foram centrifugados a 13.000 rpm 

por 5 minutos em Temperatura Ambiente (TA). Em paralelo, para cada anticorpo presente no 

painel, foi retirado uma alíquota de 30µl, a qual foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos. 

Posteriormente as amostras foram tratadas com tampão citrato-heparina, e novamente 

centrifugadas a 15.000 rpm por 90 min a 15°C, por conseguinte o sobrenadante foi retirado, e 

então os pellets foram ressuspendidos em 100 µl de tampão anexina, e distribuídos em tubos 

tipo eppendorfs contendo os anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se ligam 

aos marcadores de superfície específicos presentes nas populações de MVs (Tabela 4). 

Posteriormente, as amostras foram incubadas por 30 minutos ao abrigo de luz em TA. Ao 

final da incubação, foram aplicados 300 µl de tampão de ligação de anexina. 

 

 Tabela 4. Painel para imunofenotipagem de MVs-Treg. 

Tubo MVs FITC PE PerCP APC 

1 Controle (Anexina V) Anex V - - - 

2 MVs-Treg Anex V CD152 CD4 CD25 

 

A aquisição das amostras foi realizada no citômetro de fluxo CytoFLEX (Beckman 

Coulter), equipamento altamente sensível que permite a detecção e caracterização de MVs 

numa escala de 100-900nm através da utilização de microesferas sintéticas de calibração 

denominadas Gigamix. Estas microesferas possuem tamanhos definidos (100nm; 160nm; 

200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) e foram utilizadas como referência para 

caracterização de MVs (Figura 10). 
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Figura 10. Identificação das MVs-Treg (Anex V+CD4+CD25+CD152+). Como estratégia para detecção das 

MVs-Tregs nas amostras estudadas, foi utilizado as Gigamix (microesferas de 100nm; 160nm; 200nm; 240nm; 

300nm; 500nm; 900nm). Em seguida, definimos uma região nomeada MP Gate. Os seguintes histogramas e 

dotplots foram adicionados na região MP Gate, e partir desta região foram analisadas as MVs-Treg do estudo. 

 

5.8.Quantificação de citocinas imunossupressoras 

 

A quantificação das citocinas imunossupressoras foi realizada ao D0, D8, D15, D35 da 

quimioterapia de remissão para os pacientes com LLA-B e nas amostras do grupo controle. 

Para a dosagem da citocina TGF-β, foi utilizado o imunoensaio com o Kit ProQuantum™ 

Human LAP/TGFβ (Cat. N° A45730, Lot. 360114-002, marca Thermo Fisher Scientific). A 

quantificação da citocina IL-10 foi realizada através do método Cytometric Bead Array 

(CBA) com o kit CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (Cat. N° 560484, Lot. 5030932, BD® 

Biosciences, San Diego, CA, USA). Ambas as metodologias seguiram as diretrizes técnicas e 

protocolos descritos pelos fabricantes.  
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5.9.Obtenção dos dados clínicos e hematológicos 

 

Os dados clínico-hematológicos foram coletados a partir de registros do laboratório de 

marcadores celulares e dos prontuários da Fundação HEMOAM, através do Setor de 

atendimento médico e estatístico (SAME), sistema iDoctor e setor de estatística. As variáveis 

coletadas, foram: idade, sexo, dados do hemograma e mielograma, avaliação de doença 

residual mensurável (DRM) e óbito durante a quimioterapia de remissão. 

 

5.10. Análise descritiva e estatística 

 

Os dados clínico-hematológicos dos pacientes foram apresentados em formas de 

tabelas, elaboradas com o programa Microsoft Excel. Os resultados obtidos na 

imunofenotipagem celular e de MVs foram analisados através do software FlowJo (v.10). 

Para elaboração das análises descritivas e estatísticas convencionais foi utilizado o software 

GraphPad Prism (v.8.0.2). Inicialmente foram realizados testes para verificar normalidade dos 

dados através do teste de Shapiro-Wilk. As comparações de valores entre dois grupos de 

dados foram realizadas com T student ou Mann-Whitney, enquanto para as comparações das 

variáveis com três ou mais grupos, foi realizada por meio dos testes ANOVA One-way ou 

Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste de Tukey ou Dunn's, para múltiplas comparações entre 

os grupos. Os níveis de significância estatística definidos em ambos os casos foram de 

p<0,05. Além disso, foram construídas Redes Integrativas para demonstração das interações 

complexas entre os linfócitos Treg, MVs-Treg e citocinas avaliadas no estudo, utilizando o 

software Cytoscape (v.3.0.3). As correlações positivas e negativas são consideradas 

significativas quando p <0,05. O índice de correlação (r) foi utilizado para categorizar a força 

de correlação como fraca (r≤0,35), moderada (r≥0,36 a r≤0,67) ou forte (r≥0,68). 



56 
 
 

RESULTADOS 



57 
 
 

6. RESULTADOS 

 

6.1. CAPÍTULO I - Publicação do Artigo de revisão 

 

A dual-role for IL-10: From leukemogenesis to the tumor progression in acute 

lymphoblastic leukemia. Cytokine. 2023 Nov; 171:156371. 

DOI: 10.1016/j.cyto.2023.156371 
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6.2. CAPÍTULO II - Dados obtidos através dos experimentos do estudo 

 

6.2.1. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os pacientes com LLA-B apresentaram idade mediana de 6 (IQR 4-8), enquanto a 

mediana de idade do GC foi de 3 (IQR 2-9) anos. O sexo masculino foi predominante nos 

pacientes com LLA-B, com 14/20, enquanto o GC foi composto por 9 crianças do sexo 

masculino e 11 do sexo feminino, conforme observado na Tabela 5. Pacientes com LLA-B 

apresentaram uma diminuição significativa de neutrófilos, monócitos, hemoglobina e 

plaquetas em comparação ao GC, refletindo a usual tríade da leucemia, caracterizada por 

anemia, neutropenia e trombocitopenia (3). Além disso, os pacientes com LLA-B 

apresentaram aumento no número de leucócitos totais quando comparado ao GC. 

 

Tabela 5. Dados demográficos hematológicos da população do estudo. 

Características 

 CG LLA-B  

p-value  
(n= 20) (n= 20) 

Idade (anos), mediana (IQR) 
 

3 (2-9)  6 (4-8)  

Sexo, (masculino/feminino) 
 

9M/11F  14M/6F 
 

Leucócitos totais (x10
3

/uL), mediana (IQR) 

 

 

 8.045 

(7.590-9.973)  
8.810 

(4.458-17.565) 
0,1964 

Linfoblastos ABS [%], mediana (IQR) 

 

 
  

6.289 [62%] 

(1.908-13.610)  

Neutrófilos (x10
3

/uL), mediana (IQR) 

 

 

 3.43 

(3.07-4.80) 
 

0.46 

(0.23-0.98) 
<0,0001 

Linfócitos (x10
3

/uL), mediana (IQR) 

 

 

 3.43 

(3.03-4.46) 
 

2.70 

(1.62-5.00) 
0,2665 

Monócitos (x10
3

/uL), mediana (IQR) 

 

 

 0.38 

(0.28-0.48) 
 

0.06 

(0.00-0.24) 
0,0128 

Hemoglobina (g/dL), mediana (IQR) 

 

 

 13.1 

(12.2-13.6) 
 

8.2 

(5.6-9.7) 
<0,0001 

Plaquetas (x10
3

/uL), mediana (IQR) 

 

 379 

(308-444) 
 

36 

(21-93) 
<0,0001 

Valores de referência: Leucócitos: 5.2 – 12.4 x10³/µL; Neutrófilos: 1.9 – 8 x10³/µL; Linfócitos: 0.9 – 5.2 

x10³/µL; Monócitos: 0.16 – 1 x10³/µL; Hemoglobina: 12 – 18 g/dL; Plaqueta: 130 – 140 x10³/µL. 
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Os resultados clínicos da população do estudo são apresentados na Tabela 6, 

destacando o Imunofenótipo de LLA-B comum (CD10+), a estratificação de risco ao D0, a 

reestratificação ao D15, e a avaliação da doença residual mensurável ao D35. Inicialmente, 

65% dos pacientes foram classificados como Baixo Risco (BR) e 35% como Alto Risco (AR) 

ao D0. Ao D15, 11 pacientes foram reestratificados para o grupo de AR, totalizando 55% 

pacientes de AR e 45% de BR. A avaliação da positividade para doença residual mensurável 

ao D35 demonstrou que 45% dos pacientes apresentaram DRM(-), alcançando a remissão 

completa durante a terapia de indução, enquanto 55% apresentaram doença residual DRM(+). 

 

 

Tabela 6. Características clínicas da população estudada. 

Variáveis Pacientes (n=20) 

    

Imunofenotipagem   

LLA-B comum (CD10+) 20 (100%) 

Estratificação de risco de tratamento em D0   

Baixo Risco (BR) 13 (65%) 

Alto Risco (AR) 7 (35%) 

Reestratificação de risco de tratamento em D15   

Baixo risco (BR) 9 (45%) 

Alto risco (AR) 11 (55%) 

Doença residual mensurável em D35   

DRM(-) 9 (45%) 

DRM(+) 11 (55%) 

DRM, doença residual mensurável. 

 

Estudos indicam que crianças com LLA-B nascem com um desequilíbrio imunológico. 

A interação entre uma resposta imune desregulada e exposições ambientais pós-natais 

favorece o desenvolvimento da neoplasia (30,36). Nesse cenário, os linfócitos T regulatórios 

(Tregs), bem como as citocinas imunossupressoras, emergem como elementos cruciais na 
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regulação imunológica, inibindo a atividade de outras células imunes, assegurando a auto 

tolerância e prevenindo respostas hiperativas (167,270). Dessa forma, investigamos o perfil de 

linfócitos Tregs, populações de MVs-Treg e citocinas imunossupressoras, com o propósito de 

fornecer insights sobre o comportamento desses mediadores durante a malignidade. 

Na Figura 11, demonstramos o perfil de linfócitos Tregs e mediadores 

imunossupressores em pacientes pediátricos com LLA-B no momento do diagnóstico. Os 

resultados demonstraram um aumento significativo de IL-10, com diminuição de TGF-β, 

quando comparado ao GC (Figura 11A). As concentrações  elevadas de IL-10 podem ser uma 

repercussão da imunossupressão celular observada no microambiente leucêmico desses 

pacientes, o que pode contribuir para a sobrevivência, proliferação e metástase das células 

tumorais, devido a atenuação da imunovigilância (271,272).  

 

 

Figura 11. Perfil de linfócitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes pediátricos com LLA-B 

ao diagnóstico. As citocinas IL-10 e TGF-β (A), microvesículas Tregs (B) e populações celulares TCD4 
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(CD3+CD4+) e Treg (CD4+CD25+FoxP3+) (C) foram avaliadas ao momento do diagnóstico dos pacientes com 

LLA-B (cor verde) e no grupo controle – GC (cor branca).  As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

teste t de Student ou Mann-Whitney e as diferenças significativas são destacadas por asteriscos para p<0,001 

(***). 

Outros estudos relataram o aumento de TGF-β, juntamente com IL-10 (202,273,274). 

Embora seja esperado que o TGF-β exibisse a mesma dinâmica da IL-10, é possível que sua 

diminuição esteja correlacionada a diminuição dos linfócitos Treg, uma vez que desempenha 

um papel crucial no desenvolvimento e na funcionalidade dessas células (176). No câncer, o 

TGF-β tem demonstrado promover um microambiente imunossupressor, inibindo a 

proliferação e infiltração de células T CD4+ e CD8+ efetoras, reduzindo ainda a produção de 

IFN-γ e prejudicando a montagem de respostas citotóxicas especificas (224).  Em última 

análise, é importante investigar a concentração e o impacto do TGF-β no microambiente 

leucêmico. 

Curiosamente, a caracterização do perfil de MVs-Treg não demonstrou resultados 

estatisticamente significativos (Figura 11B). No entanto, a partir de uma análise minuciosa é 

possível observar importantes alterações em relação ao GC. Em resumo, os dados 

demonstraram que, embora os pacientes com LLA-B tenham apresentado diminuição na 

contagem de MVs-CD4+ e MVs-CD25+, houve uma tendência de aumento na contagem de 

MVs-CD152+ (também conhecido como CTLA-4), reflexo de uma maior expressão de 

CTLA-4 pelos linfócitos Treg, indicando o aumento da capacidade imunossupressora dessas 

células na leucemia, conforme observado reportado por estudos anteriores (275,276). 

A análise do perfil celular (Figura 11C), por sua vez, revelou dados observados em 

estudos anteriores, que demonstravam uma diminuição na frequência de linfócitos Treg 

(CD4+CD25+FoxP3+) no sangue periférico de pacientes pediátricos com LLA-B (24). A 

diminuição de linfócitos Treg na circulação, pode estar indicando a migração dessas células 

para o compartimento medular, local primário da malignidade. Estudos que avaliaram medula 

óssea de pacientes pediátricos com LLA-B revelaram um aumento na porcentagem de 

linfócitos Treg em relação ao SP e, em comparação à medula óssea de crianças sem leucemia 

(202,277). Em adição, essas células demonstraram coexpressar FoxP3, IL-10, TGF-β e 

CD152 elevados, exibindo, assim, uma atividade imunossupressora aumentada (24). 

Com o propósito de identificar possíveis biomarcadores, realizamos a avaliação dos 

pacientes ao D0, segregando-os com base na avaliação da DRM ao dia D35. Entretanto, não 

identificamos diferenças estatisticamente significativas, conforme demonstrado na Figura 12. 
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Poderíamos especular que a investigação desses elementos na medula óssea, e 

preferencialmente com um número amostral mais elevado, poderá proporcionar resultados 

distintos, destacando a importância de futuras investigações mais abrangentes e direcionadas. 

 

 

Figura 12. Perfil de linfócitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes com DRM(-) e DRM(+). 

As citocinas IL-10 e TGF-β (A), microvesículas Tregs (B) e populações celulares TCD4 (CD3+CD4+) e Treg 

(CD4+CD25+FoxP3+) (C) foram avaliadas em pacientes com DRM(-) (cor verde claro) e em pacientes com 

DRM(+) (cor verde escuro).  As análises estatísticas foram realizadas utilizando o teste t de Student ou Mann-

Whitney. 

 

A análise da cinética dos linfócitos Tregs e mediadores imunossupressores durante a 

terapia de indução foi realizada com objetivo de proporcionar uma visão mais abrangente do 

comportamento dos mediadores regulatórios ao longo do tratamento, conforme representado 

na Figura 13. Coletivamente, os dados demonstraram que os pacientes pediátricos com LLA-

B exibiram ao longo da terapia de indução, um claro declínio nas concentrações de IL-10, ao 
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passo que apresentaram um aumento gradativo da concentração de TGF-β e na frequência das 

células TCD4+ e linfócitos Treg. 

 

Figura 13. Cinética de linfócitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes pediátricos com 

LLA-B. As citocinas IL-10 e TGF-β (A), microvesículas Tregs (B) e populações celulares TCD4 (CD3+CD4+) e 

Treg (CD4+CD25+FoxP3+) (C) foram avaliadas durante a terapia de indução de remissão (D0, D8, D15 e D35). 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do teste t pareado ou teste de postos sinalizados de pares 

combinados de Wilcoxon para comparações entre D0, D8, D15 e D35, enquanto o teste t de Student ou o teste de 

Mann-Whitney foram utilizados para comparação com o grupo controle (GC). Diferenças significativas (p<0,05) 

entre os dias de terapia de indução são representadas pelas seguintes letras: (a, b, c), que se referem às 

comparações com D0, D8 e D15, respectivamente. Diferenças significativas em relação ao GC estão destacadas 

com asteriscos para p<0,001 (***) p<0,01 (**) ou p<0,05 (*). 

 

É importante destacar que a frequência dos linfócitos Tregs, suscita uma reflexão 

sobre o papel do TGF-β nessas células, em condições normais e durante processos 

patológicos. Uma vez que, ambos apresentam uma mesma dinâmica de produção ao 

diagnóstico e durante a terapia de indução da remissão. Esses achados sugerem uma 

importância da presença de TGF-β no microambiente tumoral, evidenciando seu papel no 

desenvolvimento e na funcionalidade dos linfócitos Tregs (174,176).  
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A análise da cinética de MVs-Treg revelou notáveis alterações em comparação ao D0. 

Embora os pacientes tenham apresentado aumento de linfócitos Treg ao D35, foi observado 

uma diminuição significativa de MVs-Treg (CD25+), além de uma tendência na diminuição de 

MVs-Treg (CD152+) (Figura 13B). Esses achados evidenciam uma redução na liberação de 

MVs por linfócitos Tregs ao D35, em conjunto com a diminuição da expressão de CTL-4 e, 

possivelmente, outros receptores inibitórios, o que pode indicar o controle da malignidade, 

relacionado a diminuição da carga leucêmica.  

 Por fim, com objetivo de investigar as correlações entre os linfócitos Treg, MVs-Treg 

e citocinas imunossupressoras, foram construídas redes integrativas dos pacientes com LLA-

B, nos diferentes tempos da terapia de indução da remissão, conforme representado na Figura 

14. Ao explorar as redes integrativas, foram observados perfis de correlação semelhantes 

entre os diferentes momentos da terapia de indução da remissão. De maneira geral, os 

pacientes com LLA-B exibiram uma rede com uma participação robusta dos mediadores 

regulatórios avaliados, destacando-se pelo elevado número de interações.  

 

 

Figura 14. Redes Integrativas de linfócitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes 

pediátricos com LLA-B ao diagnóstico. Redes integrativas foram montadas para identificar as complexas 

interações entre os linfócitos TCD4+, Tregs, MVs-Tregs, IL-10 e TGF-β durante a terapia de indução da 

remissão (D0, D8, D15 e D35). Os Nódulos coloridos são usados para identificar os mediadores imunológicos 
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avaliados. A análise de correlação foi empregada para construir redes integrativas de acordo com escores “r” 

significativos em p<0,05 usando testes de correlação de Spearman. 

 

Ao analisar de maneira mais minuciosa, é possível observar que os pacientes com 

LLA-B apresentaram D0, um maior número de conexões negativas mediadas pela citocina IL-

10, sugerindo uma possível influência no feedback negativo no momento do diagnóstico. Em 

contraste, o GC exibiu uma rede com menor número de conexões negativas. Durante a terapia 

de indução, no dia D8, observou-se fortes correlações entre os linfócitos TCD4 e as 

populações de MVs (CD4+, CD25+ e CD152+), sugerindo uma interação substancial entre 

esses elementos. Contudo, ao D15 e D35, as redes são caracterizadas pelo aumento das 

correlações negativas, inclusive entre os linfócitos TCD4+ e as MVs-Treg. 

Na LLA-B, sugere-se que as células específicas do tumor não são devidamente 

ativadas, ao contrário, apresentam-se em um estado de energia ou exaustão (278,279). A 

disfunção dessas células é especialmente influenciada pelos linfócitos Treg, resultando na 

redução da capacidade proliferativa e da função efetora, caracterizado pelo aumento da 

expressão de vários receptores inibitórios, visando contribuir para a indução de tolerância 

imunológica (280,281). 

Os linfócitos Treg desempenham um papel central na imunossupressão celular de 

pacientes pediátricos com LLA-B, seja no compartimento medular ou no sangue periférico. 

Alguns estudos têm explorado se o número de linfócitos Treg CD4+ nas células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) é modulado em pacientes com LLA-B 

(24,202,282,283). Esses resultados refletem a complexidade da resposta imunológica durante 

a terapia de indução, indicando mudanças significativas em citocinas, MVs e populações 

celulares. 

No entanto, é crucial enfatizar que essas observações, embora promissoras, necessitam 

de validação em estudos prospectivos e pareados, avaliando os linfócitos Treg e os 

mediadores imunossupressores tanto na circulação, como no compartimento medular ósseo, 

garantindo uma interpretação mais precisa de seus impactos clínicos. Esta abordagem 

longitudinal é crucial para uma compreensão abrangente da imunovigilância e montagem de 

resposta imunológica durante o tratamento, buscando identificar potenciais biomarcadores, 

além de possíveis alvos terapêuticos para o tratamento dos pacientes pediátricos com LLA-B. 
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 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 
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7. LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 

 

É importante considerar que o estudo apresentou algumas limitações, como a não 

utilização de amostras de medula óssea, deixando uma lacuna no perfil desses mediadores no 

microambiente leucêmico. Além disso, devido as dificuldades com a coleta de sangue, o N 

amostral também acabou limitando as investigações de biomarcadores preditores de mudança 

de grupo de risco ao D15 e doença residual mensurável ao D35. Outra limitação observada foi 

a utilização de amostras de soro para quantificação de MVs-Treg, o que pode ter influenciado 

nos resultados do estudo, uma vez que a contagem de MVs pode ser maior em amostras de 

plasma.  

Com isso, temos como próximas etapas dar continuidade nas investigações sobre os 

linfócitos Treg, MVs-Treg e citocinas imunossupressoras, realizando um estudo abrangente, 

com amostras de MO e SP, um N amostral mais robusto, e incluindo outras citocinas 

imunossupressoras como IL-35, além de outros receptores inibitórios que estão associados ao 

prognóstico de pacientes com leucemia e outros tipos de câncer. 
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CONCLUSÃO 
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8. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, nosso estudo demonstrou que: 

(i) Ao diagnóstico (D0), os pacientes pediátricos com LLA-B apresentaram: 

Aumento de IL-10, com diminuição de TGF-β; Tendência de aumento de 

MVs-Tregs com fenótipo CD152+ (CTLA-4); Diminuição na frequência de 

linfócitos Treg; 

(ii) Por outro lado, ao final da terapia de indução da remissão (D35), foi 

observado: Declínio nas concentrações de IL-10, ao passo que exibiram 

aumento de TGF-β; Diminuição de MVs-Treg com fenótipo CD25+ e CD152+; 

Além disso, verificou-se, o aumento sucessivo na frequência de células TCD4+ 

e linfócitos Tregs, sugerindo uma transição da reposta imunológica 

imunológicas durante o tratamento; 

(iii) Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que descreve a cinética de 

linfócitos Treg, de MVs-Tregs (CD4+, CD25+ e CD152+), e das citocinas IL-10 

e TGF-β durante todo o período da terapia de indução da remissão nos 

pacientes pediátricos com LLA-B; 

(iv) Entre os mediadores imunossupressores dos linfócitos Treg, as microvesículas 

surgem como potenciais atores-chave no câncer. No entanto, são necessárias 

investigações adicionais para compreender melhor as características das MVs-

Treg no contexto da LLA-B, a fim de esclarecer seu papel na fisiopatologia da 

doença e na resposta ao tratamento; 

(v) A dinâmica e interação dessas microvesículas com o sistema imunológico 

contribuem para o potencial significativo de estudos, que proporcionem 

insights valiosos sobre os mecanismos subjacentes à imunossupressão e sua 

reversão ao longo do tratamento; 

(vi) Nossos resultados, abrem caminho para novas investigações das possíveis 

aplicações clínicas das MVs-Treg e o seu potencial clínico, como 

biomarcadores preditivos de resposta terapêutica e alvos terapêuticos para 

otimização da imunoterapia em pacientes com LLA-B e outras neoplasias 

relacionadas; 
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(vii) A investigação contínua neste campo promissor pode gerar avanços 

significativos no diagnóstico, prognóstico e terapia do câncer, oferecendo 

melhores resultados e qualidade de vida aos pacientes afetados. 
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10. ANEXOS 

 

Anexo I. Carta de aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação 

HEMOAM. 
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Anexo II. Protocolo de imunofenotipagem de linfócitos Treg por citometria de fluxo (CF) 
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Anexo III. Protocolo de purificação e imunofenotipagem de microvesículas. 
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Anexo IV. Colaboração em produção cientifica no artigo: The Yin-Yang of myeloid cells in 

the leukemic microenvironment: Immunological role and clinical implications (doi: 

10.3389/fimmu.2022.1071188). 
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Anexo V. Colaboração em produção cientifica no artigo: Exploring the Profile of Cell 

Populations and Soluble Immunological Mediators in Bothrops atrox Envenomations (doi: 

10.3390/toxins15030196). 
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Anexo VI. Colaboração em produção cientifica no artigo: Systemic immunological profile of 

children with B-cell acute lymphoblastic leukemia: evaluation of performance of cell 

populations and soluble mediators as serum biomarkers. (doi: 10.3389/fonc.2023.1290505) 
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