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RESUMO

As Microvesiculas (MVs) correspondem a um grupo heterogéneo de vesiculas derivadas
de membrana plasmatica, liberadas por células normais e células cancerosas. Sua
presenca em fluidos biol6gicos pode ser associada com a gravidade de processos
patoldgicos, tendo destacado seu papel como potenciais biomarcadores de doencas e
alvos terapéuticos. Dessa forma, o presente estudo buscou caracterizar o perfil de MVs
circulantes em pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B
(LLA-B) de novo submetidos a quimioterapia de remissdo. Trata-se de um estudo
descritivo, do tipo longitudinal retrospectivo, realizado na Fundagdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) em parceria com o Grupo
Integrado de Pesquisa em Biomarcadores (GIPB) do Instituto Rene Rachou (IRR) -
Fiocruz Minas. A partir de amostras armazenadas no biorrepositorio do Laboratdrio
Multidisciplinar da Fundagdo HEMOAM, foram selecionadas 10 amostras de medula
0ssea (MO) e 10 amostras de sangue periférico (SP) de pacientes pediatricos com LLA-
B coletadas em trés momentos da terapia de indugdo da remissao, referidos como: dia do
diagnostico (D0), dia 15 (D15) e final da terapia de inducdo da remisséo (D35). Também
foram selecionadas 10 amostras de SP de criangas sem leucemia, em tempo unico.
Posteriormente, as amostras foram enviadas ao IRR, junto ao GIPB, onde foi realizado a
caracterizacdo imunofenotipica de MVs derivadas neutrofilos (MVs-NEU), monocitos
(MVs-MON), linfocitos T (MVs-LT), eritrocitos (MVs-E), plaquetas (MVs-P), células
endoteliais (MVs-CE) e células leucémicas (MVs-CL) através da técnica de citometria de
fluxo. Nossos resultados demonstraram que os pacientes com LLA-B apresentaram um
aumento significativo de MVs-CE, juntamente com MVs-CL CD10* em comparagdo ao
grupo controle. Em adicdo, a avaliacdo da cinética de MVs circulantes durante a terapia
de inducdo demonstrou um declinio significativo de MVs-CL com fenétipo CD10" e
CD19" ao D35. Por fim, através de redes integrativas, foi demonstrado que os pacientes
com LLA-B exibem ao D35 uma rede rica em interacdes entre as populacdes de MVs,
perfil oposto ao DO. Até onde sabemos, este € 0 primeiro estudo que descreve 0s
percentuais e a cinética de MVs circulantes derivadas de leucdcitos inflamatorios e CLs

em pacientes com LLA-B.

Palavras-chave: leucemia infantil; vesiculas extracelulares; microambiente leucémico;

citometria de fluxo; biomarcadores.



ABSTRACT

Microvesicles (MVs) correspond to a heterogeneous group of vesicles derived from
plasma membrane, released by normal cells and cancer cells. Their presence in biological
fluids can be associated with the severity of pathological processes, having highlighted
their role as potential biomarkers of diseases and therapeutic targets. Thus, the present
study sought to characterize the profile of circulating MVs in B-cell Acute Lymphoblastic
Leukemia (B-ALL) pediatric patients de novo submitted to remission chemotherapy. This
is a descriptive, longitudinal retrospective study, carried out at the Fundacdo Hospitalar
de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) in partnership with the Grupo
Integrado de Pesquisa em Biomarcadores (GIPB) of the Instituto Rene Rachou (IRR) -
Fiocruz Minas. From samples stored in the biorepository of the Multidisciplinary
Laboratory of the Fundagio HEMOAM, 10 bone marrow (BM) samples and 10
peripheral blood (PB) samples from B-ALL patients collected at three moments of
remission induction therapy were selected , referred to as: day of diagnosis (D0), day 15
(D15) and end of remission induction therapy (D35). In addition, 10 PB samples from
children without leukemia were also selected (single time point). Subsequently, the
samples were sent to the IRR, with the GIPB, where the was carried out
immunophenotypic characterization of MVs derived from neutrophils (NEU-MVs),
monocytes (MON-MVs), T lymphocytes (TL-MVSs), erythrocytes (E-MVs), platelets (P-
MVs), endothelial cells (EC-MVs) and leukemic cells (LC-MVs) using the flow
cytometry. Our results demonstrated that B-ALL patients had a significant increase in
EC-MVs, along with LC-MVs CD10" compared to the control group. In addition, the
evaluation of the kinetics of circulating MVs during induction therapy demonstrated a
significant decline in LC-MVs with phenotype CD10* and CD19" at D35. Finally,
through integrative networks at D35, it was demonstrated that B-ALL patients exhibit a
network rich in interactions between MVs populations, profile opposite to DO. As far as
we know, this is the first study that describes the levels and kinetics of circulating MV's

derived from inflammatory leukocytes and LCs in B-ALL patients.

Keywords: childhood leukemia; extracellular vesicles; leukemic microenvironment;

flow cytometry; biomarkers.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Processo de Hematopoiese Na LLA-B.........cccoiiiiiiiiiiiicice e 8
Figura 2. Células Estromais e Nichos do compartimento medular 4Sseo.............cc.cc.e..... 13
Figura 3. Esquema da transferéncia de RNAS POr VES........ccccoiiiiiicince e 15
Figura 4. POPUIAGOES 08 VES........ccoiiiiiiiieiieie ettt s 17
Figura 5. Papel das VES na apresentacdo de antigeno.........ccccoevevrriereneeinenesenesenieens 19
Figura 6. Estrutura e componentes de MV/S.........ccooiiiiiniciniiee e 20
Figura 7. Biogénese de MICrOVESICUIAS. ........ccceiiirieireieeiie e 21
Figura 8. Interagdo e fusdo das MVs comas células alvos.............ccccoveirinnineneecneenn, 24
Figura 9. Influéncia de MVs e EXOs no microambiente leuCEmiCo............cccccvrerereenne. 25
Figura 10. Fluxograma de obtengdo das amoStras. ........ccooeverereveenesiie e 35
Figura 11. Fluxograma de Selegio das amOSIIas..........coeuereeiereereree e st 36
Figura 12. Estratégia para imunofenotipagem de MVs por citometria de fluxo............... 37

Figura 13. Niveis de MVs circulantes no sangue periférico e medula 6ssea dos pacientes

Figura 14. Cinética de MVs circulantes nos pacientes com LLA-B durante a terapia de
1T (UL Lol b W =T 0 0T 11S7: T OSSR 41

Figura 15. Rede de MVs circulantes nos pacientes com LLA-B durante a terapia de
INAUGAOD A8 FEIMISSAD. ... ecvveivieiiiieeeetieste et e st e et ae st et e eesbe et e st e s e e seenteeseesresnsesseeneeareeseeas 42



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Imunofenotipagem para progenitores de linfOcitosS B e T........ccocoveiiiiiinccienn 9
Tabela 2. Classificagio da LLA, segundo @ OMS..........ccooiiiiiiiieiie s 10
Tabela 3. Critérios de estratificacdo de risco no diagndstico, de acordo com o GBTLI
LLA-2009..... e r et e e et e e a e e e nneeanneeas 11
Tabela 4. Painel para imunofenotipagem das populages de MVS...........ccccvveiinenne, 37

Tabela 5. Caracteristicas sociodemogréaficas e hematolégicas da populacdo de estudo.39



APCs
APOs
ARF6
AR

BR
CAAE
CALLA
CDs
CSDMs
CEP
CEs
CEMOs
CLs
CTHs
CRs
CTMs
DO

D8

D15
D35
DC
EMV
EROs
ESCRT
EXOs
FAB
FIOCRUZ
FS
GBTLI
GIPB
GP

Hb
HEMOAM
ICOSL
IL
IL-1Ra
INCA
LTCs
LLA
LLA-B
LPS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Células Apresentadoras de Antigenos

Corpos Apoptoticos

Fator de Ribosilacdo do ADP 6

Alto Risco

Baixo Risco

Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica

Antigeno Comum de Leucemia Linfobléstica Aguda

Cluster Differentiation

Células Supressoras Derivadas de Mieloide

Comité de Etica em Pesquisa

Celulas Endoteliais

Células Estromais da Medula Ossea

Células Leucémicas

Células-Tronco Hematopoiéticas

Células Reticulares

Células-Tronco Mesenquimais

Dia do Diagnostico do protocolo GBTLI LLA-2009

Dia 8 da terapia de inducao da remissdo do protocolo GBTLI LLA-2009
Dia 15 da terapia de indugéo da remissao do protocolo GBTLI LLA-2009
Final da terapia de inducéo da remissao do protocolo GBTLI LLA-2009
Célula Dendritica

Endossoma multi-vesicular

Espécies Reativas de Oxigénio

Complexo de Triagem Endossomal Necessario para Transporte
Exossomos

Grupo Francés-Americano-Britanico

Fundacédo Oswaldo Cruz

Fosfatidilserina

Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil

Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores
Glicoproteinas

Hemoglobina

Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
Ligante do Coestimulador Induzivel de Células T

Interleucina

Antagonista do Receptor da Interleucina-1

Instituto Nacional do Cancer

Linfocitos T citotoxicos

Leucemia Linfoblastica Aguda

Leucemia Linfoblastica Aguda de células B

Lipopolissacarideo



MEC
MGR

MO
MRNA
mMiRNA
MT1-MMP
MVs-CE
MVs-CLs
MVs-E
MVs-L
MVs-LIN
MVs-MAC
MVs-MON
MVs-NEU
MVs-P
NK
NKG2D
NKG2DL
OGs

OMS

ON

PCR

PCR
PECAM-1
Ph*

PLP

PPP

RCC

RHC
SAME
SIVE

SG

SNC

SP

TA

TALE
TCLE
Thelper
Treg
VCAM-1
VEs
VEs-CC
VILs

Vi

Matriz Extracelular

Mudanca de Grupo de Risco

Medula Ossea

RNA mensageiro

Micro RNA

Metaloproteinase de Matriz Tipo 1 da Membrana
Microvesiculas derivadas de Células Endoteliais
Microvesiculas derivadas de Células Leucémicas
Microvesiculas derivadas de Eritrocitos
Microvesiculas derivadas de Leucdécitos
Microvesiculas derivadas de Linfdcitos
Microvesiculas derivadas de Macr6fagos
Microvesiculas derivadas de Mondcitos
Microvesiculas derivadas de Neutrofilos
Microvesiculas derivadas de Plaquetas

Natural Killer

Natural Killer grupo 2, membro D

Natural Killer grupo 2, membro D Ligante
Oncossomas Grandes

Organizacdo Mundial da Saude

Oxido Nitrico

Proteinas C Reativa

Polymerase Chain Reaction

Molécula de Adesédo Celular Endotelial Plaquetaria 1
Philadelfia positivo

Plasma Livre de Plaquetas

Plasma Pobre em Plaquetas

Remisséo Clinica Completa

Registro Hospitalar de Cancer

Setor de Atendimento Médico e Estatistico
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
Sobrevida Geral

Sistema Nervoso Central

Sangue Periférico

Temperatura Ambiente

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

T auxiliar

T regulatério

Molécula de Adesdo Celular Vascular 1
Vesiculas Extracelulares

Microvesiculas derivadas de Células Cancerosas
Vesiculas intra-luminais



vii

SUMARIO
L. INTRODUGAO ..ottt 6
2. REFERENCIAL TEORICO ... .ottt ettt 7
2.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULASB........ccocoeu..... 7
2.1.1  Incidéncia € EtIOPatOgeNIa. .......ciuieirieiieiiiesiie et 7
2.1.2  Diagn6stico € ClassifiCag0 .........covueieriieiieiieeeie e 8
2.1.3  Caracteristicas ClINICAS ..........ccveiireiieiiee i 10
2.1.4  Protocolo de Tratamento ........ccceeoereiiiireiiiieeiiee e see e seeeesaeeeseeee s 11
2.2 COMPARTIMENTO MEDULAR OSSEO ......ooviiieieeeeeeeeeeeeee e 12
2.2.1  Microambiente NOImMal ..........cccooiiiiiiiiii e 12
2.2.2  Microambiente LEUCEMICO ......uveivireiiieeeiieeesiieeesiiee e e e sieee e sneeeesnaeesneee s 14
2.3 VESICULAS EXTRACELULARES. ......coitieieteeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.3.1  Descoberta e estudo das VES .........ccoviiiiiiiiiiiiiieiie e 14
2.3.2  Classificagd0o das VES..........coouiiiiiiiiiiieiicenee e 16
2.3.3  Papel das VESs na regulacdo imunolO0gica...........cccccueevurreiiieeeiiieesiie e 17
2.4 MICROVESICULAS ..ottt 19
2.4.1  Estrutura, Biogénese e Liberacdo de MVS .........cccovveeviieeiiineeiiie e 19
2.4.2  Navegacao, Interacdo e FUSE0 de MVS .......ooovvveiiiie e 22
2.4.3  MVs derivadas de Celulas LEeUCEMICAS .........ccevrvveivienieiiiie e 24
2.4.4  MVs derivadas de Leucocitos inflamatorios ..........ccceevvvviieiiienieciiesnennn, 26
2.45  MVs derivadas de Células ENdoteliaiS .........ccovvvivveiiiiiiiiiiieiiie e 28
2.4.6  MVs derivadas de PlaqUetas............cocvvveiiireiiiee e cie s see s 29
2.4.7  MVs derivadas de ErtrOCIt0S.........coovviiiiiiiiiiiiie e 30
2.4.8  MVs como biomarcadores ImunologiCos...........ccovuveevveeeiiiie i 31
3. RELEVANCIA DO ESTUDO ......cooiuiieieiciieieeeeeeeeie et es s, 31
4, OBIETIVOS ...ttt ettt taenee e enes 32
4.1 ODBJELIVO GEIal......c.evieeiiieece e 32
4.2 ODjetivos SPECITICOS. .. ..civiiiiiiic et 32
5. MATERIAL E METODOS........ooiiieieieieieeieeeeeetete et es s sttt en s, 33
5.1 ASPECLOS ELICOS ...ttt ettt 33
5.2 MOEIO dE ESLUTOD ... 33
5.3 POPUIACED 0B BSTUTOD ... 33



54 Critérios de iNCIUSA0 € eXCIUSAD..........ceeviiiiiiiiee e, 33
55 ODENGAD AAS AMOSLIAS ......eevvieiieiiie ettt 34
5.6 SeleCA0 dAS AMOSLIAS .....couveeieieiie ettt 35
5.7 Imunofenotipagem de MiICrovesiCUlas ...........cccevviieiieiiiiieiceece e 36
5.8 Obtencdao dos dados sociodemogréficos e clinicos-hematoldgicos ............. 38
5.9 ANALISE A0S AAUOS......cccvvieiie it 38
6. RESULTADOS ...t a e e e e e s e e e e e e e s e aaaeeas 39
6.1 Caracteristicas da populagdo de estudo ...........ccoeevveiiivevie e 39
6.2 Perfil de MVs circulantes em pacientes com LLA-B ao diagnostico .......... 40
6.3 Cinetica de MVs circulantes durante a terapia de indugdo da remisséo....... 41
6.4 Rede bioldgica de MVs circulantes durante a terapia de inducdo da remissdo
42
7. DISCUSSAD ..ottt 43
8. LII\/IITACOES E PERSPECTIVAS ... 45
9. CONCLUSAOD ...ttt 45
10. PRODUGAO CIENTIFICA ..ot 45
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ceeeeeeieeeveeeeeeeee e 46

12, ANEXOS ... oo 70



1. INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) € uma neoplasia maligna hematoldgica
caracterizada pela proliferacdo anormal de progenitores linfoides (linfoblastos) na medula
6ssea (MO), com liberagdo no sangue periférico (SP) e locais extramedulares. Devido a
mutacdes, estas células sofrem alteragdes nos mecanismos de diferenciacdo e apoptose,
proliferam-se descontroladamente e comprometem a producdo de células sanguineas (1).
Nos ultimos anos, o papel do microambiente tumoral na progressdo de neoplasias
hematoldgicas tem sido amplamente investigado (2,3).

No compartimento hematopoiético, as células estromais compdem a maior fonte
de citocinas e fatores de crescimento, proporcionando uma rede de sinalizacdo essencial
para a homeostase do microambiente da MO (4,5). No entanto, na leucemia, é observado
que as células leucémicas (CLs) podem secretar estruturas vesiculares originadas a partir
da membrana plasmatica, denominadas microvesiculas (MVs), que induzem alteracdes
nos nichos do microambiente medular. Além disso, as MVs podem reprogramar e apoiar
a persisténcia leucémica e o potencial metastatico, atraves da estimulacdo de processos

como o crescimento celular, angiogénese e fuga de CLs da resposta imunologica (6,7).

Em funcdo de sua capacidade de conter um subconjunto de moléculas e
antigenos especificos da celula parental, além de exercer papeis importantes em processos
vitais das CLs, as MVs podem ser propostas como potenciais biomarcadores de
diagndstico e progndstico, especialmente aquelas derivadas de CLs, uma vez que estas
contém informacGes exclusivas relacionadas ao estado de malignidade, tipo celular e
suscetibilidade a tratamentos terapéuticos. Assim, a identificacdo de biomarcadores
oriundos de MVs podem fornecer novos alvos para 0 monitoramento e prognostico de

pacientes com leucemia.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS B
2.1.1 Incidéncia e Etiopatogenia

A leucemia corresponde ao 15° tipo de cancer de maior incidéncia no mundo,
apresentando 2,4% de todos os casos novos de cancer (8,9). No Brasil, nos ultimos anos,
houve um aumento expressivo na incidéncia de leucemia, representando atualmente o 9°
cancer mais comum (10). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o
namero de casos novos de leucemia esperados, para cada ano do triénio 2020-2022, sera
de 5.920 casos em homens e de 4.890 em mulheres, correspondendo a um risco estimado
de 5,67 casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres (11).

A proporcdo de casos de leucemia entre as regides do Brasil € variavel e tem
aumentado desde os ultimos relatorios do INCA (10-12). A regido Norte foi identificada
como a regido com o segundo maior numero casos de leucemia, tendo o Amazonas,
particularmente sua capital Manaus, classificada em 2010 como a capital com a segunda
maior taxa de incidéncia ajustada a idade (abaixo de 14 anos) de leucemia em criangas e
adolescentes (13-15). Em 2011, teve a maior taxa de incidéncia no pais, com 76,8 casos

de leucemia por milhdo de habitantes, aumentando em 2016 para 87,1 (16-18).

Dentre as leucemias agudas da infancia, a Leucemia Linfoblastica aguda (LLA)
destaca-se por ser a neoplasia pediatrica de maior ocorréncia no mundo, representando
25% de todas as neoplasias infantis entre criancas menores de 15 anos. Embora possa
ocorrer em individuos de todas as idades, possui maior incidéncia entre criancas de dois
a trés anos, com uma ligeira predominancia no sexo masculino. Dentre os subtipos de
LLA, destaca-se a Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (LLA-B), representando

80% de todos os casos neste segmento (19).

A LLA-B é um cancer hematoldgico caracterizada pela superproducdo de
linfocitos B imaturos na medula 6ssea (MO), com liberacdo do sangue periférico (SP) e
locais extramedulares, como linfonodos, testiculos e sistema nervoso central (SNC).
Devido a uma série de mutacdes, estas células sofrem alteragdes nos mecanismos de
diferenciacdo e apoptose, proliferam-se descontroladamente e substituem as populacées
de células maduras da linhagem linfoide e mieloide, resultando na triade da leucemia

caracterizada por anemia, neutropenia e trombocitopenia (Figura 1) (1,20).
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Figura 1. Processo de Hematopoiese na LLA-B. Demonstracdo do bloqueio na diferenciagdo da célula
progenitora linfoide, resultando na superproducdo de linfoblastos, com subsequente diminui¢cdo no
desenvolvimento e diferenciacdo das demais linhagens hematopoiéticas.

Fonte: Adaptado de mountnittanyhealth.org

Embora sua etiologia permaneca desconhecida, estudos tem associado sua
manifestacdo a anomalias congénitas (Sindrome de Down, Sindrome Bloom, Anemia de
Fancone e Neurofibromatose), exposicdo ocupacional materna a produtos quimicos e
radiacdo ionizante, que coletivamente explicam menos de 10% dos casos (1,21,22).
Outras evidéncias sugerem que recém-nascidos que desenvolvem leucemia durante a
primeira infancia, podem apresentar uma expressao constitutivamente menor de IL-10 ao
nascimento e uma propensao a reagir a infecgdes normais de uma maneira hipersensivel,
especialmente durante o primeiro ano de vida, o que pode induzir uma progressédo de

clones pré-leucémicos por meio de processos inflamatdrios relacionados a infeccéo (23).

2.1.2 Diagndstico e Classificacdo

O diagnostico e a classificacdo da LLA baseia-se, na analise morfologica e
citoquimica das células neoplasicas, com a subsequente avaliacdo dos imunofenotipos
através de citometria de fluxo, permitindo avancar na identificacdo de determinados

subgrupos dificilmente classificaveis do ponto de vista morfologico (24).

O hemograma pode revelar um quadro de pancitopenia, com anemia normocitica
e normocrbmica e trombocitopenia. A contagem de leucdcitos encontra-se

frequentemente diminuida, no entanto, ocasionalmente pode apresentar-se elevada (25).



Contudo, o diagndstico da LLA fundamenta-se a partir do mielograma, a partir de uma
contagem igual ou superior a 20% de linfoblastos na MO, que encontra-se hipercelular
com substituicdo dos espagos adiposos e elementos medulares normais por células
leucémicas (CLs), com precursores mieloides e eritroides residuais de aspecto normal e

megacariocitos diminuidos ou ausentes (25).

Embora a morfologia e citoquimica fornecam informacdes sobre os linfoblastos e
sejam importantes no diagnostico e na definicdo do tipo de leucemia, elas ndo permitem a
identificacdo da linhagem celular comprometida (26,27). A identificagdo imunoldgica de
antigenos de superficie, citoplasmaticos e nucleares, também conhecidos como Cluster of
differentiation (CD) presentes nos blastos permitem identificar o estagio de maturacdo da
celula transformada, ou seja, associar o estagio de diferenciacdo de células progenitoras
linfoides imaturas aos estagios iniciais de desenvolvimento dos linfécitos T normais (27,28).
Dessa forma, a LLA é subdividida fenotipicamente em linhagem B (LLA Pro-B, LLA B
Intermediario/Comum, LLA Pré-B, LLA B Madura), e linhagem T (LLA Pro-T, LLA
Pré-T, LLA T Cortical, e LLA T Medular) (Tabela 1) (25).

Tabela 1. Imunofenotipagem para progenitores de linfécitos Be T.

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a Tdt Ig
Pro-B - + + + + -
B Comum + + + + + -
Pré-B * + + + + C-mu
B Madura + + + + + +
Linhagem T CD1la CD2 CD3 CD4 CD7 CD8
Pré-T - - C - +

Pré-T - + C - + -
T Cortical + + C + + +
T Medular - + C,S* + + +

Abreviagbes: Tdt, desoxinucleotidil transferase terminal; lg, imunoglobulina; C, citoplasmético; S,
superficie; +, expressdo do antigeno; +, expressdo variavel, frequentemente positiva; -, auséncia de
expressdo do antigeno; *Linfécitos T medular sdo positivos apenas para CD4 ou CD8, mas ndo ambos.
Fonte: Adaptado de McGregor et al., 2012 (29) .

Nos ultimos anos, houve também um grande avango no campo da biologia
molecular, ajudando a compreender melhor a doenca e definindo com mais rigor a sua
classificacdo. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Grupo Francés-
Americano-Britanico (FAB), a LLA ¢ classificada com base nas caracteristicas

citomorfoldgicas, expressdo de antigenos de superficie celular, além de alteragdes
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genéticas e moleculares as quais estdo relacionadas com o progndstico da doenca (30,31).

Em 2008, a LLA de células B ou T foi subclassificada pela OMS de acordo com
as alteracGes genéticas, sendo realizada em 2016 a mais recente revisdo (Tabela 2). Na
classificacdo da LLA-B ha vérios subtipos geneticamente caracterizados, como as
translocacOes t(9;22) ou t(12;21), rearranjos no gene MLL ou altera¢cGes no nimero de
cromossomos (aneuploidia). O subtipo apresenta-se como fator importante para escolha

do melhor protocolo de tratamento e progndstico (32).

Tabela 2. Classificagdo da LLA, segundo a OMS.

Leucemia Linfoblastica B

Leucemia Linfoblastica B, NES

Leucemia Linfoblastica B com anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia Linfoblastica B comt (9; 22) (q34;911.2); BCR-ABL1

Leucemia Linfoblastica B comt (v; 11923); MLL rearranjado

Leucemia Linfoblastica B com t (12; 21) (p13; g22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)
Leucemia Linfoblastica B com hiperdiploidia

Leucemia Linfoblastica B com hipodoploidia (LLA hipodiploide)

Leucemia Linfoblastica B comt (5; 14) (q31.1; g32.3); IL3-IGH

Leucemia Linfoblastica B comt (1; 19) (q23; p13.3); TCF3-PBX1

Entidade provisoria: Leucemia Linfoblastica B, semelhante a BCR-ABL1
Entidade provisoria: Leucemia Linfoblastica B com iAMP21

Leucemia Linfoblastica T
Entidade provisoria: Leucemia Linfoblastica precursora de células T precoce
Entidade provisoria: Leucemia Linfoblastica de células natural killer

Abreviacdes: NES, ndo especificada separadamente.
Fonte: Adaptado de Abner etal., 2016 (33).

2.1.3 Caracteristicas clinicas

Os aspectos clinicos da LLA-B decorrem de duas principais consequéncias da
proliferacdo leucémica: a insuficiéncia da MO, que reflete na triade da leucemia
caracterizada por anemia, granulocitopenia e trombocitopenia, 0 que resulta em sintomas
como fadiga, dispneia, febre, infeccdes graves, sangramentos ou hematomas; E a
infiltracdo leucémica, que pode envolver o SNC, testiculos, linfonodos, figado, baco,

mediastino, além de, olhos e outros sitios extramedulares (1,34-36).
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2.1.4 Protocolo de Tratamento

O tratamento convencional da LLA é realizado através da combinacdo de
medicamentos quimioterapicos, buscando a eliminacdo das células leucémicas, com o
objetivo de estabelecer um novo crescimento saudavel de células sanguineas. No Brasil,
a partir da década de 80, com a implementacdo de protocolos nacionais, foram obtidos
melhores resultados no tratamento da LLA infantil. Em 1993, Brandalise e colaboradores
iniciaram o primeiro protocolo multicéntrico de tratamento de LLA infantil, formando
assim o Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI).
Desde entdo, quatro estudos foram realizados e concluidos (1982, 1985, 1993, 1999) (37).

No ano de 2009, o GBTLI apresentou uma nova proposta de tratamento onde
estratifica os grupos terapéuticos em baixo risco (BR) e alto risco (AR) com base em
fatores de progndstico. Dados brasileiros do estudo GBTLI LLA-2009 revelam que, em
sete anos de seguimento, a taxa de sobrevida livre de eventos de criangas tratadas pelo

protocolo foi de aproximadamente 76,3% para o grupo BR e 59,8% para 0 grupo AR (38).

Atualmente na Fundacdo HEMOAM, o tratamento especifico da LLA-B segue
0 protocolo GBTLI LLA-2009. O mesmo, €é distribuido em 6 fases, sendo elas: Terapia
de Pré-fase; Terapia de Inducdo da Remissdo; Terapia de Consolidacdo da Remissao;

Fase de Intensificacdo; Fase da Consolidacao Tardia e; Fase de Manutengédo (Anexo ).

Dentre as fases do tratamento, a terapia de inducdo da remissdo apresenta-se
como uma etapa de fundamental importancia para o progndstico do paciente, cujo
objetivo consiste em alcancar a remissdo clinica completa (RCC) em 4 semanas. Tal
etapa, utiliza como critérios de estratificacdo de risco ao diagndstico, fatores como: idade,
contagem leucocitaria, acometimento do SNC e andlise citogenética de anormalidades
cromossdmicas de alto risco (Tabela 3), visando a identificacdo da melhor dosagem da

combinacdo dos medicamentos quimioterapicos a serem utilizados (Anexo 1) (28).

Tabela 3. Critérios de estratificacdo de risco no diagnostico, de acordo com o GBTLI LLA-2009.

Parémetro de risco Baixo risco (BR) Alto risco (AR)
Idade >1e<9 <lou>9
Leucocitos <50.000 / mm3 >50.000 / mm3
Linfoblastos no SNC Ausente Presente

Auséncia de achados Presenca de achados citogenéticos de AR

Citogenetica citogenéticos de AR 1(9;22) BCR/ABL ou t(4;11) MLL/AF4

Fonte: Adaptado de Salina et al., 2016 (38).
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Posteriormente, a estratificacdo dos pacientes nos grupos BR e AR de recidiva €
baseada na resposta terapéutica avaliada no 8° dia (D8) atraves da contagem de blastos
no SP, no 15° dia (D15) através da citologia da MO e avaliacdo da doenca residual minima
medida por citometria de fluxo e, no 35° dia (D35) através da citologia da MO e doenca
residual minima medida por citometria de fluxo e PCR (Anexo Il) (39). Tal andlise €
realizada com o objetivo de avaliar a resposta do paciente ao tratamento quimioterapico,
indicando a necessidade de possiveis mudancas de grupos de risco e/ou de protocolo de
tratamento, além de possiveis estratégias terapéuticas visando o aumento na sobrevida

livre de doenca (40).

Inimeros fatores foram responsaveis pelo aumento da taxa de sobrevida,
incluindo avancos nos métodos de diagndstico, estabelecimento de fatores progndsticos,
utilizacdo de protocolo de tratamento ajustado por dose para 0s grupos de risco de recaida
e melhorias no suporte clinico, resultando assim numa taxa de sobrevida livre de doenca

em pacientes pediatricos com LLA, de 80-85% nos paises desenvolvidos (41).

2.2 COMPARTIMENTO MEDULAR OSSEO
2.2.1 Microambiente Normal

As células-tronco hematopoiéticas (CTHSs) dependem fortemente de interacdes
locais no compartimento medular com células estromais da medula 6ssea (CEMOSs) e
outras células hematopoiéticas. Estas, facilitam sua sobrevivéncia e modulam suas
funcbes através da producdo sistematica de mediadores, compostos por citocinas,

quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de adesdo e sinais intracelulares (2,42).

As CEMOs abrangem uma variedade de populacdes celulares (Figura 2A), que
incluem osteoblastos, neurénios simpaticos e células de Schwann ndo mielinizantes,
células T regulatorias (Tregs), células reticulares (CRs) abundantes em CXCL12, células
endoteliais (CEs), células estromais perivasculares, além de células-tronco mesenquimais
(CTMs), que sdo fundamentais na formacdo de microambientes especializados,
amplamente referidos como "nichos” (42,43). Dois nichos distintos foram identificados
no compartimento medular, definidos como nicho “endosteal (osteoblastico)” e nicho
“vascular (central)” (Figura 2B) (44,45).
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O nicho osteoblastico, localizado na superficie interna da cavidade &ssea
(enddsteo) e com varios osteoblastos formadores de 0ssos, fornece um microambiente
para CTHs de longo prazo, capaz de contribuir para a hematopoiese como células
quiescentes ou de ciclo lento (46—49). O nicho vascular, que consiste predominantemente
de células endoteliais sinusoidais que revestem 0s vasos sanguineos, promove a
proliferacdo e diferenciagéo do ciclismo ativo, para CTHSs de curto prazo (50). De modo
geral, a coordenacdo entre 0s nichos modula a auto-renovagdo, proliferacéo,
diferenciac@o e mobilizacdo de CTHSs dentro e fora do compartimento medular (6).
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Figura 2. (A) Células Estromais do compartimento medular 6sseo. Vaérias popula¢des de CEMOs estéo
envolvidas na promog¢do da manutencdo de CTHs, estas incluem: osteoblastos, osteoclastos, adipdcitos,
CRs, CEs, CTMs, células estromais perivasculares, células de Schwann ndo mielinizantes, Tregs e
macréfagos. (B) Nichos do compartimento medular 6sseo. Dois nichos distintos compdem o
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microambiente da MO, o Nicho endosteal ou osteoblastico, localizado na superficie interna da cavidade
6ssea (endosteo), e o Nicho vascular ou central, localizado na regido central da MO.
Fonte: Adaptado de Mendelson, 2014 (45).

2.2.2 Microambiente Leucémico

De maneira similar as CTHs, as CLs permanecem pelo menos parcialmente
dependentes dos sinais regulatorios provenientes do microambiente hematopoiético para
sua sobrevivéncia e proliferacéo (3). No entanto, as CLs perturbam os nichos normais do
compartimento medular, através da liberacdo de varios fatores, dentre eles, vesiculas
extracelulares (VES). Essas estruturas membranosas reprogramam populacdes de células
estromais, que induzem alteragbes no microambiente da MO, resultando na

transformag&o de nichos saudaveis em nichos "leucémicos” (7,51).

A reprogramacdo dos nichos da MO contribuem para persisténcia leucémica,
promovendo a quimiorresisténcia, quiescéncia e inibicdo de apoptose nas CLs, além de
influenciar no desenvolvimento e diferenciacdo de outras linhagens na hematopoiese,
visando aumentar a sobrevivéncia e expansdo de CLs (52-56). Nos ultimos cinco anos,
estudos demonstraram que as VES representam um componente eminente no
microambiente tumoral, mediando a comunicagdo entre CLs e células circundantes.

Atualmente sdo consideradas importantes contribuintes para a progressao do cancer (57).

2.3 VESICULAS EXTRACELULARES
2.3.1 Descoberta e estudo das VEs

A histéria das VESs teve inicio em 1946, através das observacdes de Chargaff e
West, que relataram que a centrifugacdo prolongada do plasma humano (31.000 xg por
150 minutos) resultou no aumento do tempo de coagulacdo devido a perda do “fator de
coagulagdo” (58). Em 1967, Peter Wolf identificou vesiculas derivadas de plaquetas,
referidas como “p6d de plaquetas”. Tal trabalho, é considerado por muitos autores um

marco na pesquisa sobre VEs (59).

Nas décadas de 1970-80, foram observadas a liberacdo de vesiculas da
membrana plasmatica de células microvilosas de adenoma retal (60), relatos de particulas
semelhantes a virus em culturas de células humanas e soro bovino (61,62), além da

deteccdo de vesiculas, posteriormente denominadas prostassomas, no plasma seminal
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(63,64). Na mesma época, foram feitas as primeiras observacGes de fragmentos de

membrana originarios de tumores, que também mostraram-se pro-coagulantes (65,66).

Em 1983, estudos ultraestruturais detalhados mostraram que as vesiculas
também sdo liberadas por corpos multivesiculares (CMVs) que se fundem com a
membrana celular durante a diferenciacdo de glébulos vermelhos imaturos (67-69). Mais
de uma década depois, Raposo e Nijman demonstraram que essas vesiculas, entdo
denominadas exossomos, isolados de linfcitos B transformados pelo virus Epstein-Barr,
apresentavam antigenos e eram capazes de induzir respostas de células T (70).

Entre 2006 e 2007, com a descoberta de que as VEs, especialmente exossomos
(EXOs) e microvesiculas (MVs), transportam e transferem material genético (DNA e
RNAs) (Figura 3), reforcaram a importancia dessas vesiculas e proporcionaram um novo
interesse das VEs como mediadores de comunicacéo celular (71,72). Pouco depois, foi
observado que as VEs estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos e patologicos,
incluindo coagulacdo, inflamacéo, expansdo de células-tronco, comunicacdo neuronal,

tumorigénese, entre outros (73-75).

Célula

v Microvesiculas Receptora

% Citosol

Exossomos

Célula
Secretora

Figura 3. Esquema da transferéncia de RNAs por VEs. As moléculas de RNAs (simbolos curvos)
incorporadas em MVs e EXOs podem atracar na membrana plasméatica de uma célula receptora. As
vesiculas ligadas podem se fundir diretamente com a membrana plasmatica ou ser endocitadas e, entdo se
fundir com a membrana delimitadora de um compartimento endocitico. Ambas as vias resultam na entrega
de RNA na membrana ou citosol da célula receptora.

Fonte: Adaptado de Raposo, 2013 (76).
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Hoje as VEs foram isoladas da maioria dos tipos celulares e fluidos bioldgicos,
como saliva, urina, liquido de lavagem nasal e brénquico, liquido amniético, leite
materno, plasma, soro e fluido seminal (77-82). Um expressivo progresso no campo das
VEs foi resultante de trabalhos colaborativos desenvolvidos pelos membros da Sociedade
Internacional de Vesiculas Extracelulares (SIVE), visando padronizar a nomenclatura e
metodologias utilizadas nos estudos. Em 2014, a SIVE publicou um documento sobre
requisitos experimentais para a caracterizagdo das VEs e suas funcOes, apresentando
etapas basicas de pesquisa necessarias para obtencao de resultados precisos (83,84).

2.3.2 Classificacéo das VEs

As VEs compreendem um grupo variado e heterogéneo de populacdes de
vesiculas derivadas de membranas celulares, classificadas de acordo com seu tamanho,
que pode variar de nano a micro, alem da origem (Figura 4). Atualmente, pelo menos trés
subtipos principais de VEs foram definidos (85): os exossomos (EXOs), com um tamanho
de 30 a 150 nm diametro, originados a partir de vesiculas intra-luminais (VILs) do
endossoma multivesicular (EMV); as microvesiculas (MVs) ou microparticulas/
ectossomos, com tamanho variando de 50-1000 nm de diametro, geradas pela brotacédo
externa da membrana plasmatica; e corpos apoptéticos (APOs) ou vesiculas apoptoticas,
apresentando entre 1000-2000 nm de diametro, liberados como bolhas de células

submetidas a apoptose (76,86).

Ha ainda, os oncossomas grandes (OGs), que representam uma populacdo de
VEs ndo apoptoéticas cuja liberacdo parece ser exclusiva de células cancerosas, possuem
um tamanho atipico entre 1.000-10.000 nm e sdo originarios diretamente da membrana
plasmatica (87). Todas essas populacdes de VEs compartilham caracteristicas em comum,
como tamanho nanométrico, composicdo por bicamadas fosfolipidicas com formato
esferoidal e a presenca de proteinas, receptores de membrana e acidos citosolicos

originarios de sua célula de origem (88).
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¢ Exossomos (EXOs) 30-150 nm Vesiculas Intraluminais (VIL) do Endossoma Multivesicular (EMV)
¢ Microvesiculas (MVs) 50 - 1000 nm Membrana Plasmatica
e Corpos Apoptodticos (APOs) 50 - 2000 nm Membrana Plasmatica
e Oncossomas (OGs) 1000 - 10000 nm Membrana Plasmatica (Células Cancerosas)

Figura 4. Populacdes de VEs. As células liberam populac@es de VESs com tamanhos e origens distintos: 0s
APOs (azul) sdo liberados por células submetidas a apoptose; os OGs (vermelho) e MVs (marrom) sdo
derivados diretamente da membrana plasmatica; e os EXOs (verde) sdo derivados de compartimentos
endossdmicos intracelulares, mais precisamente de VILs do EMV.

Fonte: Adaptado de Willms, 2018 (89).

Recentemente, a SIVE prop6s classificar os VEs com base nas condigdes de
centrifugacdo em: VESs pequenas - sedimentando a 100.000 xg, no lugar de EXOs; VEs
médias - sedimentando em velocidades inferiores a 20.000 xg, MVs; VEs grandes
sedimentando a 2.000 xg (fragmentos de células e corpos apoptdticos). No entanto, como
essas recomendacdes sdo relativamente novas (2017) (90), a grande maioria dos autores

ainda utilizam os termos anteriores, estabelecidos a mais tempo.

2.3.3 Papel das VEs na regulacdo imunoldgica

As VEs, incluindo MVs e EXOs, produzidas por células imunes e ndo imunes
possuem papéis importantes na regulacdo da imunidade. Estas vesiculas podem mediar a
estimulacdo ou supressdo da resposta imunologica a partir da transferéncia de cargas
bioativas, que incluem principalmente: moléculas proteicas, lipidicas e acidos nucléicos.
Dentre as cargas bioativas transportadas, o acido nucléico (microRNA, mRNA, RNA e

DNA) destaca-se como o principal elemento na regulacdo de resposta imune (91,92).

Como material genético das células parentais, as moléculas ativas de acidos

nucleicos sdo responsaveis pela transducdo de sinais que regulam a expresséo génica e a
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sintese de proteinas nas células-alvo. Estudos revelaram que as VEs afetam a expresséo
génica por meio de dois principais mecanismos: atraves da regulacdo de microRNAs e,
através da transferéncia de microRNAs, ambos resultam na traducéo de proteinas e na
reprogramacao de células-alvo (91).

Apos a transducdo diferentes sinais, VEs derivadas de células cancerosas (VEs-
CC), por exemplo, podem afetar a proliferacdo, apoptose, producdo de citocinas e
reprogramacao de células imunes inatas e adaptativas (93-95). VEs-CC enriquecidas com
miRNAs, tais como miR-21-3p, miR-125b-5p, miR-181d-5p e miR-1246, sdo capazes de
reprogramar macrofagos circundantes em agentes de suporte de tumor (96,97). Enquanto,
VEs-CC que expressam TGF-B1 e um ligante para NKG2D (NKG2DL) podem regular
negativamente a expressdo de NKG2D e reduzir a citotoxicidade induzida por células NK
(98-100). Além disso, VEs-CC também podem promover a diferenciacdo de mondcitos
em celulas supressoras derivadas de mieloide (CSDMs), que inibem a maturacdo de
celulas dendriticas (DCs) (101-103).

As VEs também séo capazes de regular a reposta imune desempenhando um
papel como vesiculas apresentadoras de antigenos (92). Estudos demonstraram que as
VEs-CC contendo antigenos tumorais nativos podem ser eficientemente internalizadas
por DCs, para processamento antigénico e apresentacdo cruzada para linfocitos T
citotoxicos (LTCs) especificos de tumor (104,105). De maneira semelhante, antigenos
microbianos também podem estar presentes em VES, que na presenca de DCs, estimulam
a imunidade de células T (106).

A apresentacdo de antigeno por meio das VESs, pode ocorrer através de trés
maneiras distintas: apresentacdo direta de antigeno, onde as VEs mantem a topologia das
células apresentadoras de antigenos (APCs) de origem, e carregam moléculas de MHC
de classe | e 11 de superficie e, portanto, podem estimular diretamente as células T CD8*
e CD4*, respectivamente (107-110); apresentacdo indireta de antigenos por meio da
transferéncia de peptideos antigénicos para APCs, onde uma fracdo de VEs captadas é
internalizada e, os complexos de peptideo-MHC transmitidos pelas VEs podem ser
usados como uma fonte de peptideos para interagir indiretamente com as células T
(111,112); e apresentacdo indireta de antigenos via cross-dressing, onde complexos de
peptideo-MHC de VEs, séo ligados (adsorvidos) as superficies de APCs e apresentados
diretamente as células T sem a necessidade de reprocessamento de peptideo-MHC

(embora as moléculas coestimulatérias sejam fornecidas pela APC) (113,114) (Figura 5).
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Figura 5. Papel das VEs na apresentagao de antigeno. As APCs (por exemplo, DCs) apresentam complexos
de peptideo-MHC que sdo derivados de VEs exdgenas capturadas. As VES que sdo retidas na superficie de
uma APC apresentam seus complexos peptideo-MHC diretamente para as células T (embora as moléculas
coestimulatérias sejam fornecidas pela APC). Alternativamente, as VEs internalizadas transferem seus
peptideos antigénicos para as moléculas de MHC de uma APC hospedeira. As moléculas de MHC
hospedeiras que sdo carregadas com o peptideo derivado de VEs exdgenas sdo entdo transportadas para a
superficie da APC para apresentacdo as células T. As APCs também liberam VEs que podem regular
respostas imunologicas especificas. Embora apenas complexos de MHC de classe 1l sejam mostrados, um
processo semelhante ocorre para moléculas de MHC de classe | na regulagéo de células T CD8".

Fonte: Adaptado de Robbins, 2014 (92).

2.4 MICROVESICULAS
2.4.1 Estrutura, Biogénese e Liberagdo de MVs

As MVs (também conhecidas como microparticulas ou ectossomos) séo
vesiculas derivadas da membrana plasmatica que sdo liberadas no espaco extracelular por
brotamento externo e fissdo da membrana plasmatica (57). A composicdo das MVs,

depende muito do tipo de célula do qual elas se originam, embora a composi¢do da
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membrana conserve-se distinta da célula parental (geralmente com remodelacdo
significativa, possibilitando fungdes especializadas). Nesse sentido, nem todas as

proteinas da membrana plasmatica sdo incorporadas nas MVs (115).

As membranas de MVs contém altos niveis de colesterol, esfinogomielina, e
fosfatidilserina (FS), sendo este ultimo um fosfolipidio importante para o funcionamento
e a integridade da membrana celular (116). Normalmente distribuido assimetricamente
na membrana plasmatica, onde é predominantemente encontrado no folheto interno da
bicamada da membrana, a FS é realocada para o folheto externo da membrana,
especificamente em locais na superficie celular onde ocorre a liberagdo de MVs, enquanto
a topologia das proteinas da membrana permanece intacta (Figura 6) (115,117,118).

As MVs usualmente exibem integrinas, tetraspaninas e receptores em densidade
relativamente baixa, além de outras proteinas, como a metaloproteinase de matriz tipo 1
da membrana (MT1-MMP), receptores de glicoproteinas (GPIb e GPIIb/GPIla) e
moléculas de adesdo (119,120). Devido a ampla heterogeneidade, algumas dessas
proteinas ndo encontram-se em todas as MVs, sendo presentes apenas em determinadas
subpopulagdes (121). Além das proteinas de membrana, as MVs também carregam
proteinas citosolicas, lipidios e acidos nucleicos, incluindo sequéncias de DNA e RNA,
que incluem mRNA, RNAs ndo codificantes e principalmente miRNA (Figura 6)
(122,123).

Chave
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Figura 6. Estrutura e componentes de MVs. As MVs sdo formadas pela brotacdo externa da membrana
plasmatica, as mesmas, sdo enriquecidas com alguns lipidios, como o colesterol, esfingomielina, e
principalmente a fosfatidilserina, que € realocada para o folheto externo da membrana, em locais onde
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ocorre a liberacdo de MVs. Proteinas de membrana, como receptores de integrinas, receptores de
glicoproteinas, tetraspaninas, metaloproteinases e moléculas de MHC, proteinas solveis como proteases e
citocinas, além de acidos nucléicos, podem ser encontrados nas MVs.

Fonte: Adaptado de Chari, 2010 (57).

A natureza e a abundéncia de cargas das MVs também variam de acordo com a
celula parental e sdo frequentemente influenciadas pelo estado fisiolégico ou patolégico
da célula doadora, pelos estimulos que modulam sua producdo e liberacdo, e pelos
mecanismos moleculares que levam a sua biogénese (124,125). O processo de trafego de
cargas para as MVs ainda é uma area de investigacdo, sendo bem menos caracterizada,

quando comparado aos EXOs.

A formacdo de MVs envolve o agrupamento de carga, brotamento e fissdo para
0 meio extracelular. Inicialmente, os lipidios e as proteinas associadas & membrana sao
agrupados em discretos microdominios (regifes onde ocorre 0 agrupamento de cargas)
na membrana plasmatica. Tais microdominios, juntamente com a maquinaria do
complexo de triagem endossomal necessario para transporte (ESCRT)-I, participam do

recrutamento de componentes solveis, como proteinas citosolicas e espécies de RNA.

A formacdo do agrupamento de microdominios junto com maquinarias
enzimaticas dependentes de célcio, que inclui translocases de aminofosfolipidio
(flippases e floppases), ARF6 e ESCRT-III, conduzem rearranjos na assimetria de
fosfolipidios de membrana, o que causa flexao fisica e reestruturacao do citoesqueleto de
actina subjacente, promovendo o brotamento da membrana seguido por um processo de

fissdo na membrana plasmatica em direcdo ao meio extracelular (Figura 7) (126-128).
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Figura 7. Biogénese de MVs. Inicialmente, lipidios e proteinas associadas @ membrana sdo agrupados
em discretos microdominios da membrana da membrana plasmética (etapa 1). Esses microdominios,
juntamente com a maquinaria ESCRT-I, participam do recrutamento de componentes sollveis, como
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proteinas citosdlicas e espécies de RNA, destinados & incorporacdo nas MVs (etapa 2). Ao final, o
agrupamento de microdominios, juntamente com maquinarias adicionais (Translocases de
aminofosfolipidio, ESCRT-11l e ARF6), promovem a brotagdo da membrana seguida de um processo de
fissdo na membrana plasmética em direcdo ao meio extracelular (etapa 3).

Fonte: Adaptado de Van Niel, 2018 (128).

2.4.2 Navegacao, Interacéo e Fusdo de MVs

Uma vez liberadas no meio externo, as MVs iniciam a via extracelular, que
envolve a navegacao, interacdo e fusdo com as células-alvos. A navegacdo corresponde a
um processo ndo regulado que implica em consequéncias importantes. Inicialmente, uma
fracdo das vesiculas permanece intacta por um curto periodo até que haja a ruptura da
membrana, com liberacdo de cargas bioativas, a exemplo citocinas e fatores de
crescimento, que ficam disponiveis para ligacdo direta aos seus receptores nas células

adjacentes, sendo capazes de induzir respostas especificas (129,130).

A maioria das MVs, no entanto, € resistente a ruptura da membrana e persiste no
meio extracelular, por um longo periodo. Suas enzimas de superficie e outras moléculas
induzem uma forma de efeito de pré-ligacdo nas células circundantes (131). Alem disso,
as MVs tendem a se acumular nos espagos extracelulares proximais as juncoes
intercelulares, movendo-se através e entre as células, podendo deixar seu fluido inicial e
passar para areas teciduais adjacentes, tais como outros fluidos, soro, linfa e liquido
cefalorraquidiano (132-134).

A caracteristica mais interessante da navegacao das MVs é o reconhecimento de
suas células-alvo especificas. Exemplos desse processo de reconhecimento foram
observados had mais de 10 anos, quando as MVs derivadas de plaquetas no sangue
mostraram ligacdo aos mondcitos e ndo aos neutrofilos (135). Desde entdo, observacoes
adicionais foram feitas a respeito, por exemplo, as MVs de células mesenquimais que se
ligam a ceélulas mesenquimais, mas ndo a células-tronco mesenquimais, células

endoteliais ou granulécitos (136). Tal caracteristica também é observada nos EXOs (137).

Apos o reconhecimento de suas células-alvo, as MVs estabelecem interacdes
com suas superficies, seguidas habitualmente pela fusdo com a membrana plasmatica ou
membranas endociticas (138). Tal interacdo, assemelha-se a interacdo do herpes-virus
com células hospedeiras, que sdo construidas em torno de uma glicoproteina central que

atua como um "ativador" de sua ligacdo a superficie celular (139).
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Contudo, estudos recentes sobre o processo de interagdo, demostraram que as
MVs podem se ligar de diferentes maneiras as células-alvo. Por exemplo, MVs liberadas
da microglia interagem com outras células microgliais a partir de rolamento sobre a
superficie até atingir locais apropriados para a internalizacdo, diferentemente da ligacéo
aos astrocitos, onde as MVs microgliais permanecem quase estacionarias (140).

Os mecanismos responsaveis por essas diferentes interacdes ainda precisam ser
elucidados. De modo geral, as VEs ndo possuem um "ativador" como o observado para o
herpes-virus; em vez disso, as interacdes parecem ser geradas pela ligacdo bilateral de
moléculas presentes na superficie das duas membranas que interagem (121). Nas MVs,
esse papel foi proposto as tetraspaninas, integrinas, lectinas e proteoglicanos que se
encontram em densidade variavel na membrana. Nas células alvo, a ligagdo proposta pode
envolver receptores de superficie e moléculas de adesdo, bem como proteinas da matriz

extracelular (MEC), a exemplo, laminina e fibronectina (138,141).

Uma vez ancoradas na membrana plasmatica, as MVs podem induzir respostas
funcionais ligando-se e ativando receptores especificos expressos nas celulas-alvo (142).
Dependendo do tipo da células parental, as MVs podem iniciar vias de sinalizacao
intracelular e apresentar antigenos, além disso, MVs derivadas de células cancerosas
demonstraram promover o crescimento independente de ancoragem, uma das marcas da
tumorigénese (Figura 8) (70,128,143).

Apos a captacdo, as MVs também podem ser internalizadas por varias vias, que
incluem: macropinocitose, fagocitose, endocitose mediada por caveola, endocitose
mediada por catrina e através de jangada lipidica (141,144,145). A internalizacao tera
como alvo a introducdo das MVs exdgenas na via endossémica candnica, por meio da
qual alcancam o endossoma multivesicular (EMV), nos quais as MVs internalizadas

poderdo se misturar com vesiculas intraluminais enddgenas (VILs) (Figura 8) (128).

A fusdo dos EMV com o lisossomo levara a degradacdo das MVs e a reciclagem
de seu conteudo para alimentar o metabolismo da célula receptora. As MVs ancoradas na
membrana plasmatica ou na membrana limitante do EMV podem liberar seu contetdo
intraluminal no citoplasma da célula receptora por fusdo, um processo atualmente pouco
conhecido, mas de grande importancia para a entrega de cargas intraluminais, como

proteinas, peptideos e acidos nucleicos (Figura 8) (128,146,147).
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Figura 8. Interacdo e fusdo de MVs com a célula-alvo. Apds estabelecer interagcbes com as proteinas de
superficie da célula receptora, as MVs circulantes podem permanecer ligadas a superficie e desencadear
sinalizagdo intracelular, ou ser internalizadas por vérias vias. A internalizagdo terd como alvo a introducéo
das MVs exdgenas na via endossdmica candnica, por meio da qual alcancam o EMV. A fusdo do EMV
com o lisossomo levara a degradacdo das MVs e a reciclagem de seu conteldo para alimentar o
metabolismo da célula receptora. As MVs ancoradas na membrana plasmatica ou na membrana limitante
do EMV podem liberar seu contetdo intraluminal no citoplasma da célula receptora através de fusao.
Fonte: Adaptado de Van Niel, 2018 (128).
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2.4.3 MVs derivadas de Células Leucémicas

Embora a liberacdo de MVs ocorra em condi¢des fisioldgicas, durante processos
patologicos como o cancer, a liberacdo dessas vesiculas apresenta-se consideravelmente
aumentada. Além disso, a quantidade de vesiculas derivadas especificamente de células
cancerosas demonstrou estar correlacionado com sua invasividade in vitro e in vivo
(148,149).

As MVs no cancer foram documentadas pela primeira vez em 1978, quando
foram identificadas em culturas de nddulos do baco e linfonodos de paciente com
Linfoma de Hodgkin (150). Cerca de uma década depois, foi demonstrado que as MVs
eram liberadas espontaneamente de células de melanoma altamente metastaticas (B16-
F10) de camundongos, que quando fundidas com células de melanoma fracamente

metastaticas (B16-F1), permitia a metastase de células F1 para os pulmdes (151).

Ambos 0s estudos preparam o terreno para novas investigacfes sobre a
importancia da liberacdo dessas vesiculas na progressdao do cancer. Desde entdo, a
transferéncia de carga mediada por MVs para células adjacentes ou distantes tem

demonstrado afetar muitos estagios da progressdo neoplasica, como angiogénese, evasao
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imunoldgica e metéstase (57,152). No entanto, o envolvimento das MVs na LLA tem sido
pouco investigado e os dados sobre a caracterizagéo e seus efeitos séo limitados.

No contexto das leucemias de modo geral, as VEs, incluindo MVs e EXOs,
derivados de células leucémicas (VEs-CL) demonstraram modular seu microambiente
para sustentar o crescimento e a progressao neoplasica, através da transferéncia de cargas
bioativas, incluindo mMRNAs, miRNASs e proteinas para as células circundantes, levando
a inibicdo do sistema imunoldgico, aumento da angiogénese e agregacao plaquetaria. O
estroma modificado pelas VEs-CLs também demonstrou influenciar no desenvolvimento
e diferenciacdo das demais linhagens hematopoiéticas, além de promover a
quimiorresisténcia, inibicdo de apoptose e quiescéncia, contribuindo coletivamente para
expansdo das CL (Figura 9) (53,54,153-158).
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Figura 9. Influéncia de MVs e EXOs no microambiente leucémico. As VEs-CLs modificam seu
microambiente e promovem a inibicdo do sistema imunoldgico, aumento da angiogénese e agregagao
plaquetaria. O estroma modificado na Leucemia promove a quimiorresisténcia, inibicdo de apoptose e a
quiescéncia, além de influenciar no desenvolvimento e diferenciagdo de linhagens hematopoiéticas.

Fonte: Adaptado de Pando, 2018 (56).
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2.4.4 MVs derivadas de Leucdcitos inflamatérios

Os diferentes tipos celulares da imunidade inata e adaptativa, incluindo
neutréfilos, mondcitos/macréfagos e linfécitos sdo capazes de liberar MVs, que atuam no
sistema imunolégico como importantes mensageiros paracrinos (159,160). Os niveis de
MVs derivadas de Leucécitos (MVs-L) sdo avaliados em fluidos biol6gicos por
citometria de fluxo atraves de anticorpos especificos contra proteinas de superficie (161).
Atualmente, diversos estudos buscam compreender como as MVs-L participam da
regulacdo da resposta imunoldgica em condicdes fisioldgicas e patoldgicas.

e Microvesiculas derivadas de Neutréfilos: Os neutrofilos representam o tipo
celular mais abundante envolvido na imunidade inata. Estudos demonstraram que a sua
estimulacdo resulta na liberacdo de populagdes heterogéneas de MVs, que apresentam
tanto a composicao quanto as propriedades bioldgicas distintas, em conformidade com o

tipo de estimulo pelo qual os neutréfilos produtores passam (162,163).

As MVs derivadas de neutrofilos (MVs-NEU) sdo elementos importantes em
reacdes inflamatdrias, uma vez, que estas contém diversas proteinas pro-inflamatorias
reconhecidas em sua superficie, além de possuirem a capacidade de se mover em resposta
a um gradiente quimiotatico (164). O principal efeito das MVs-NEU inclui interacdes

com CEs, as quais sofrem varias alteracdes moleculares e bioquimicas (164-167).

As MVs-NEU também estdo envolvidas na inflamacdo através de seu
envolvimento na producéo de citocinas pelas células NK (168). No entanto, sua funcao
biologica ndo se limita ao seu papel como agentes pro-inflamatdrios. Estudos
demonstraram que as MVs-NEU induzem a secrecdo da citocina anti-inflamatoria TGF-
B em mondcitos e células dendriticas (DCs) e diminuicdo da liberagdo dos mediadores
pro-inflamatorias CXCLS8, IL-6, TNF-a, IFN-y (168-170). Elas também estimulam a
fagocitose de neutréfilos em apoptose e a liberacdo de mediadores pro-resolutivos de

macrofagos (162).

Além disso, a proteina anti-inflamatéria anexina Al presente nas MVs-NEU
demonstrou induzir a diminuicdo da interacdo entre leucécitos e CEs, enquanto as MVs
produzidas durante o processo de extravasamento de neutrofilos melhoraram a funcéo da
barreira endotelial (171,172). Por fim, as MVs-NEU podem ainda exibir uma funcéo pro-
trombotica atraves do encapsulamento do fator de ativacao de plaguetas, combinado com

a exposicdo da integrina Mac-1 e fator tissular ativados (173,174). Coletivamente, 0s
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dados indicam que as MVs-NEU podem desempenhar papéis funcionais distintos, e

antagbnicos na resposta imunolégica.

e Microvesiculas derivadas de Mondcitos/Macrofagos: As MVs liberadas a
partir de mondcitos (MVs-MON) ou macréfagos (MVs-MAC) podem exercer varias
fungdes distintas. Primeiro, foi demonstrado que essas popula¢fes de MVs promovem a
morte celular programada induzida por inflamagc&o em células do musculo liso vascular

através da transferéncia da caspase-1 piroptética funcional (159,175).

Posteriormente, verificou-se que as MVs-MAC poderiam induzir a
diferenciacdo de mondcitos naive em macrofagos, através das cargas contendo altos
niveis da molécula de miRNA-223, um importante regulador de proliferacdo e
diferenciacdo de células mieldides (176). Além disso, essas vesiculas demonstraram
exibir MHC de classe Il e moléculas co-estimuladoras, semelhante as MVs derivadas de

DCs, que podem desempenhar um papel na apresentacéo de antigenos (177,178).

O papel das MVs-MON na resposta inflamatoria também foi observado em
estudos que relataram que essas MVs regulam positivamente a secrecdo de mediadores
inflamatarios, incluindo CCL2, CXCLS8, e ICAM-1, por células epiteliais de vias aéreas
e células epiteliais de pulméo humano (179,180). Em seguida, também foi relatado que a
estimulacéo de podocitos por MVs-MON induz a producéo de CCL2 e IL-6 (181).

Nesse contexto, também foi observado que as MVs-MON ativam a producéo de
IL-6 e TNF-a por monocitos e macrofagos, e consequentemente atuam como um
sinalizador paracrino e autocrino (182). Outros efeitos imunomoduladores de MVs
derivadas de monacitos e macréfagos incluem a regulacdo negativa de resposta imune,

através da inibicdo da ativacdo do complemento e a inducédo da liberacdo de TGF-p (183).

e MVs derivados de células T: As MVs liberadas pelas células T (MVs-CT)
podem ser direcionadas para diversos tipos celulares distintos, induzindo uma ampla
variedade de efeitos imunorregulatorios, que vdo de ativacdo imune a supressao
imunologica (184). Embora as ceélulas T liberem as VEs (MVs e EXOs)
constitutivamente, o acionamento do TCR e a estimulacdo intracelular de calcio

aumentam a liberacdo dessas vesiculas (185).

Estudos relataram que as MVs-CT induzem a sintese de citocinas pro-
inflamatorias (TNF, IL-1B), bem como anti-inflamatdrias (antagonista do receptor da

interleucina-1 secretora, slL-1Ra) em mondcitos (186). Enquanto que em mastocitos, as
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MVs-CT demonstraram induzir a ativacdo e degranulacdo, com liberacdo das moléculas
CXCLS, IL-24 e oncostatina M (187,188).

Além disso, h& evidéncias substanciais de que as MVs-CT estdo envolvidos na
disfuncdo endotelial, onde estudos relataram que essas vesiculas diminuem a producao
de oxido nitrico (ON) ao passo que aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em CEs (189,190). Por fim, estudos demonstraram que as MVs-CT sdo capazes

de promover apoptose de células normais, bem como de células cancerosas (191-193).

Em termos de acles anti-inflamatorias, em funcdo de transportarem ligantes
regulatérios em sua superficie, as MVs-CT também séo capazes de inibir atividade
citotoxica de células NK, bloquear a estimulacdo de células T, e regular negativamente a
capacidade estimulatoria de células T a APCs, contribuindo assim para atenuar as
respostas imunoldgicas (158,194-197).

2.4.5 MVs derivadas de Células Endoteliais

O endotélio corresponde a um conjunto de células endoteliais (CEs), que
revestem o0s vasos sanguineos e linfaticos, formando uma interface entre os tecidos e 0
sangue ou linfa. Tal localizag&o estratégica confere seu papel fundamental no controle da
vasorregulacdo, hemostasia e inflamacéo (198). Alteracdes na homeostasia vascular,
decorrente de ativacdo ou apoptose, esta associada a liberacdo de MVs derivadas de

células endoteliais (MVs-CE), que representam uma importante fonte de MVs (161).

As MVs-CE sdo definidas com base na analise citométrica da expressédo de
glicoproteinas, incluindo a seletina E (CD62E), endoglina (CD105), molécula de adeséo
celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1, CD31), molécula de adesdo celular vascular
1 (VCAM-1, CD106), caderina endotelial vascular (VE-caderina, CD144), e outras (198).
Devido alguns desses marcadores também serem caracteristicos de outros tipos de MVs,

suas combinacdes sdo frequentemente utilizadas em estudos de MVs-CE (199-201).

Um crescente nimero de evidéncias indicam que as MVs-CE atuam como
importantes agentes indutores de reacGes inflamatorias. Estudos relataram, que as CEs
humanas liberam MVs apds lesdo ou estimulacdo por varios mediadores proé-
inflamatorios, incluindo as citocinas TNF, IL-1a, IL-1f, IFN-y, além de proteinas do
complemento (C5b-9), proteinas C reativa (PCR) e lipopolissacarideo (LPS) (202-204).
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A estimulacdo de MVs-CE por mediadores inflamatdrios, especialmente o TNF,
também demonstrou induzir a expressdo de um conjunto especifico de proteinas de
superficie (E-selectina, ICAM-1, PECAM-1 e avp3), que promoveram a inflamacéo local
e generalizada (205). Indicando um eixo TNF-MVs-CE, com ciclo inflamatério, onde o
TNF promove a geracdo de MVs-CE, que por sua vez aumenta a expressao de moléculas
de adesdo em CEs, intensificando a interagdo entre CEs e leucocitos (205).

As MVs-CE também demonstraram envolvimento na modulacdo da imunidade
adaptativa, através da inducdo da maturacdo de DCs plasmocit6ides, importantes fontes
de interferons do tipo I, interferons do tipo Ill, além de IL-6 e TNF-a (206-208). Tal
estimulacdo, resultou no aumento da proliferacdo de células T CD4" naive e secrecdo de
citocinas Thl (207). Além disso, as MVs-CE contribuem para a proliferacdo de células T
CD4* e CD8" através da expressdo de moléculas envolvidas na apresentacdo de antigenos
e estimulacdo de células T, que incluem: CD40, MHC de classe | e Il e ligante do
coestimulador induzivel de células T (ICOSL) (209).

2.4.6 MVs derivadas de Plaquetas

As plaquetas sdo pequenos elementos celulares anucleados derivados de
megacariocitos que desempenham papel fundamental na coagulacao sanguinea (210). As
MVs derivadas de plaquetas (MVs-P) correspondem ao tipo de MVs mais pesquisado e
representam a fracdo majoritaria de MVs presentes na circulacdo (211,212). A
imunofenotipagem por citometria de fluxo é comumente utilizada para determinar o
nimero de MVs-P em fluidos biologicos usando anticorpos monoclonais contra
glicoproteina I1b (CD41), glicoproteina Illa (CD61) e P-selectina (CD62P) (213).

Dois tipos de observacbes apontam para um importante papel das MVs-P na
inflamacdo. Primeiro, varios pesquisadores relataram que a carga de MVs-P pode
interagir com células envolvidas em reacdes inflamatérias. Segundo, um aumento nos
niveis de MVs-P no sangue foi relatado associado a disturbios inflamatorios.
Basicamente, a atividade pré-inflamatoria de MVs-P se resume a modulacdo de varios
processos, incluindo: ativacdo de células imunes e células endoteliais; intensificacdo da
migracdo transendotelial de leucdcitos e interacdo célula a célula; além da estimulagéo da
quimiotaxia e reducdo da apoptose de células inflamatérias (214-220). Além disso, as
MVs-P apresentam-se como uma fonte rica em citocinas pré-inflamatorias e componentes
do complemento (221-223).
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Por outro lado, estudos recentes documentaram que as MVs-P também podem
atuar como fatores anti-inflamatérios (211,224). Todavia, ao contrario dos efeitos pro-
inflamatorios bem estabelecidos, os mecanismos de supresséo da inflamagéo sdo pouco
compreendidos, e um nimero limitado de artigos aborda essa atividade. Além disso, deve
ser enfatizado que as propriedades anti-inflamatorias das MVs-P sdo principalmente
devidas a inibicdo da liberacéo de citocinas (225-227).

2.4.7 MVs derivadas de Eritrécitos

Se comparado as MVs-P, o nimero de estudos sobre o papel das MVs derivadas
de eritrécitos (MVs-E) é limitado. No entanto, um crescente nimero de evidéncias
indicam que as MVs-E também podem atuar como importantes mediadores de reacfes
inflamatdrias, e o fato dos eritrocitos constituirem o tipo de célula sanguinea mais

abundante, o torna um importante objeto de investigagao (228).

Quando os eritrocitos se deparam com estimulos especificos, como estresse de
cisalhamento, ataque do complemento, estimulagdo agonista ou dano, a FS localizada
quase exclusivamente na camada interna da membrana celular em condi¢Ges normais,
move-se para a membrana externa, indicando que a ancoragem da membrana no

citoesqueleto intracelular é interrompida, promovendo a formacao de MVs (229,230).

As MVs sdo geradas durante todo o ciclo de vida dos eritrocitos. E relatado que
mais de 20% da hemoglobina (Hb) intracelular sdo perdidas através de varios
mecanismos, incluindo a liberacdo de MVs (231). Sua remoc¢do, por sua vez esta
usualmente relacionada a receptores especificos de FS expressos pelo sistema mondcito-

macrofago no figado, pulmdes e MO (232).

Estudos demonstraram que as MVs-E podem afetar varios processos, incluindo:
coagulacdo, através de interacdes com fatores de coagulacdo e fatores anticoagulantes
(229,233,234); inflamacdo, através de interacbes com células imunoldgicas e endoteliais,
plaquetas e moléculas do complemento (231,235-237); e por fim, adesdo celular, através
da transferéncia de heme para CEs, e da eliminacdo e producdo de 6xido nitrico (NO) e

outros radicais livres, intensificando a interacdo célula a célula (230,238,239).
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2.4.8 MVs como biomarcadores Imunolégicos

Em funcdo da capacidade de conter um subconjunto de moléculas e antigenos
especificos da célula parental, diversos estudos tem sugerido que as MVs podem
desempenhar um papel como biomarcador, especialmente aquelas derivadas de células
cancerosas, uma vez que estas contém informacdes genéticas exclusivas sobre o processo
neoplasico, relacionadas ao estado de malignidade, tipo celular e suscetibilidade ao
tratamento terapéutico (240). Além disso, a liberacdo de MVs é substancialmente maior
durante a progressao do cancer, refletindo em altos niveis de MVs nos fluidos biolégicos,
tanto em neoplasias solidas, como em neoplasias hematoldgicas (98,241).

Como tal, as MVs apresentam-se como potenciais biomarcadores para fins de
diagndstico, prognostico e acompanhamento de pacientes, além de alvos terapéuticos para
elaboracdo de estratégias direcionadas as células cancerosas (56).

3. RELEVANCIA DO ESTUDO

No cenario mundial, a LLA possui grande relevancia por ser a neoplasia
pediatrica de maior ocorréncia. Considerando que hd 50 anos a sobrevida na LLA
pediatrica era 10-20% (242), atualmente as taxas de sobrevida geral de longo prazo sdo
de 80-90% (243,244). Grande parte da melhora na taxa de sobrevida decorre da
classificacdo dos pacientes em grupos de risco, que levam em consideracdo os fatores

prognosticos e do subsequente ajuste da intensidade do tratamento (245).

No entanto, apesar do aumento na taxa de sobrevida, a morbidade consequente
do tratamento encontra-se como um fator importante, por deixar sequelas em criangas
com grande expectativa de vida. Logo, a identificacdo de biomarcadores altamente
preditivos de desfechos clinicos desfavoraveis, tais como grupo de risco de tratamento e
doenca residual minima, podera auxiliar no estabelecimento de intervencdes terapéuticas
alternativas ou mais assertivas de maneira antecipada, diminuindo a duracao da exposicéo
a terapias ineficazes e potencialmente toxicas, o que poderd proporcionar melhores

resultados e maior qualidade de vida aos pacientes com LLA.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

e Caracterizar o perfil de Microvesiculas circulantes em pacientes pediatricos com
Leucemia Linfoblastica Aguda de células B submetidos a quimioterapia de

remisséo.
4.2 Objetivos especificos

e Descrever o perfil clinico-hematolégico dos pacientes pediatricos com Leucemia

Linfoblastica Aguda de células B em terapia de inducdo da remisséo;

e Avaliar o perfil de Microvesiculas circulantes derivadas de leucdcitos
inflamatorios (linfocitos, mondcitos e neutrofilos), eritrocitos, plaquetas, células
endoteliais e celulas leucémicas, em pacientes pediatricos com Leucemia

Linfoblastica Aguda de células B e em criangas saudaveis;

e Investigar a correlacdo entre as populagdes de Microvesiculas circulantes nos

pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Aspectos Eticos

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Estudo do Perfil
Imunolégico em Criangas com Leucemia Linfoblastica Aguda no Amazonas” aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacio HEMOAM, sob niimero de parecer
739.563/2014, CAAE 18309913.6.0000.0009 (Anexo I1). Todos os pacientes e criangas
que compuseram o grupo controle foram incluidas mediante aceitacdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

(TALE), para aquelas acima de 06 anos de idade, alfabetizadas.

5.2 Modelo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, do tipo longitudinal retrospectivo para
caracterizacdo das populacbes de MVs derivadas de células leucémicas, leucocitos
inflamatorios (linfocitos, neutrofilos e mondcitos), células endoteliais, eritrocitos e
plaquetas em pacientes pediatricos com LLA-B de novo, tratadas na Fundacdo
HEMOAM, localizado na cidade de Manaus, AM.

5.3 Populacéo de estudo

A populacdo do estudo foi composta por pacientes atendidos no servico de
hematologia pediatrica na Fundacdo HEMOAM, com diagndstico de LLA-B e obtida por
demanda espontanea no periodo de marco de 2014 a marco de 2018. Além dos pacientes,
foram recrutadas criancas (sem leucemia) atendidas na triagem clinica da Fundacéo
HEMOAM, que realizaram o hemograma para investigacdo de anemia, cujo resultado

ndo apresentou alteracdes na série leucocitaria.

5.4 Critérios de incluséo e exclusao

Os critérios de incluséo utilizados para o grupo caso, foram: pacientes com LLA-
B comum de novo, admitidos no Servico de Hematologia Pediatrica da Fundacdo
HEMOAM, com idade inferior a 18 anos, tratados com o Protocolo GBTLI LLA-20009.
Para o grupo controle foram definidos como critérios de inclusdo: idade inferior a 18 anos,

sem alteracbes no hemograma e sem infecgdo prévia ha menos de 04 semanas. Como
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critérios de exclusdo, para ambos os grupos, foram utilizados os seguintes parametros:
material bioldgico insuficiente, coagulado, mal conservado ou com contaminagdo e

criancas com doenga inflamatoria aguda ou crénica conhecida, ou disturbio autoimune.

5.5 Obtenc¢édo das amostras

Para realizacdo do estudo, foram utilizadas amostras de medula 6ssea (MO) e
sangue periférico (SP) de pacientes com LLA-B (amostras independentes), as quais foram
obtidas através de puncdo aspirativa da crista iliaca e através de puncdo venosa,
respectivamente (procedimentos de rotina para estes pacientes). As coletas ocorreram em
trés momentos da terapia de inducdo da remissdo, referidos como: dia do diagnéstico
(D0), dia 15 (D15) e ao final da terapia de inducéo da remisséo (D35), sendo coletados 2
ml de MO e 3ml de SP em tubos com sistema a vacuo, contendo anticoagulante EDTA
pela Equipe Médica da Fundacdo HEMOAM. Alem das amostras dos pacientes, foram
obtidas amostras de SP de criangas sem leucemia, obtidas através de pungéo venosa, para

serem utilizadas como valor de referéncia comparativo nas analises.

As amostras foram identificadas com o cddigo do projeto maior e encaminhadas
ao Laboratorio Multidisciplinar da Fundacdo HEMOAM, onde foram centrifugadas a 900
xg por 15 min. Posteriormente o sobrenadante / Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foram
coletados e transferidos para criotubos e armazenados no biorrespositorio do laboratorio

multidisciplinar de pesquisa, em freezer -80°C (Figura 10).
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Figura 10. Fluxograma de obtencdo das amostras. Demonstracdo detalhada das etapas de obtencgdo e
processamento das amostras utilizadas no estudo.

5.6 Selecdo das amostras

A partir das amostras armazenadas no biorrepositorio, foram selecionadas
amostras de MO (DO, D15 e D35) de 10 pacientes; amostras de SP (DO, D15 e D35) de
10 pacientes; e amostras de SP (Tempo Unico) de 10 criangas sem leucemia para compor
0 grupo de controle negativo (Figura 11). As amostras selecionadas, foram utilizadas para
a caracterizacdo de MVs, realizada no Instituto Rene Rachou (IRR) - Fiocruz Minas,
seguindo o Protocolo de Imunofenotipagem de MVs (246) (Anexo IV) do Grupo
Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) coordenado pelo Dr. Olindo Assis

Martins Filho e Dra. Andréa Teixeira Carvalho.
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Figura 11. Fluxograma de selecdo das amostras. Demonstracdo detalhada da selegdo das amostras
utilizadas no estudo.

5.7 Imunofenotipagem de Microvesiculas

Inicialmente, as amostras de sobrenadante / PPP derivadas de MO e SP foram
descongeladas em banho-maria a 36°C, e aliquotadas em tubos tipo eppendorfs que foram
centrifugados a 13000 xg por 5 minutos em Temperatura Ambiente (TA) para obtencao
do Plasma Livre de Plaquetas (PLP).

Posteriormente as amostras foram tratadas com tampdo citrato-heparina, e
novamente centrifugadas a 15000 xg por 90 min a 15°C, o sobrenadante foi retirado, e
entdo os pellets foram ressuspendidos em 100 pl de tampéo anexina, e distribuidos nos
pocos (placa) contendo os anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se
ligam aos marcadores de superficie especificos presentes nas populaces de MVs (Tabela
4), e foram incubados por 30 minutos ao abrigo de luz em TA. Apos a incubacéo, foi
aplicado 300 ul de tampéo de ligacdo de anexina nos pogos, e entdo 0s contetdos foram

transferidos para os microtubos de citometria de fluxo.



Tabela 4. Painel para imunofenotipagem das populagdes de MVs.
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Tubo MVs FITC PE | PE-Cy7 |
1 Controle (Anexina V) Anex V - - - -
2 Neutrofilos Anex V CD66b - - CD45
3 Cel. Endoteliais / Eritrécitos | Anex V | CD51/CD61 - CD235a -
4 Células T / Plaquetas Anex V CD3 CD41la - -
5 Mondcitos Anex V CD16 CD14 - -
6 Cel. Leucémicas Anex V CD10 CD34 | CD19 | CD45

A aquisicdo das amostras foi realizada no citometro de fluxo CytoFLEX S

(Beckman Coulter), equipamento altamente sensivel que permite a deteccdo e

caracterizacdo de MVs numa escala de 100-900nm através da utilizacdo de microesferas

sintéticas de calibragdo denominadas Gigamix. Estas microesferas possuem tamanhos
definidos (100nm; 160nm; 200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) e sdo utilizadas como
referéncia para caracterizagdo de MVs (Figura 12).
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Figura 12. Estratégia para imunofenotipagem de MVs por citometria de fluxo. Através da utilizacdo das
Gigamix (microesferas de 100nm; 160nm; 200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm), serd definido uma
regido, nomeada MP Gate. Os seguintes histogramas e dotplots serdo adicionados na regido MP Gate, e
partir desta regido serdo analisadas as MVs do estudo.
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5.8 Obtencéo dos dados sociodemograficos e clinicos-hematoldgicos

A coleta dos dados sociodemogréaficos (idade, género) e clinico-hematoldgicos
(grupo de risco, doencga residual minima, imunofendtipo, mielograma, hemograma) foi
realizada a partir dos registros do laboratorio de marcadores celulares e prontuérios do
Setor de Atendimento Médico e Estatistico (SAME), posteriormente foram plotados em

planilha eletrdnica no Microsoft Excel, onde foi construido o banco de dados do estudo.

5.9 Analise dos dados

Os dados sociodemograficos e hematoldgicos dos pacientes foram apresentados
em formas de tabelas, elaboradas com o programa Microsoft Excel. Os resultados obtidos
na imunofenotipagem foram analisados através do software FlowJo (v.10). Para
elaboragdo das andlises estatisticas convencionais foi utilizado o software GraphPad
Prism (v.8.0.1). Para verificar a normalidade de dados foi realizado o teste Shapiro Wilk
para cada variavel, mostrando uma distribuicdo ndo parametrica. A comparacdo dos
valores entre dois grupos foi realizada através do teste de Mann-Whitney, enquanto que
para a comparacdo das variaveis com trés ou mais grupos, foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn’s para as comparagdes multiplas entre grupos. Os
niveis de significancia estatistica definidos em ambos os casos foi de p<0,05. Alem disso,
foi realizado analise de redes biologicas para demonstracdo das interacfes complexas
entre as populacdes de MVs avaliadas no estudo, com base na associagdo das mesmas,
utilizando o software Cytoscape (v.3.0.3). As correlacdes positivas e negativas foram
consideradas significativas quando p <0,05. O indice de correlacdo (r) foi utilizado para
categorizar a for¢a de correlagdo como fraca (r<0,35), moderada (r>0,36 a r<0,67) ou

forte (r>0,68).
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6. RESULTADOS
6.1 Caracteristicas da populacéo de estudo

A populacdo do estudo consistiu de 10 criangas sem leucemia (GC), e 20 criangas
com LLA-B, sendo utilizado 10 amostras de SP (LLA-B SP) e 10 amostras de MO (LLA-
B MO) (amostras de pacientes distintos). Os pacientes com LLA-B apresentaram idade
mediana de 3 (IQR 2-9) e 5 (IQR 3-6) anos, para os grupos LLA-B SP e LLA-B MO,
respectivamente, enquanto a mediana de idade do GC foi de 9 (IQR 6-13) anos. O sexo
masculino foi predominante nos pacientes com LLA-B, com 7/10 e 8/10 para 0s grupos
LLA-B SP e LLA-B MO, respectivamente, enquanto que o GC foi composto por 5

criangas do sexo masculino e 5 do sexo feminino, conforme observado na Tabela 5.

Os dados hematoldgicos de cada grupo, juntamente com as medianas e 0S
resultados da analise estatistica também estdo descritos na Tabela 5. Pacientes com LLA-
B (LLA-SP e LLA-B MO) apresentaram uma diminuicdo significativa de neutrofilos,
monacitos, hemoglobina e plaquetas em comparacédo ao GC, refletindo a usual triade da
leucemia, caracterizada por anemia, neutropenia e trombocitopenia (1). Além disso, 0
grupo LLA-B MO apresentou um aumento significativo no nimero de leucocitos totais
quando comparado aos grupos LLA-B SP e GC, juntamente com aumento significativo

de linfoblastos em comparacdo ao grupo LLA-B SP.

Tabela 5. Caracteristicas sociodemograficas e hematoldgicas da populacdo de estudo.

GC LLA-B SP LLA-B MO

Caracteristicas (n=10) (n=10) (n=10) p-value
Idade (anos), mediana (IQR) 9(6-13) 3(2-9) 5 (3-6)

Sexo, (masculino/feminino) 5M/5F TM/I3F 8M/2F

Leucocitos totais (x10%/uL), mediana (IQR) 6_72-85332 o 4533-f 132? ) (41.225.7732225) 0,0003b<
Linfoblastos ABS [%], mediana (IQR) 7(91359 8[2%] giﬁsﬂfggﬂ 0,0048¢
Neutréfilos (x10%/uL), mediana (IQR) (2'8%_2;55) (o.?éifgs) (0_201-%(_’64) <0,00013b
Linfécitos (x10%uL), mediana (IQR) o 5%_1373) o 235-_1229) (3_13;_1 4?6 ) 0,8423
Monécitos (x103/uL), mediana (IQR) o 2?;'*()95 " o 5’0101 21 ( 0'&_103_27) 0,001325
Hemoglobina (g/dL), mediana (IQR) y 2133_‘1‘;'7) (332‘7) ( 4;;; ) 0,00082b
Plaqueta (x10%/uL), mediana (IQR) (303;?534) (285_):‘01) (25.29) <0,00013b

Abreviagdes: GC, grupo controle; SP, sangue periférico; MO, medula éssea; IQR, intervalo interquartil
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Valores de referéncia: Leucocitos: 5.2 — 12.4 x10%pL; Neutréfilos: 1.9 — 8 x103/pL; Linfécitos: 0.9 — 5.2
x103/pL; Mondcitos: 0.16 — 1 x103/uL; Hemoglobina: 12 — 18 g/dL; Plaqueta: 130 — 140 x103/pL.
Diferenca significativa de GC para LLA-B SP; bDiferen(;a significativa de GC para LLA-B MO;
‘Diferenca significativa de LLA-B SP para LLA-B MO; Fonte em negrito indica significancia estatistica.

6.2 Perfil de MVs circulantes em pacientes com LLA-B ao diagnéstico

A caracterizacdo do perfil de MVs circulantes demonstrou que pacientes com
LLA-B (LLA-B SP e LLA-B MO) ao diagnostico apresentaram uma diminuicao
significativa na contagem de MVs derivadas de linfocitos T (CD3) e plaquetas (CD41a)
em comparacdo ao GC. Por outro lado, o grupo LLA-B SP apresentou um aumento
significativo de MVs derivadas de células endoteliais (CD51/61) quando comparado ao
grupo LLA-MO e GC. Notavelmente foi observado um aumento significativo de MVs
derivadas de linfoblastos expressando o CD10, no SP e MO dos pacientes com LLA-B
(LLA-B SP e LLA-B MO, respectivamente) (Figura 13).

Leucocitos — CD45 Neutréfilos — CD66 Monécitos — CD14 Linfécitos T— CD3
800 5000 800 10000

4004 2500+ 400 5000+
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Figura 13. Contagem de MVs circulantes no sangue periférico e medula 6ssea dos pacientes com LLA-B.
Comparacdo entre os niveis de MVs derivadas de Leucdcitos — CD45; Neutréfilos — CD66; Mondcitos —
CD14; Linfécitos T — CD3; Eritrdcitos — CD235a; Plaquetas — CD41a; Células endoteliais — CD51/61; e
Linfoblastos — CD10/CD34/CD19, nos grupos LLA-B SP (El), LLA-B MO () e GC (). As analises
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estatisticas foram realizadas usando Student’s t test ou Mann Whitney test. Diferencas significativas séo
indicadas por linhas de conex&o e asteriscos para p <0,01 (**) ou p <0,05 (*).

6.3 Cinética de MVs circulantes durante a terapia de inducéo da remissao

A anélise da cinética de MVs circulantes no SP e MO foi realizada ao DO, D15 e
D35 para avaliar a contagem de MVs no inicio e ao final da terapia de inducdo (Figura
14). Os resultados demonstraram uma diminuigéo significativa de MVs derivadas de
neutréfilos (CD66), linfocitos T (CD3), eritrocitos (CD235a) e células endoteliais
(CD51/61) no SP ao D15. Também foi observado uma clara diminuicdo de MVs
derivadas de linfoblastos (CD10 e CD19) ao D35. Um comportamento semelhante foi
observado na MO, onde houve a diminuigéo significativa de CD10 ao D35, no entanto o
CD19 apresentou um perfil distinto, com diminuigdo no D15 e aumento ao D35. Além
disso, foi observado um aumento significativo de MVs derivadas de plaquetas ao D35 no
SP e MO dos pacientes com LLA-B.

Leucécitos — CD45 Neutréfilos — CD66 Monécitos — CD14 Linfécitos T— CD3
8,000 8,000 1,500 12,000
4,000 4,000 750 6,000
0 0 0 0
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> 80,000 12,000 40,000
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2 —
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<
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Z 40,000 6,000 20,0004 .
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[}
[}
>
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= 0- 0 0
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©
z Linfoblastos — CD10 Linfoblastos — CD34 Linfoblastos — CD19
60,000 - 1,500 50,000
——
30,000 750 25,000
0 0 0
228 828 828 828
e 538 @2z58 o a o o
SP MO SP MO

Dia da Terapia de Inducdo

Figura 14. Cinética de MVs circulantes nos pacientes com LLA-B durante a terapia de inducdo da
remissdo. Acompanhamento da contagem de MVs circulantes ao diagndstico (DO0), ao dia 15 (D15) e ao
final da terapia de inducdo da remissdo (D35) nos grupos LLA-B SP () e LLA-B MO (). Os intervalos
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interquartis (25°-75°) dos resultados observados no GC foram utilizados como intervalo de referéncia
(fundo cinza -[). As analises estatisticas foram realizadas usando Student s t test ou Mann Whitney test.
Diferencas significativas séo indicadas por linhas de conexao e asteriscos para p <0,05 (*).

6.4 Rede bioldgica de MVs circulantes durante a terapia de inducdo da remissao

A construcdo de redes bioldgicas integrativas foi realizada para avaliar a interagcdo
entre as populacfes de MVs circulantes durante a terapia de inducéo da remissao (Figura
15). Os resultados demonstraram que os pacientes com LLA-B (LLA-B SP e LLA-B MO)
exibem ao DO uma rede com um namero restrito de interacdes. Ao D15, é observado um
discreto aumento no nimero de conexdes de vizinhanga. J& no D35, é observado um
aumento expressivo no nimero de interacdes entre as populacdes de MVs circulantes nos
pacientes com LLA-B, que exibem um perfil mais semelhante ao GC, porém com maior
namero de interacdes. Digno de nota, o SP (LLA-B SP) tende a refletir o perfil da MO
(LLA-B MO) durante a terapia de indugéo, porém com um nimero menor de interacoes,
que pode ser explicado pela maior complexidade do microambiente medular.

SP
D35

Figura 15. Rede de MVs circulantes nos pacientes com LLA-B durante a terapia de indugdo da remissao.
Redes bioldgicas de MVs derivadas de Leucdcitos — CD45; Neutrofilos — CD66; Mondcitos — CD14;
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Linfécitos T — CD3; Eritrocitos — CD235a; Plaquetas — CD41a; Células endoteliais — CD51/61; e
Linfoblastos — CD10/CD34/CD19, foram montadas para identificar a correlagdo entre as populagdes de
MVs no sangue periférico e no microambiente da medula 6ssea dos pacientes com LLA-B durante os trés
momentos da terapia de inducdo (DO, D15 e D35) e em momento Unico no GC (sangue periférico). Os nds
coloridos sdo usados para identificar as populactes de MVs derivadas de neutrofilos, monacitos e linfocitos
(‘); eritrocitos, plaquetas e células endoteliais (O); e de marcadores associados a linfoblastos (‘). As
correlacbes de Spearman significativas em p <0,05 sdo representadas por linhas continuas que indicam uma
correlagdo positiva forte (r >0,68 = linha continua espessa) e moderada (0,36> r <0,68 = linha continua
mais fina) conforme proposto por Taylor (18).

7. DISCUSSAO

Evidéncias crescentes demonstraram que o microambiente desempenha um papel
crucial na sobrevivéncia das CLs e que a comunicacéo entre as CLs e células circundantes
pode ser mediada por varias moléculas imunoldgicas soluveis, como citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento (3,247,248). Semelhante a essas moléculas, avangos
recentes na biologia do cancer revelaram que as MVs séo liberadas em grande quantidade
pelas CLs, e atuam como mediadores-chave na comunicacdo celular, através da
transferéncia de cargas bioativas capazes de reprogramar as células estromais e células
imunologicas, modulando um microambiente favoravel a sobrevivéncia e progresséo

leucémica (56).

A luz dessas evidéncias, analisamos o perfil de MVs derivadas de linfoblastos/CLs
(MVs-CL) na circulacéo e localizadas no compartimento medular de pacientes com LLA-
B. De interesse, em nosso estudo, também avaliamos os niveis de MVs derivadas
neutrofilos (MVs-NEU), mondcitos (MVs-MON), linfocitos T (MVs-LT), eritrocitos
(MVs-E), plaquetas (MVs-P) e células endoteliais (MVs-CE). Detectamos uma
diminuicdo nos niveis de MVs-P no SP e MO dos pacientes com LLA-B em comparac¢éo
ao GC, refletindo a plaguetopenia intensa observada no hemograma (Tabela 5). Em
contrapartida, identificamos niveis elevados de MVs-CE (LLA-B SP), indicando uma

maior ativacao dessas células na leucemia, resultando em maior producdo de MVs.

Com relacdo as MVs-CL, foi observado um aumento significativo de MVs com
fendtipo CD10" no SP e MO dos pacientes com LLA-B (Figura 13). O CD10, também
conhecido como Antigeno Comum de Leucemia Linfoblastica Aguda (CALLA) é uma
proteina de membrana integral de superficie celular tipo 11 da familia M13, que é expressa

especificamente nos estagios iniciais do progenitor linfoide, auxiliando na identificagdo
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dos estagios no desenvolvimento de células B (249). O CD10 é amplamente utilizado para
distinguir a maioria dos casos de LLA de outras neoplasias hematol6gicas, sendo
comumente utilizado no diagnostico por citometria de fluxo e monitoramento de
malignidades hematolégicas de origem de células B, na categorizacdo de estagio maduro
e blastico, além de deteccéo de doenga residual minima (250,251).

Identificado originalmente em CLs da LLA, foi posteriormente detectado em uma
variedade de células, incluindo da préstata, rim, intestino, endométrio e pulmao
(252,253). Sua presenca em outras celulas sugere um papel variado néo restrito
especificamente a malignidades hematologicas (254). Biologicamente sua principal
funcdo é metabolizar polipeptideos através da clivagem de peptideos entre residuos
hidrofdbicos, levando a inativacdo de uma variedade de neuropeptideos fisiologicamente
ativos. No contexto do cancer, a atividade e alta expressdo de CD10 foi correlacionada a
um pior prognostico e diminuigdo da sobrevida em uma variedade de malignidades,
atraveés de mecanismos que incluem resisténcia terapéutica a drogas e radiacdo, aumento

do grau do tumor, e fendtipo mais agressivo (invasdo e metastase) (254-260).

Na ontogenia das células B, o0 CD10, presente nas células pré-B, é transitoriamente
expresso durante os diferentes estagios de maturacdo e desaparece nos linfocitos B
maduros. Nesse sentido, através da avaliacdo da cinética durante a terapia de inducéo foi
possivel observar um claro declinio nos niveis de MVs-CL CD10" ao D35 (Figura 14).
De maneira similar, foi observado um declinio de MVs-CL CD19" no SP, enquanto na
MO foi observado uma diminui¢cdo no D15 com aumento no D35. Coletivamente esses
achados podem ser indicativos da eliminacdo/diminuicdo das CLs ao D35, com
subsequente producdo de linfécitos B maduros e MVs (MVs-LB) CD19* no
compartimento medular. Em adicdo, ao D35 também foi observado o aumento nos niveis

de MVs-P no SP e MO, indicando uma recuperacao na producédo de plaquetas.

A andlise da rede integrativa de MVs também demonstrou alteracdes importantes
durante a terapia de indugdo. No DO, os pacientes com LLA-B exibiram uma rede de MVs
caracterizadas por um namero limitado de interagdes (Figura 15). Enquanto no D35, os
pacientes com LLA-B exibiram uma rede caracterizada pela recuperacdo das interacoes
entre as populacdes de MVs, com destaque para as MVs derivadas de Leucécitos
inflamatérios (linfécitos, mondcitos e neutrofilos). Um comportamento semelhante foi
observado em rede integrativa de quimiocinas e citocinas (Anexo V) (Dados ndo

publicados - Em revisdo por pares), onde ao D35 os pacientes com LLA-B exibiram uma
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rede rica em interacBGes, caracterizada pela recuperacdo resposta pro-inflamatoria,
indicativo da modulagdo de um microambiente imunossuprimido ao DO, favoravel a
progressao leucémica. Digno de nota, 0 SP (LLA-B SP) tende a refletir o perfil da MO
(LLA-B MO) durante a terapia de inducdo, porém com um nimero menor de interagdes,
que pode ser explicado pela maior complexidade do microambiente medular.

8. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Além do impacto gerado pela pandemia, a principal limitacdo do estudo foi
amostras com volume insuficiente para os ensaios de MVs, responsavel pela diminuicdo
expressiva do N amostral do estudo, o que acabou comprometendo as analises de
associagdo com o grupo de risco de tratamento, presenca de doenca residual minima e
quantitativo de blastos. No entanto, temos como proximo objetivo realizar um estudo
mais abrangente onde utilizaremos amostras de SP e MO do mesmo paciente, um N
amostral mais elevado, e incluiremos novas populagdes de MVs, bem como outros

biomarcadores potenciais de prognostico e monitoramento de resposta a quimioterapia.

9. CONCLUSAO

Em concluséo, nosso estudo indica que: (i) pacientes com LLA-B apresentaram
uma producdo acentuada de MVs-CE quando comparado ao GC; (ii) em nossa coorte,
CD10 e CD19 foram os marcadores mais expressos nas MVs-CL; os niveis de MVs-CL
podem refletir o quantitativo de blasto, estando possivelmente associado a desfechos
desfavoraveis; (iv) pacientes com LLA-B apresentaram perfis e redes biologicas de MVs
distintos ao DO e D35 da terapia de inducdo. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo
que descreve 0s percentuais e a cinética de MVs circulantes derivadas de leucdcitos

inflamatérios e CLs em pacientes com LLA-B.

10. PRODUCAO CIENTIFICA

Em paralelo com o desenvolvimento do presente estudo, foram realizadas outras

atividades e colaboracdes em projetos do grupo de pesquisa, obtendo como produto:

e A publicacdo de 2 artigos Originais nas revistas Plos One e Scientific Reports (Anexo

VI e Anexo VII, respectivamente);
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e A publicacdo de 1 artigo de Reviséo na revista Journal of Immunology Research
(Anexo VIII);
e A submisséo de 2 artigos originais nas revistas Journal of Oncology e Frontiers in

Oncology (Anexo IX e X, respectivamente).
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12. ANEXOS

Anexo la. Representacdo esquematica Global do Protocolo GBTLI LLA-2009, Leucemia
B-derivada do Grupo de Baixo Risco de recidiva (BR).

Representagdo esquematica Global GBTLI LLA 2009
Leucemia B-derivada do Grupo de Baixo Risco

21<9anos

< 50.000 leucéeitos Diagn PREFASE 7 dias
Sem acometimento SNC PRED + MTX IT

Sem citogenética de risco [———> Se D8 21000 blastos/mm?® transferir p/ Grupo AR
INDUCAO {sem.1 e 2)

VCR, DEX, DNR
Baixo Risco Verdadeiro Baixo Risco Intermediario
( Subgrupo BRY) ( Subgrupo BRI )
- T o 5 qh > 0, [
MO M, c/ CF- DRM negativa (< 0,01%) MO M, ¢/ CF- DRM positiva (= 0,01% < 10%) CEDRM =10 D15
| ¥ > transferir p/ Grupo
INDUGAO INDUCAD ALTORISCO
{ semanas 3ed ) { semanas 3ed )
YCR, DEX, L-Asp, MADIT YCR, DEX, L-Asp, MADIT + DNR D22 e D29
8§ I
RCC D35: Avaliagédo citologica e da DRM ;
MO M, com PCR-DRM negativa (< 10%) PCR-DRM 2 10° D35
T ¥ > transferir p/ Grupo
CONSOLIDAGAO DA REMISSAO CONSOLIDAGAO DA REMISSAQ MLIGRISCO
(4 semanas ) {4 semanas )
B-MP/ ARA-C/ MADIT B-MP/ ARA-C/ MADIT + CICLO

FASE DE INTENSIFICACAO { 8 semanas)
BMP, MTX 2gim2 X4  MADIT (4)

| | |~
CONSOLIDAGAD TARDIA CONSOLIDACAO TARDIA
(8 semanas ) {8 semanas )
WCR, DEXA, DOXO, YCR, DEXA, DOXO,
L-ASP, ARA-C, L-ASP, ARA-C, BTG,
BTG, MADIT (3) MADIT (3) + CICLO
Sorteio
Grupo 1 <« —Grupo2

MTX dose fixa/ 6-MP MTX dose escalonada/ 6 MP
MADIT (cd 8sem) MADIT (cd 8 sem.)

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.
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Anexo Ib. Representacdo esquematica Global do Protocolo GBTLI LLA-2009, Leucemia
B-derivada do Grupo de Alto Risco de recidiva (AR).

Planejamento Global GBTLI LLA-2009 para LLA B-derivada

GRUPO DE ALTO RISCO

29 anos

Prefase

PRED dia1a7 + MTX IT

= 50.000 leucdcitos Diagn.
SNC-3
Ploidia < 46 crom.

|
Respondedor Rapido
Subgrupo RR

]
Respondedor Lento
Subgrupo RL

INDUCAO D8 — D35
<1000 blastos/mm? no D8 e MO M, , ¢/ CF-DRM < 10% no D15
VCR, PRED, DNR (D8,D15) L-Asp X 6 ( D8 — D20)

INDUCAO D8 — D35
= 1000 blastos/mm? no D8 efou MO M, c/ CF-DRM = 10% no D15
VCR, PRED, DNR (D8, D15) L-Asp X 6 ( D8 — D20)

CONTINUAGAD DA INDUGAO
YCR, PRED +DNR Dia 22 + L-Asp (D22 a D32)

D35 PCR-DRM negativa ( < 10

CONTINUAGAOD DA INDUGAQ
“CR, PRED + DNR Dias 22 e 23 + L-Asp (D22 a D32)
+ Ciclofosfamida (D22)
D35 PCR-DRM positiva (= 10%)

CONSOLIDACAO DA REMISSAO (8 semanas)
VP-16, Ara-C,6TG, VCR, PRED, BMP- MTX +
2 ciclos de HD-MTX 2gim?

CONSOLIDACAO DA REMISSAO (8 semanas)
3 Blocos: VEDA/COPADM/ VEDA

1° Momento TMO

INTENSIFICACAO (8 semanas)
VCR, ADRIA, PRED, L-ASP, 6TG, Ara-C, VP-16

INTERFASE ( 8 semanas)
VCR, PRED, 6MP- MTX + 2 Ciclos HD-MTX 2gim?

INTERFASE (8 semanas)
VCR, PRED, 6-MP- MTX + 3 Ciclos HD-MTX 5gim?

2° Momento TMO

CONSOLIDACAO TARDIA (8 semanas)
VCR, PRED, DNR, L-ASP + 6-TG, CICLO, ARA-C
RT SNC 12 Gy se GB 2100.000/mm?® efou Subgrupo RL. Se SNC-3 RT ¢/ 18 Gy

P
Grupo 1

Sorteio

S Grupo 2

MTX 200mg/m? cd 3 sem (dose fixa)/ 6 MP
Pulsos YCR/PRED mensais + MADIT cd 8 sem

MTX 200mg/m? cd 3 sem, glose esc::alommia:\)r até 300 mg/m? /B MP
Pulsos YCR/PRED mensais + MADIT cd 8 sem

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.
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Anexo lla. Representacdo esquematica da terapia da Pré-fase e da Inducéo do Protocolo
GBTLI LLA-2009 para a LLA B-derivada do Grupo de BR de recidiva.

Esquema Terapéutico do GBTLI LLA-2009 para a Leucemia B-derivada - Grupo de Baixo Risco

Baixo Risco Verdadeiro ( Subgrupo BRV )

Peso: kg Est: cm SC:

PREFASE E TERAPIA DE INDUGAO

PREFASE
PRED 60mgim?
T oD DEXA 6mg/m? DEXA 6mgim?¥dia VO nos dias 8- 29
MTXIT (DIAS 8- 29)
I | I I VCR 1,5mgim¥dose EV (max.2mg) dias 8, 15,22 e 29
| | DAUNO 25mgim? EV inf.1h nos dias 8e 15
’ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ‘ L-ASP 5000UI'm? IM dias 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
12 18 21 24 27 30 33
DIAS + + +
8 15 22 29 35
| : T i
% MTX f MADIT segundo idade
MTX Se SHC- 2 e
Idade MTX  AraC Yol. Final
(anos)  (mg)  (mg) (mi)
=123 10 20 67
»3<9 12 24 80

Subgrupo BRV: Blastos < 1000/mm3 no D8 e MO M, com CF-DRM negativa(= 0,01%) no D15e MO M, c/PCR-DRM negativa(= 103) no D35 4
DEXA = 2mgim?2 (max. 2mg)

Esquema Terapéutico do GBTLI LLA-2009 para a Leucemia B-derivada - Grupo de Baixo Risco
Baixo Risco Intermedidrio { Subgrupo BRI)

Peso: kg Est: cn SC:

PREFASE E TERAPIA DE INDUGAO

PREFASE
PRED 60mgim
X7 dias DEXA 6mg/m? DEXA 6mgim? dia YO nos dias 8 - 29
MIX(T: (DIAS 8- 29)
I I I | VCR 1,5mgim%dose EV (max. 2mg) dias 8, 15,22 e 29
| | | | DAUNO 25mgim? EV inf.1h nosdias 8,15,22e 29
‘ ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ‘ L-ASP 5000ULm? IM dias 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
12 18 21 24 27 3 33
DIAS L ' '
]\ 8 15 22 28 35
$ I T MTX / MADIT segunda idade
MTX i
Se SHC- 2 Mo
Idade MTX Ara-C Yol. Final
(anos)  (mg)  (mg) (ml)
=1<3 10 20 67
=3<9 12 24 80

DEXA = 2mg/m? (méx. 2mg)

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.
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Anexo I1b. Representacdo esquematica da terapia da Pré-fase e da Indugéo do Protocolo
GBTLI LLA-2009 para a LLA B-derivada do Grupo de AR de recidiva.

Esquema Terapéutico GBTLI LLA-2009 para a Leucemia B-derivada - Grupo de Alto Risco

Respondedor Rapido ( Stbgripo RR )

Peso: kg Est: cn SC:

PREFASE E TERAPIA DE INDUGAO

PRED
Ol PRED 40mg/m? PRED 60mg/m? D17
2 D8 —
SR (DIAS 8- 29) PRED 40mg/m? D8 —29
I I I I VCR 1,5mg/m¥dia EV nos dias 8,15, 22, 29
I I I DNR 40mgim? EY inf. 1h. nos dias 8, 15 e 22
L-ASP 10000U/m? IM ou EV nos dias 8, 11, 14, 17, 20, 23,
26,29 e 32
DIAS | t t } t +
1 8 15 22 29 35
4 A
T ) : I MADIT gjust. idade nos dias 15 e 35
MTX Se SHC-3 i Mo

ldade MTX  AraC Vol Final
(anos)  (mg)  (mg) (mi)

21=3 10 20 67
=3<9 12 24 g0
=9 15 30 10

Subdgrupo RR: Blastos < 1000/mm3 no D& e MO M, com CF-DRM <10% no D15e MO M, ¢/ PCR-DRM negativa (< 103) no D35 i
DEX& = 2mgim2 (méx. 2mg)

Esquema Terapéutico GBTLI LLA-2009 para a Leucemia B-derivada - Grupo de Alto Risco

Respondedor Lento ( Subgrupo RL )

Peso: kg Est: cm SC:

PREFASE E TERAPIA DE INDUGAO

dias (DIAS 8- 29)
+ MTXIT

PRED PRED 60mgim?2D1 -7
60mg/m? x7 PRED 40 mg/m? —|-| PRED 40mg/m?D8 -29

I VCR 1,5mgim%dia EVY nos dias 8, 15, 22, 29

| | I I DNR 40mgim? EV inf. 1h. nos dias 8, 15, 22 e 23

L-ASP 10000U/m2 IM ou EV nos dias 8, 11, 14, 17, 20,
23,26, 29 e 32

dias 22 e 23

| | | I CICLO 500mg/m? EV inf. 1h cada 12h x 4 doses nos
MESNA 300mgim? EV h0 e 4 apés CICLO
1

DIAS | ; 4 + t
1 8 15 22 29 35
(3 4
' T . I MADIT f MTX ajust. idade nos dias 1,15 e 35

' i
MTX Se SHC-3 Se SHC-3 MO

Idade MTX  AraC Vol Final
(anos)  (mg)  (mg) (ml)

21<3 10 20 67
=3<9 12 24 80
=9 15 30 10

Subgrupo RL: = 1000 blastosinm? no D8 efou MO M, com CF-DRM =10% no D15 ejou MO M., com PCR-DRM positiva (= 103)no D35
DEXA = 2mg/m? (méx. 2mg)

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.
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Anexo I1l. Carta de aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundag&o
HEMOAM.

FUNDAGAO DE =
HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa; ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA NO AMAZONAS

Pesquisador: MARIA DO PERPETUO SOCORRO SAMPAIO CARVALHO

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 18309913.6.0000.0009

Instituicdo Proponente: Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM

Patrocinador Principal: Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 739.563
Data da Relatoria: 24/07/2014

Apresentagdo do Projeto:

E um estudo nao experimental, longitudinal de coorte e prospectivo, onde 0s pacientes serao
acompanhados de acordo com 0 intervalo de tempo compreendido entre o diagnostico e o dia 35 da
inducao. A hipotese ja formulada pela pesquisadora ira procurar demonstrar a intensidade da
imunossupressao do tratamento em pacientes na faixa etaria de 0 a 18 anos com LLA, nos diferentes
grupos de risco de tratamento, na fase de inducao do protocolo GBTLI-LLA 2009,

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar a resposta Imune de acordo com os grupos de nsco do tratamento com o protocolo GBTLI-LLA
2009, em pacientes na faixa etaria de 0 a 18 anos portadores de LLA durante a terapia de inducao.
Objetivo Secundario:

1.Caracterizar as populacoes celulares de LT (LTCD4+ LTCD8+, NK e LTreg CD4/CD25/FoxP3) em
pacientes na laixa etaria de a 18 anos portadores de LLA ao diagnostico, D15 e final da terapia de
indugao(D35) do protocolo GBTLI-LLA 2009;

2.Determinar o perfil de citocinas séricas(Th1, Th2, Treg e Th17) na populacao de pacientes durante o
protocolo de inducao (DO, D15 e D35);

Enderego: Av Constantino Nery 4397 BLD D Ens Pesq

Bairro: Chapada CEP: §9.050-002
UF: AN Municipio: MANAUS
Telefone:  (92)3655-0113 Fax: (92)3655-0112 E-mall: cep@hemoam.am.gov.br
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FUNDACAO DE :
HEMATOLOGIA E Bron ™
HEMOTERAPIA DO
Continuacao do Parecer: 733 563

3.Relacionar o perfil da resposta imune com os grupos de risco de tratamento da terapia de inducao em
pacientes na faixa etaria de 0 a 18 anos portadores de LLA em uso do protocolo GBTLI-LLA 2009.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Existem riscos como formacao de hematomas, ecmoses (manchas arroxeadas), no local da pung¢ao,

proprios da coleta das amostras de sangue que fazem parte da rotina de seus exames,

Beneficios:

Proporcionar para outras criangas com LLA a possibilidade de um melhor tratamento no futuro.
Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Esta pesquisa se mostra muito interessante do ponto de vista cientifico pois nos proporcionara conhecer o
perfil imunologice dos pacientes antes do inicio do tratamento e acompanhar sua alteracao no decorrer do
mesmo, fornecendo informagoes muito valiosas para o sucesso do tratamento e uma eventual intervencao
caso algum exame aponte uma infeccao.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Todos os termos de apresentacao obrigatoria foram anexados.

Recomendacgées:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto aprovado apos as devidas correcoes.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Endereco:  Av. Constantino Neey 4397 BLD Dir Ens Pesq

Bairro: Chapada CEP: £9.050.002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92}3655.0113 Fax: (92)3655.0112 E-mail: cep@hemoam am,gov. e
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Anexo V. Protocolo de Purificacdo e Imunofenotipagem de Microvesiculas do GIPB.

Protocolo de Purificagédo e Imunofenotipagem de Microvesiculas

Coleta sangue
1. Coletar o sangue em tubos de citrato;
2 Centnfugar o sangue a 3500 rpm por 15 minutos, T A_;

3 Coletar o plasma (plasma pobre em plaquetas e armazenar a -70°C).

Experimento microvesiculas

1. Obtencdo do plasma livre de plaguetas: descongelar a amostra de plasma pobre em
plaguetas em banho-maria 36°C;
2 Aliquotar 700ul (para sepse) ou 600yl (para endocardite) do PPP em eppendorfs;
3 Centrifugar a 13000 rpm durante & minutos, T A ;
4 |dentificar tubos para cada uma das marcagoes:
- Mo sepse: 6 tubos se a leitura for no FACScan, & se a leitura no no FACScalibur.
Sdo 4 tempos por paciente.
- Na endocardite: 5 tubos se a leitura for no FACScan, 4 se a leitura no no FACScalibur.
Sdo 3 tempos por paciente e mais um controle doente.
5 Preparar tampéo citrato-heparina:
Tampéo Citrato-Heparina:
2mL de citrato aproximadamente (+/- 4 tubos de coleta), 4pL de hepanna (5000
unidades) e completar o volume para 20mL com PBS 1x.
6. Aliquotar 300pl deste tampédo em cada tubo;
7. Coletar 100pl do sobrenadante e distribuir em cada eppendorf contendo 300pl de tampao
citrato-heparina (1 eppendorf por marcacao para cada amostra).
8. Centrifugar a 15000 rpm por 90 minutos, 15°C;
9 Colorir placa e pipetar anticorpos: Anticorpos (4ulL) e a Anexina (2,5l para endocardite e

1,5l para sepse).

Painel SEPSE: FACScalibur Painel SEPSE: FACScan

Tubo 1: Anexina Tubo 1: Anexina

Tubao 2: CDG6PE, CD45APC Tubo 2: CDEEPE

Tuba 3 CD51/81PE, CD235 PECyS (diluido) Tubo 3: CD51/61PE, CD235 PECy5 (diluido)
Tubao 4: CD3PE, CD41PerCP Tubo 4: CD3PE, CD41PerCP

Tubo 5: CD16PE, CD14PerCP Tubo 5: CD16PE, CD14PerCP

Tubo 6: CD45PE



7

Painel Endocardite: FACScalibur Painel SEPSE: FACScan

Tubo 1: Anexina Tubo 1: Anexina

Tubo 2: CDGBPE, CD14 PerCP, CD45 APC Tubo 2: CDEBPE, CD14PerCP

Tubo 3: CD51/61PE, CD235 PECy5 (diluido) Tubo 3: CD51/81PE, CD235 PECy5 (diluido)
Tubo 4- CD3PE, CD41PerCP Tubo 4: CD3PE, CD41PerCP

Tubo 5: CD45FE

10. Preparar beads:

300p! de PBS1X e 0,5ul de beads;

Diluir 150pl deste preparo de beads em 150yl de PBES1X.
11. Preparar o tampao anexina:

Tampdo de ligagdo da anexina:

Diluir 10x em agua de injecdo (fazer 30mL para 48 pogos).
12. Remover o sobrenadante com a pipeta (retirar aproximadamente 350ul de sobrenadante)
e ressuspender os pellets em 100pL de tamp&o anexina,
13. Aplicar 100ul da suspensdo de microvesiculas nos pocos da placa contendo os
anticorpos;
14. Incubar por 30 minutos ao abrigo da luz, T.A;
15. Adicionar 300ul de tamp&o de ligagdo de anexina nos pocos e transferir para microtubos
de citometria;

16. Analisar no citémetro 1 minuto por amosfra.
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Anexo V. Rede integrativa de quimiocinas e citocinas em pacientes com LLA-B durante
a terapia de inducdo da remissdo (Dados ndo publicados - Em revisao por pares).

(A)  Networks of Chemokines and Cytokines

( Control ) [ B-ALL - DO ] [ B-ALL - D35 ]

Correlation indices: [

—-—-- Negative weak [r>-0.36] -———— Negative moderate (-0.682r£-0.36) ===- Negative strong {r<-0.68} ]

Positive weak (r<0.36) Positive moderate (0.36 2 r£0.63) Positive strong (r 2 0.68)

(B}  Correlation Matrices

cxcis [ ] cxcLs cxcLs Color ey
ceL2 ccL2 ccL2 ;L—*—_
cxcLe cxcLs cxcLs ] Sarasi st
ceLs ccLs coLs |
cxcL1o cXcL1o cxcL1o
s L5 I
™NF NF ™F
FN- IFN- IFN-
IL-17A IL-17A 1L-17A
IL-4 I L-4 IL-4
IL-10 l IL-10 IL-10

[T w -

CL2
0
L8
IL-10
L2
L8
IL-10

© & @ o= = @ o —c w < T © &8 @ o= w <
o R Tl e B b 2 Sn 2 23 i L T i ¥ z 2 g
2 0 0 Q0 F&Es= 4= s} o 00 EE s = 2 0 0 0d EE &
X O x 0% e 5 = X O X 00X w5 X 0 %X 0ox e 5
o S 3] = S 5] S - S 3} G =

Fonte: Magalhdes-Gama et al., 2021.
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Anexo VI. Acute lymphoid and myeloid leukemia in a Brazilian Amazon population:

Epidemiology  and

predictors  of

comorbidity  and  deaths  (doi:

10.1371/journal.pone.0221518).
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Brazilian Amazon population: Epidemiology
and predictors of comorbidity and deaths

Alexander Leonardo Sikva-Junior '€, Fabiola Silva Alves'*%, Marlon Wendell
Athaydes Kerr'=, Lilyane Amorim Xabregas'~, Fiblo Magalhies Gama'?, Maria Gabriela
Almelda Rodrigues®®, Alexandre Santos Torres', Andréa Montelro Tarragd' =3,
Vanderson Souza Sampaio®*%, Maria Perpétuo Socorro Sampaio Carvalho'2, Nelson
Abrahim Fraiji’2, Adriana Malheira'?-, Allyson Guimardes Costa 2345+

1 Dirsforia de Ensino & Pesquisa, Fundag3o Hospitalar de Hematalogia & Hemoterapia do Amazonas
[HEMOAM), Manaus, AM, Brazil, 2 Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Aplicadasa Hemaiologia,
Universidade do Estado do Amazonas | UEA), Manaus, AM, Brazil, 3 Programa de Pos-Graduacdo em
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Abstract

Introduction

Leukemia is the mast common cancer in children and has the highest rates of incidence in
industrialized countries, followed by developing countries. This epidemiologic profile can
mainly be attributed to the availability of diagnostic resources. In Brazil, leukemia diagnosis
achallenge due tofinancial viability, lack of hemaovigilance senvices in isolated regions
and the vast size of the territory. s incidence in the state of Amazonas has beenincreasing
since 2010. Therefore, this study aims todescribe the epidemiological pattem and spatial
distribution of patients with acute lymphoid leukemia and acute myeloid leukemia in Amazo-
nas and identify the predictors of comorbidity and death.

Materials and methods

A retrospective cross-sectional study was carried out based on patients’ data which was
obtained from the database of a referal center for the period of 2005t0 2015, Variables
included age, gender, ethnicity, civil status, schooling, income, location of residence, sub-
type of leukemia, comorbidities, and date of death. The spatial distribution was performed
using QGIS v.2.18. Stata software was used for univariable and mutivariable logistic regres-
sion to evaluate the association between both comorbidities and death for all characteristic
groups of ALL and AML.

PLOS OME | htips:/idoi.org1 0.1 37 1fjounalpone 0221518 Auwgust 22, 2018
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Anexo VII. Genetic polymorphisms of inflammasome genes associated with pediatric

acute lymphoblastic leukemia and clinical prognosis in the Brazilian Amazon (doi:
doi.org/10.1038/s41598-021-89310-4).

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

OPEN

W) Check for updates

Genetic polymorphisms

of inflammasome genes associated
with pediatric acute lymphoblastic
leukemia and clinical prognosis

in the Brazilian Amazon

Fabiola Silva Alves'?, Lilyane Amorim Xabregas®?, Marlon Wendell Athaydes Kerr*?,
Glaucia Lima Souza'?, Daniele Sa Pereira?, Fabio Magalhdes-Gama’,

Mirian Rodrigues Ribeiro Santiago'?, Nadja Pinto Garcia?, Andréa Monteiro Tarragé'24,
Mauricio Morishi Ogusku®?, Aya Sadahiro®, Adriana Malheirol2346 &

Allyson Guimarges Costal/%346.7.8

The immune system plays an important role in the control of cancer development. To investigate

the possible association of inflammasome genes to childhood leukemia we performed a case-

control study with 158 patients with acute lymphoblastic leukemia and 192 healthy individuals. The
IL1B and IL18 genetic polymorphisms were genotyped by Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) and NLRP1, NLRP3 and P2RX7 were genotyped using
Real Time quantitative PCR (qPCR). The IL1B C/T rs19644 genotype was associated with the risk of
developing ALL (C/C vs. C/T+T/T OR: 2.48 [95% Cl: 1.26-4.88, p=0.006]; C/C vs C/T OR: 2.74 [95% Cl:
1.37-5.51, p=0.003]) and the NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95%Cl: 0.16-0.87, p=0.023]) was
associated with protection against infectious comorbidities. It was not found association between
NLRP3 and P2RX7 polymorphisms and acute lymphoblastic leukemia in our study. Our results suggest
that the inflammasome single-variant polymorphisms (SNVs) may play a role in the development and
prognostic of childhood leukemia. However, this finds requires further study within a larger population
in order to prove it.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematopoietic neoplasm characterized by the exacerbated proliferation
of blasts in bone marrow and affects mainly children aged 2 to 15 years old. In Brazil, according to the National
Cancer Institute (INCA), it is estimated that for each year of the 2020-2022 triennium, there will be 5920 new
cases of leukemia (Acute and chronic) in men and 4860 in women in Brazil, which corresponds to an estimated
risk of 5.67 new cases per 100 thousand men and 4.56 for each 100 thousand women'?,

Due to its unknown etiology, studies associate the manifestation of ALL with the interaction of genetic and
environmental factors, however, less than 10% of cases are attributed to heredity“". New evidence indicates that
inflammation plays an important role in all stages of cancer development. Since inflammation promotes the
accumulation of genetic alterations that can inhibit the cell death control pathways of hematopoietic progeni-
tor stem cells (HSPCs) and contribute to the generation of pre-leukemic clones. Mel Greaves observed that a
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de Pos-Graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil. “Rede Gendmica de Vigildncia em Salde do Amazonas (REGESAM),
Manaus, AM, Brazil. *Laboratério de Micobacteriologia, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA),
Manaus, AM, Brazil. *Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Tropical, Universidade do Estado do Amazonas
(UEA), Manaus, AM, Brazil. 7Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, Fundac&o de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, AM, Brazil. *Escola de Enfermagem de Manaus, Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil. “email: allyson.gui.costa@gmail.com

Scientific Reports | (2021) 11:9869 | https://doi.org/10.1038/s41598-021-89310-4 nature portfolio
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Anexo VI11. Translating Unconventional T Cells and Their Roles in Leukemia Antitumor
Immunity (doi: 10.1155/2021/6633824).
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Recently, cell-mediated immune response in malignant neoplasms has become the focus in immunotherapy against cancer.
However, in leukemia, most studies on the cytotoxic potential of T cells have concentrated only on T cells that recognize peptide
antigens (Ag) presented by polymorphic molecules of the major histocompatibility complex (MHC). This ignores the great
potential of unconventional T cell populations, which include gamma-delta T cells (yd), natural killer T cells (NKT), and
mucosal-associated invariant T cells (MAIT). Collectively, these T cell populations can recognize lipid antigens, specially
modified peptides and small molecule metabolites, in addition to having several other advantages, which can provide more
effective applications in cancer immunotherapy. In recent years, these cell populations have been associated with a repertoire of
anti- or protumor responses and play important roles in the dynamics of solid tumors and hematological malignancies, thus,
encouraging the development of new investigations in the area. This review focuses on the current knowledge regarding the role
of unconventional T cell populations in the antitumor immune response in leukemia and discusses why further studies on the
immunotherapeutic potential of these cells are needed.

1. Introduction

Leukemia comprises a heterogeneous group of hematological
neoplasms, which can be classified into lymphoblastic or
myeloid leukemias and divided into acute and chronic types,
depending on the affected cell type, maturation stage, and
blast count, respectively [1]. While acute leukemias are char-
acterized by a deep block in hematopoietic differentiation
and result in an overproduction of immature blasts, chronic

leukemias are characterized by the excessive production of
partially mature differentiated cells, for example, lympho-
cytes in chronic lymphocytic leukemia (CLL) and granulo-
cytes in chronic myeloid leukemia (CML) [2, 3]. The
hallmark of these neoplasms is the increase in leukemic cells
(LCs) in the bone marrow (BM) and their release in the
peripheral blood (PB) and in extramedullary sites [1].

The immunological mechanisms in patients with leuke-
mia are not very well known. However, with the increasing
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Anexo IX. Disrupted balance of chemokines and cytokines in bone marrow

microenvironment of children with B-cell acute lymphoblastic leukemia.
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Anexo X. Bone marrow soluble immunological mediators as clinical prognosis

biomarkers in B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia patients undergoing induction

therapy.
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