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RESUMO 

As Microvesículas (MVs) correspondem a um grupo heterogêneo de vesículas derivadas 

de membrana plasmática, liberadas por células normais e células cancerosas. Sua 

presença em fluidos biológicos pode ser associada com a gravidade de processos 

patológicos, tendo destacado seu papel como potenciais biomarcadores de doenças e 

alvos terapêuticos. Dessa forma, o presente estudo buscou caracterizar o perfil de MVs 

circulantes em pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B 

(LLA-B) de novo submetidos a quimioterapia de remissão. Trata-se de um estudo 

descritivo, do tipo longitudinal retrospectivo, realizado na Fundação 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 biorrepositório do Laboratório 

Multidisciplinar da Fundação HEMOAM, foram selecionadas 10 amostras de medula 

óssea (MO) e 10 amostras de sangue periférico (SP) de pacientes pediátricos com LLA-

B coletadas em três momentos da terapia de indução da remissão, referidos como: dia do 

diagnóstico (D0), dia 15 (D15) e final da terapia de indução da remissão (D35). Também 

foram selecionadas 10 amostras de SP de crianças sem leucemia, em tempo único. 

Posteriormente, as amostras foram enviadas ao IRR, junto ao GIPB, onde foi realizado a 

caracterização imunofenotípica de MVs derivadas neutrófilos (MVs-NEU), monócitos 

(MVs-MON), linfócitos T (MVs-LT), eritrócitos (MVs-E), plaquetas (MVs-P), células 

endoteliais (MVs-CE) e células leucêmicas (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 comparação ao 

grupo controle. Em adição, a avaliação da cinética de MVs circulantes durante a terapia 

de indução demonstrou um declínio significativo de MVs-CL com fenótipo 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 interações entre as populações de MVs, 

perfil oposto ao D0. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que descreve os 

percentuais e a cinética de MVs circulantes derivadas de leucócitos inflamatórios e CLs 

em pacientes com LLA-B. 

Palavras-chave: leucemia infantil; vesículas extracelulares; microambiente leucêmico; 

citometria de fluxo; biomarcadores. 
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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 Fundação 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 Fundação 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-MVs), 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 D0. As far as 

we know, this is the first study that describes the levels and kinetics of circulating MVs 

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

Keywords: childhood leukemia; extracellular vesicles; leukemic microenvironment; 

flow cytometry; biomarkers. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna hematológica 

caracterizada pela proliferação anormal de progenitores linfoides (linfoblastos) na medula 

óssea (MO), com liberação no sangue periférico (SP) e locais extramedulares. Devido a 

mutações, estas células sofrem alterações nos mecanismos de diferenciação e apoptose, 

proliferam-se descontroladamente e comprometem a produção de células sanguíneas (1). 

Nos últimos anos, o papel do microambiente tumoral na progressão de neoplasias 

hematológicas tem sido amplamente investigado (2,3). 

No compartimento hematopoiético, as células estromais compõem a maior fonte 

de citocinas e fatores de crescimento, proporcionando uma rede de sinalização essencial 

para a homeostase do microambiente da MO (4,5). No entanto, na leucemia, é observado 

que as células leucêmicas (CLs) podem secretar estruturas vesiculares originadas a partir 

da membrana plasmática, denominadas microvesículas (MVs), que induzem alterações 

nos nichos do microambiente medular. Além disso, as MVs podem reprogramar e apoiar 

a persistência leucêmica e o potencial metastático, através da estimulação de processos 

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

Em função de sua capacidade de conter um subconjunto de moléculas e 

antígenos específicos da célula parental, além de exercer papeis importantes em processos 

vitais das CLs, as MVs podem ser propostas como potenciais biomarcadores de 

diagnóstico e prognóstico, especialmente aquelas derivadas de CLs, uma vez que estas 

contém informações exclusivas relacionadas ao estado de malignidade, tipo celular e 

suscetibilidade a tratamentos terapêuticos. Assim, a identificação de biomarcadores 

oriundos de MVs podem fornecer novos alvos para o monitoramento e prognostico de 

pacientes com leucemia. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA DE CÉLULAS B 

2.1.1 Incidência e Etiopatogenia 

A leucemia corresponde ao 15º tipo de câncer de maior incidência no mundo, 

apresentando 2,4% de todos os casos novos de câncer (8,9). No Brasil, nos últimos anos, 

houve um aumento expressivo na incidência de leucemia, representando atualmente o 9° 

câncer mais comum (10). De acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), o 

número de casos novos de leucemia esperados, para cada ano do triênio 2020-2022, será 

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 proporção de casos de leucemia entre as regiões do Brasil é variável e tem 

aumentado desde os últimos relatórios do INCA (10–12). A região Norte foi identificada 

como a região com o segundo maior número casos de leucemia, tendo o Amazonas, 

particularmente sua capital Manaus, classificada em 2010 como a capital com a segunda 

maior taxa de incidência ajustada à idade (abaixo de 14 anos) de leucemia em crianças e 

adolescentes  (13–15). Em 2011, teve a maior taxa de incidência no país, com 76,8 casos 

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

Dentre as leucemias agudas da infância, a Leucemia Linfoblástica aguda (LLA) 

destaca-se por ser a neoplasia pediátrica de maior ocorrência no mundo, representando 

25% de todas as neoplasias infantis entre crianças menores de 15 anos. Embora possa 

ocorrer em indivíduos de todas as idades, possui maior incidência entre crianças de dois 

a três anos, com uma ligeira predominância no sexo masculino. Dentre os subtipos de 

LLA, destaca-se a Leucemia Linfoblástica Aguda de células B (LLA-B), representando 

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

A LLA-B é um câncer hematológico caracterizada pela superprodução de 

linfócitos B imaturos na medula óssea (MO), com liberação do sangue periférico (SP) e 

locais extramedulares, como linfonodos, testículos e sistema nervoso central (SNC). 

Devido a uma série de mutações, estas células sofrem alterações nos mecanismos de 

diferenciação e apoptose, proliferam-se descontroladamente e substituem as populações 

de células maduras da linhagem linfoide e mieloide, resultando na tríade da leucemia 

caracterizada por anemia, neutropenia e trombocitopenia (Figura 1) (1,20). 
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Figura 1. Processo de Hematopoiese na LLA-B. Demonstração do bloqueio na diferenciação da célula 

progenitora linfoide, resultando na superprodução de linfoblastos, com subsequente diminuição no 

desenvolvimento e diferenciação das demais linhagens hematopoiéticas.  

Fonte: Adaptado de mountnittanyhealth.org 

 

Embora sua etiologia permaneça desconhecida, estudos tem associado sua 

manifestação a anomalias congênitas (Síndrome de Down, Síndrome Bloom, Anemia de 

Fancone e Neurofibromatose), exposição ocupacional materna a produtos químicos e 

radiação ionizante, que coletivamente explicam menos de 10% dos casos (1,21,22). 

Outras evidências sugerem que recém-nascidos que desenvolvem leucemia durante a 

primeira infância, podem apresentar uma expressão constitutivamente menor de IL-10 ao 

nascimento e uma propensão a reagir a infecções normais de uma maneira hipersensível, 

especialmente durante o primeiro ano de vida, o que pode induzir uma progressão de 

clones pré-leucêmicos por meio de processos inflamatórios relacionados à infecção (23). 

 

2.1.2 Diagnóstico e Classificação 

O diagnóstico e a classificação da LLA baseia-se, na análise morfológica e 

citoquímica das células neoplásicas, com a subsequente avaliação dos imunofenótipos 

através de citometria de fluxo, permitindo avançar na identificação de determinados 

subgrupos dificilmente classificáveis do ponto de vista morfológico (24).  

O hemograma pode revelar um quadro de pancitopenia, com anemia normocítica 

e normocrômica e trombocitopenia. A contagem de leucócitos encontra-se 

frequentemente diminuída, no entanto, ocasionalmente pode apresentar-se elevada (25). 
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Contudo, o diagnóstico 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 substituição dos espaços adiposos e elementos medulares normais por células 

leucêmicas (CLs), com precursores mieloides e eritroides residuais de aspecto normal e 

megacariócitos diminuídos ou ausentes (25). 

Embora a morfologia e citoquímica forneçam informações sobre os linfoblastos e 

sejam importantes no diagnóstico e na definição do tipo de leucemia, elas não permitem a 

identificação da linhagem celular comprometida (26,27). A identificação imunológica de 

antígenos de superfície, citoplasmáticos e nucleares, também conhecidos como Cluster of 

differentiation (CD) presentes nos blastos permitem identificar o estágio de maturação da 

célula transformada, ou seja, associar o estágio de diferenciação de células progenitoras 

linfoides imaturas aos estágios iniciais de desenvolvimento dos linfócitos T normais (27,28). 

Dessa forma, a LLA é subdividida fenotipicamente em linhagem B (LLA Pró-B, LLA B 

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

Pré-T, LLA T Cortical,  e LLA T Medular) (Tabela 1) (25). 

 

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

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a Tdt Ig 

Pró-B - + + + + - 

B Comum + + + + + - 

Pré-B ± + + + + C-mu 

B Madura ± + + + ± + 

Linhagem T CD1a CD2 CD3  CD4 CD7 CD8 

Pró-T - - C - + - 

Pré-T  - + C - + - 

T Cortical + + C + + + 

T Medular - + C,S* ± + ± 

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

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

expressão do antígeno; *Linfócitos T medular são positivos apenas para CD4 ou CD8, mas não ambos. 

Fonte: Adaptado de McGregor et al., 2012 (29) . 

 

Nos últimos anos, houve também um grande avanço no campo da biologia 

molecular, ajudando a compreender melhor a doença e definindo com mais rigor a sua 

classificação. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) e Grupo Francês-

Americano-Britânico (FAB), a LLA é classificada com base nas características 

citomorfológicas, expressão de antígenos de superfície celular, além de alterações 
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genéticas e moleculares as quais estão relacionadas com o prognóstico da doença (30,31). 

Em 2008, a LLA de células B ou T foi subclassificada pela OMS de acordo com 

as alterações genéticas, sendo realizada em 2016 a mais recente revisão (Tabela 2). Na 

classificação da LLA-B há vários subtipos geneticamente caracterizados, como as 

translocações t(9;22) ou t(12;21), rearranjos no gene MLL ou alterações no número de 

cromossomos (aneuploidia). O subtipo apresenta-se como fator importante para escolha 

do melhor protocolo de tratamento e prognóstico (32). 

 

Tabela 2. Classificação da LLA, segundo a OMS. 

Leucemia Linfoblástica B 

Leucemia Linfoblástica B, NES 

Leucemia Linfoblástica B com anormalidades genéticas recorrentes 

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

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

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

Leucemia Linfoblástica B com hiperdiploidia 

Leucemia Linfoblástica B com hipodoploidia (LLA hipodiploide) 

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

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

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

 

Leucemia Linfoblástica T 

Entidade provisória: Leucemia Linfoblástica precursora de células T precoce 

Entidade provisória: Leucemia Linfoblástica de células natural killer 

Abreviações: NES, não especificada separadamente. 

Fonte: Adaptado de Abner et al., 2016 (33). 

 

2.1.3 Características clínicas 

Os aspectos clínicos da LLA-B decorrem de duas principais consequências da 

proliferação leucêmica: a insuficiência da MO, que reflete na tríade da leucemia 

caracterizada por anemia, granulocitopenia e trombocitopenia, o que resulta em sintomas 

como fadiga, dispneia, febre, infecções graves, sangramentos ou hematomas; E a 

infiltração leucêmica, que pode envolver o SNC, testículos, linfonodos, fígado, baço, 

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

O tratamento convencional da LLA é realizado através da combinação de 

medicamentos quimioterápicos, buscando a eliminação das células leucêmicas, com o 

objetivo de estabelecer um novo crescimento saudável de células sanguíneas. No Brasil, 

a partir da década de 80, com a implementação de protocolos nacionais, foram obtidos 

melhores resultados no tratamento da LLA infantil. Em 1993, Brandalise e colaboradores 

iniciaram o primeiro protocolo multicêntrico de tratamento de LLA infantil, formando 

assim o Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI). 

Desde então, quatro estudos foram realizados e concluídos (1982, 1985, 1993, 1999) (37). 

No ano de 2009, o GBTLI apresentou uma nova proposta de tratamento onde 

estratifica os grupos terapêuticos em baixo risco (BR) e alto risco (AR) com base em 

fatores de prognóstico. Dados brasileiros do estudo GBTLI LLA-2009 revelam que, em 

sete anos de seguimento, a taxa de sobrevida livre de eventos de crianças tratadas pelo 

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

Atualmente na Fundação HEMOAM, o tratamento específico da LLA-B segue 

o protocolo GBTLI LLA-2009. O mesmo, é distribuído em 6 fases, sendo elas: Terapia 

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

Fase de Intensificação; Fase da Consolidação Tardia e; Fase de Manutenção (Anexo I).  

Dentre as fases do tratamento, a terapia de indução da remissão apresenta-se 

como uma etapa de fundamental importância para o prognóstico do paciente, cujo 

objetivo consiste em alcançar a remissão clínica completa (RCC) em 4 semanas. Tal 

etapa, utiliza como critérios de estratificação de risco ao diagnóstico, fatores como: idade, 

contagem leucocitária, acometimento do SNC e análise citogenética de anormalidades 

cromossômicas de alto risco (Tabela 3), visando a identificação da melhor dosagem da 

combinação dos medicamentos quimioterápicos a serem utilizados (Anexo I) (28).  

 
Tabela 3. Critérios de estratificação de risco no diagnóstico, de acordo com o GBTLI LLA-2009. 

Parâmetro de risco Baixo risco (BR) Alto risco (AR) 

Idade ≥ 1 e <9 <1 ou ≥ 9 

Leucócitos <50.000 / mm3 ≥ 50.000 / mm3 

Linfoblastos no SNC Ausente Presente 

Citogenética 
Ausência de achados 

citogenéticos de AR 

Presença de achados citogenéticos de AR 

t(9;22) BCR/ABL ou t(4;11) MLL/AF4 

Fonte: Adaptado de Salina et al., 2016 (38). 
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Posteriormente, a estratificação dos pacientes nos grupos BR e AR de recidiva é 

baseada na resposta terapêutica avaliada no 8° dia (D8) através da contagem de blastos 

no SP, no 15° dia (D15) através da citologia da MO e avaliação da doença residual mínima 

medida por citometria de fluxo e, no 35° dia (D35) através da citologia da MO e doença 

residual mínima medida por citometria de fluxo e PCR (Anexo II) (39). Tal análise é 

realizada com o objetivo de avaliar a resposta do paciente ao tratamento quimioterápico, 

indicando a necessidade de possíveis mudanças de grupos de risco e/ou de protocolo de 

tratamento, além de possíveis estratégias terapêuticas visando o aumento na sobrevida 

livre de doença (40). 

Inúmeros fatores foram responsáveis pelo aumento da taxa de sobrevida, 

incluindo avanços nos métodos de diagnóstico, estabelecimento de fatores prognósticos, 

utilização de protocolo de tratamento ajustado por dose para os grupos de risco de recaída 

e melhorias no suporte clínico, resultando assim numa taxa de sobrevida livre de doença 

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

 

2.2 COMPARTIMENTO MEDULAR ÓSSEO 

2.2.1 Microambiente Normal 

As células-tronco hematopoiéticas (CTHs) dependem fortemente de interações 

locais no compartimento medular com células estromais da medula óssea (CEMOs) e 

outras células hematopoiéticas. Estas, facilitam sua sobrevivência e modulam suas 

funções através da produção sistemática de mediadores, compostos por citocinas, 

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

As CEMOs abrangem uma variedade de populações celulares (Figura 2A), que 

incluem osteoblastos, neurônios simpáticos e células de Schwann não mielinizantes, 

células T regulatórias (Tregs), células reticulares (CRs) abundantes em CXCL12, células 

endoteliais (CEs), células estromais perivasculares, além de células-tronco mesenquimais 

(CTMs), que são fundamentais na formação de microambientes especializados, 

amplamente referidos como "nichos” (42,43). Dois nichos distintos foram identificados 

no compartimento medular, definidos como nicho “endosteal (osteoblástico)” e nicho 

“vascular (central)” (Figura 2B) (44,45).  
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O nicho osteoblástico, localizado na superfície interna da cavidade óssea 

(endósteo) e com vários osteoblastos formadores de ossos, 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 os vasos sanguíneos, promove a 

proliferação e diferenciação do ciclismo ativo, para CTHs de curto prazo (50). De modo 

geral, a coordenação entre os nichos modula a auto-renovação, proliferação, 

diferenciação e mobilização de CTHs dentro e fora do compartimento medular (6). 

 

 

 

Figura 2. (A) Células Estromais do compartimento medular ósseo.  Várias populações de CEMOs estão 

envolvidas na promoção da manutenção de CTHs, estas incluem: osteoblastos, osteoclastos, adipócitos, 

CRs, CEs, CTMs, células estromais perivasculares, células de Schwann não mielinizantes, Tregs e 

macrófagos. (B) Nichos do compartimento medular ósseo. Dois nichos distintos compõem o 

A 

B 
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microambiente da MO, o Nicho endosteal ou osteoblástico, localizado na superfície interna da cavidade 

óssea (endósteo), e o Nicho vascular ou central, localizado na região central da MO.  

Fonte: Adaptado de Mendelson, 2014 (45). 

 

2.2.2 Microambiente Leucêmico 

De maneira similar as CTHs, as CLs permanecem pelo menos parcialmente 

dependentes dos sinais regulatórios provenientes do microambiente hematopoiético para 

sua sobrevivência e proliferação (3). No entanto, as CLs perturbam os nichos normais do 

compartimento medular, através da liberação de vários fatores, dentre eles, vesículas 

extracelulares (VEs). Essas estruturas membranosas reprogramam populações de células 

estromais, que induzem alterações no microambiente da MO, resultando na 

transformação de nichos saudáveis em nichos "leucêmicos" (7,51).  

A reprogramação dos nichos da MO contribuem para persistência leucêmica, 

promovendo a quimiorresistência, quiescência e inibição de apoptose nas CLs, além de 

influenciar no desenvolvimento e diferenciação de outras linhagens na hematopoiese, 

visando aumentar a sobrevivência e expansão de CLs (52–56). Nos últimos cinco anos, 

estudos demonstraram que as VEs representam um componente eminente no 

microambiente tumoral, mediando a comunicação entre CLs e células circundantes. 

Atualmente são consideradas importantes contribuintes para a progressão do câncer (57).  

 

2.3 VESÍCULAS EXTRACELULARES 

2.3.1 Descoberta e estudo das VEs 

A história das VEs teve início em 1946, através das observações de Chargaff e 

West, que relataram que a centrifugação prolongada do plasma humano (31.000 ×g por 

150 minutos) resultou no aumento do tempo de coagulação devido à perda do “fator de 

coagulação” (58). Em 1967, Peter Wolf identificou vesículas derivadas de plaquetas, 

referidas como “pó de plaquetas”. Tal trabalho, é considerado por muitos autores um 

marco na pesquisa sobre VEs (59).  

Nas décadas de 1970-80, foram observadas a liberação de vesículas da 

membrana plasmática de células microvilosas de adenoma retal (60), relatos de partículas 

semelhantes a vírus em culturas de células humanas e soro bovino (61,62), além da 

detecção de vesículas, posteriormente denominadas prostassomas, no plasma seminal 
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(63,64). Na mesma época, foram feitas as primeiras observações de fragmentos de 

membrana originários de tumores, que também mostraram-se pró-coagulantes (65,66).  

Em 1983, estudos ultraestruturais detalhados mostraram que as vesículas 

também são liberadas por corpos multivesiculares (CMVs) que se fundem com a 

membrana celular durante a diferenciação de glóbulos vermelhos imaturos (67–69). Mais 

de uma década depois, Raposo e Nijman demonstraram que essas vesículas, então 

denominadas exossomos, isolados de linfócitos B transformados pelo vírus Epstein-Barr, 

apresentavam antígenos 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 microvesículas (MVs), transportam e transferem material genético (DNA e 

RNAs) (Figura 3), reforçaram a importância dessas vesículas e proporcionaram um novo 

interesse das VEs como mediadores de comunicação celular  (71,72). Pouco depois, foi 

observado que as VEs estão envolvidas em diversos processos fisiológicos e patológicos, 

incluindo coagulação, inflamação, expansão de células-tronco, comunicação neuronal, 

tumorigênese, entre outros (73–75).  

 

 
Figura 3. Esquema da transferência de RNAs por VEs. As moléculas de RNAs (símbolos curvos) 

incorporadas em MVs e EXOs podem atracar na membrana plasmática de uma célula receptora. As 

vesículas ligadas podem se fundir diretamente com a membrana plasmática ou ser endocitadas e, então se 

fundir com a membrana delimitadora de um compartimento endocítico. 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 biológicos, 

como saliva, urina, líquido de lavagem nasal e brônquico, líquido amniótico, 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 Vesículas Extracelulares (SIVE), visando padronizar a nomenclatura e 

metodologias utilizadas nos estudos. Em 2014, a SIVE publicou um documento sobre 

requisitos experimentais para a caracterização das VEs e suas funções, apresentando 

etapas básicas de pesquisa necessárias para obtenção de resultados precisos (83,84). 

 

2.3.2 Classificação das VEs 

As VEs compreendem um grupo variado e heterogêneo de populações de 

vesículas derivadas de membranas celulares, classificadas de acordo com seu tamanho, 

que pode variar de nano a micro, além da origem (Figura 4). Atualmente, pelo menos três 

subtipos principais de VEs foram definidos (85): os exossomos (EXOs), com um tamanho 

de 30 a 150 nm diâmetro, originados a partir de vesículas intra-luminais (VILs) do 

endossoma multivesicular (EMV); as microvesículas (MVs) ou micropartículas/ 

ectossomos, com tamanho variando de 50-1000 nm de diâmetro, geradas pela brotação 

externa da membrana plasmática; e corpos apoptóticos (APOs) ou vesículas apoptóticas, 

apresentando entre 1000–2000 nm de diâmetro, liberados como bolhas de células 

submetidas à apoptose (76,86). 

Há ainda, os oncossomas grandes (OGs), que representam uma população de 

VEs não apoptóticas cuja liberação parece ser exclusiva de células cancerosas, possuem 

um tamanho atípico entre 1.000-10.000 nm e são originários diretamente da membrana 

plasmática (87). Todas essas populações de VEs compartilham características em comum, 

como tamanho nanométrico, composição por bicamadas fosfolipídicas com formato 

esferoidal e a presença de proteínas, receptores de membrana e ácidos citosólicos 

originários de sua célula de origem (88). 
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Figura 4. Populações de VEs. As células liberam populações de VEs com tamanhos e origens distintos: os 

APOs (azul) são liberados por células submetidas à apoptose; os OGs (vermelho) e MVs (marrom) são 

derivados diretamente da membrana plasmática; e os EXOs (verde) são derivados de compartimentos 

endossômicos intracelulares, mais precisamente de VILs do EMV.  

Fonte: Adaptado de Willms, 2018 (89).  

 

Recentemente, a SIVE propôs classificar os VEs com base nas condições de 

centrifugação em: VEs pequenas - sedimentando a 100.000 ×g, no lugar de EXOs; VEs 

médias - sedimentando em velocidades inferiores a 20.000 ×g, MVs; VEs grandes 

sedimentando a 2.000 ×g (fragmentos de células e corpos apoptóticos). No entanto, como 

essas recomendações são 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 regulação imunológica 

As VEs, incluindo MVs e EXOs, produzidas por células imunes e não imunes 

possuem papéis importantes na regulação da imunidade. Estas vesículas podem mediar a 

estimulação ou supressão da resposta imunológica a partir da transferência de cargas 

bioativas, que incluem principalmente: moléculas proteicas, lipídicas e ácidos nucléicos. 

Dentre as cargas bioativas transportadas, o ácido nucléico (microRNA, mRNA, RNA e 

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

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

nucleicos são responsáveis pela transdução de sinais que regulam a expressão gênica e a 
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síntese de proteínas nas células-alvo. Estudos revelaram que as VEs afetam a expressão 

gênica por meio de dois principais mecanismos: através da regulação de microRNAs e, 

através da transferência de microRNAs, ambos resultam na tradução de proteínas e na 

reprogramação de células-alvo (91). 

Após a transdução diferentes sinais, VEs derivadas de células cancerosas (VEs-

CC), por exemplo, podem afetar a proliferação, apoptose, produção de citocinas e 

reprogramação 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, são capazes de 

reprogramar macrófagos circundantes em agentes de suporte de tumor (96,97). Enquanto, 

VEs-CC que expressam TGF-β1 e um ligante para NKG2D (NKG2DL) podem regular 

negativamente a expressão de NKG2D e reduzir a citotoxicidade induzida por células NK 

(98–100). Além disso, VEs-CC também podem promover a diferenciação de monócitos 

em células supressoras derivadas de mieloide (CSDMs), que inibem a maturação de 

células dendríticas (DCs) (101–103). 

As VEs também são capazes de regular a reposta imune desempenhando um 

papel como vesículas apresentadoras de antígenos (92). Estudos demonstraram que as 

VEs-CC contendo antígenos tumorais nativos podem ser eficientemente internalizadas 

por DCs, para processamento antigênico e apresentação cruzada para linfócitos T 

citotóxicos (LTCs) específicos de tumor (104,105). De maneira semelhante, antígenos 

microbianos também podem estar presentes em VEs, que na presença de DCs, estimulam 

a imunidade de células T (106).   

A apresentação de antígeno por meio das VEs, pode ocorrer através de três 

maneiras distintas: apresentação direta de antígeno, onde as VEs mantem a topologia das 

células apresentadoras de antígenos (APCs) de origem, e carregam moléculas de MHC 

de classe I e II de superfície e, portanto, podem estimular diretamente as células T CD8+ 

e CD4+, respectivamente (107–110); apresentação indireta de antígenos por meio da 

transferência de peptídeos antigênicos para APCs, onde uma fração de VEs captadas é 

internalizada e, os complexos de peptídeo-MHC transmitidos pelas VEs podem ser 

usados como uma fonte de peptídeos para interagir indiretamente com as células T 

(111,112); e apresentação indireta de antígenos via cross-dressing, onde complexos de 

peptídeo-MHC de VEs, são ligados (adsorvidos) às superfícies de APCs e apresentados 

diretamente às células T sem a necessidade de reprocessamento de peptídeo-MHC 

(embora as moléculas coestimulatórias sejam fornecidas pela APC) (113,114) (Figura 5). 
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Figura 5. Papel das VEs na apresentação de antígeno. As APCs (por exemplo, DCs) apresentam complexos 

de peptídeo-MHC que são derivados de VEs exógenas capturadas. As VEs que são retidas na superfície de 

uma APC apresentam seus complexos peptídeo-MHC diretamente para as células T (embora as moléculas 

coestimulatórias sejam fornecidas pela APC). Alternativamente, as VEs internalizadas transferem seus 

peptídeos antigênicos para as moléculas de MHC de uma APC hospedeira. As moléculas de MHC 

hospedeiras que são carregadas com o peptídeo derivado de VEs exógenas são então transportadas para a 

superfície da APC para apresentação às células T. As APCs também liberam VEs que podem regular 

respostas imunológicas específicas. Embora apenas complexos de MHC de classe II sejam mostrados, um 

processo semelhante ocorre para moléculas de MHC de classe I na regulação de células T CD8+. 

Fonte: Adaptado de Robbins, 2014 (92). 

 

2.4 MICROVESÍCULAS  

2.4.1 Estrutura, Biogênese e Liberação de MVs 

As MVs  (também conhecidas como micropartículas ou ectossomos) são 

vesículas derivadas da membrana plasmática que são liberadas no espaço extracelular por 

brotamento externo e fissão da membrana plasmática (57). A composição das MVs, 

depende muito do tipo de célula do qual elas se originam, embora a composição da 
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membrana conserve-se distinta da célula parental (geralmente com remodelação 

significativa, possibilitando funções especializadas). Nesse sentido, nem todas as 

proteínas da membrana plasmática são incorporadas nas MVs (115).  

As membranas de MVs contêm altos níveis de colesterol, esfinogomielina, e 

fosfatidilserina (FS), sendo este último um fosfolipídio importante para o funcionamento 

e a integridade da membrana celular (116). Normalmente distribuído assimetricamente 

na membrana plasmática, 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 superfície celular onde ocorre a liberação de MVs, enquanto 

a topologia das proteínas da membrana permanece intacta (Figura 6) (115,117,118).  

As MVs usualmente exibem integrinas, tetraspaninas e receptores em densidade 

relativamente baixa, além de outras proteínas, como a metaloproteinase de matriz tipo 1 

da membrana (MT1-MMP), receptores de glicoproteínas (GPIb e GPIIb/GPIIa) e 

moléculas de adesão (119,120). Devido a ampla heterogeneidade, algumas dessas 

proteínas não encontram-se em todas as MVs, sendo presentes apenas em determinadas 

subpopulações (121). Além das proteínas de membrana, as MVs também carregam 

proteínas citosólicas, lipídios e ácidos nucleicos, incluindo sequências de DNA e RNA, 

que incluem mRNA, RNAs não codificantes e principalmente miRNA (Figura 6) 

(122,123). 

 

 
Figura 6. Estrutura e componentes de MVs. As MVs são formadas pela brotação externa da membrana 

plasmática, as mesmas, são enriquecidas com alguns lipídios, como o colesterol, esfingomielina, e 

principalmente a fosfatidilserina, que é realocada para o folheto externo da membrana, em locais onde 



21 

ocorre a liberação de MVs. Proteínas de membrana, como receptores de integrinas, receptores de 

glicoproteínas, tetraspaninas, metaloproteinases e moléculas de MHC, proteínas solúveis como proteases e 

citocinas, além de ácidos nucléicos, podem ser encontrados nas MVs.  

Fonte: Adaptado de Chari, 2010 (57).  

 

A natureza e a abundância de cargas das MVs também variam de acordo com a 

célula parental e são frequentemente influenciadas pelo estado fisiológico ou patológico 

da célula doadora, pelos estímulos que modulam sua produção e liberação, e pelos 

mecanismos moleculares que levam à sua biogênese (124,125). O processo de tráfego de 

cargas para as MVs ainda é uma área de investigação, sendo bem menos caracterizada, 

quando comparado aos EXOs. 

A formação de MVs envolve o agrupamento de carga, brotamento e fissão para 

o meio extracelular. Inicialmente, os lipídios e as proteínas associadas à membrana são 

agrupados em discretos microdomínios (regiões onde ocorre o agrupamento de cargas) 

na membrana plasmática. Tais microdomínios, juntamente com a maquinaria do 

complexo de triagem endossomal necessário para transporte (ESCRT)-I, participam do 

recrutamento de componentes solúveis, como proteínas citosólicas e espécies de RNA. 

A formação do agrupamento de microdomínios junto com maquinarias 

enzimáticas dependentes de cálcio, que inclui translocases de aminofosfolipídio 

(flippases e floppases), ARF6 e ESCRT-III, conduzem rearranjos na assimetria de 

fosfolipídios de membrana, o que causa flexão física e reestruturação do citoesqueleto de 

actina subjacente, promovendo o brotamento da membrana seguido por um processo de 

fissão na membrana plasmática em direção ao meio extracelular (Figura 7) (126–128). 

 

 

Figura 7. Biogênese de MVs. Inicialmente, lipídios e proteínas associadas à membrana são agrupados 

em discretos microdomínios da membrana da membrana plasmática (etapa 1). Esses microdomínios, 

juntamente com a maquinaria ESCRT-I, participam do recrutamento de componentes solúveis, como 
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proteínas citosólicas e espécies de RNA, destinados à incorporação nas MVs (etapa 2). Ao final, o 

agrupamento de microdomínios, juntamente com maquinarias adicionais (Translocases de 

aminofosfolipídio, ESCRT-III e ARF6), promovem a brotação da membrana seguida de um processo de 

fissão na membrana plasmática em direção ao meio extracelular (etapa 3).  

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

 

2.4.2 Navegação, Interação e Fusão de MVs  

Uma vez liberadas no meio externo, as MVs iniciam a via extracelular, que 

envolve a navegação, interação e fusão com as células-alvos. A navegação corresponde a 

um processo não regulado que implica em consequências importantes. Inicialmente, uma 

fração das vesículas permanece intacta por um curto período até que haja a ruptura da 

membrana, com liberação de cargas bioativas, a exemplo citocinas e fatores de 

crescimento, que ficam disponíveis para ligação direta aos seus receptores nas células 

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

A maioria das MVs, no entanto, é resistente à ruptura da membrana e persiste no 

meio extracelular, por um longo período. Suas enzimas de superfície e outras moléculas 

induzem uma forma de efeito de pré-ligação nas células circundantes (131). Além disso, 

as MVs tendem a se acumular nos espaços extracelulares proximais às junções 

intercelulares, movendo-se através e entre as células, podendo deixar seu fluido inicial e 

passar para áreas teciduais adjacentes, tais como outros fluidos, soro, linfa e líquido 

cefalorraquidiano (132–134). 

A característica mais interessante da navegação das MVs é o reconhecimento de 

suas células-alvo específicas. Exemplos desse processo de reconhecimento foram 

observados há mais de 10 anos, quando as MVs derivadas de plaquetas no sangue 

mostraram ligação aos monócitos e não aos neutrófilos (135). Desde então, observações 

adicionais foram feitas a respeito, por exemplo, as MVs de células mesenquimais que se 

ligam a células mesenquimais, mas não a células-tronco mesenquimais, células 

endoteliais ou granulócitos (136). Tal característica também é observada nos EXOs (137). 

Após o reconhecimento de suas células-alvo, as MVs estabelecem interações 

com suas superfícies, seguidas habitualmente pela fusão com a membrana plasmática ou 

membranas endocíticas (138). Tal interação, assemelha-se à interação do herpes-vírus 

com células hospedeiras, que são construídas em torno de uma glicoproteína central que 

atua como um "ativador" de sua ligação à superfície celular (139). 
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Contudo, estudos recentes sobre o processo de interação, 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 

superfície até atingir locais apropriados para a internalização, diferentemente da ligação 

aos astrócitos, onde as MVs microgliais permanecem quase estacionárias (140). 

Os mecanismos responsáveis por essas diferentes interações ainda precisam ser 

elucidados. De modo geral, as VEs não possuem um "ativador" como o observado para o 

herpes-vírus; em vez disso, as interações parecem ser geradas pela ligação bilateral de 

moléculas presentes na superfície das duas membranas que interagem (121). Nas MVs, 

esse papel foi proposto às tetraspaninas, integrinas, lectinas e proteoglicanos que se 

encontram em densidade variável na membrana. Nas células alvo, a ligação proposta pode 

envolver receptores de superfície e moléculas de adesão, bem como proteínas da matriz 

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

Uma vez ancoradas na membrana plasmática, as MVs podem induzir respostas 

funcionais ligando-se e ativando receptores específicos expressos nas células-alvo (142). 

Dependendo do tipo da células parental, as MVs podem iniciar vias de sinalização 

intracelular e apresentar antígenos, além disso, MVs derivadas de células cancerosas 

demonstraram promover o crescimento independente de ancoragem, uma das marcas da 

tumorigênese (Figura 8) (70,128,143). 

Após a captação, as MVs também podem ser internalizadas por várias vias, que 

incluem: macropinocitose, fagocitose, endocitose mediada por caveola, endocitose 

mediada por catrina e através de jangada lipídica  (141,144,145). A internalização terá 

como alvo a introdução das MVs exógenas na via endossômica canônica, por meio da 

qual alcançam o endossoma multivesicular (EMV), nos quais as MVs internalizadas 

poderão se misturar com vesículas intraluminais endógenas (VILs) (Figura 8) (128).  

A fusão dos EMV com o lisossomo levará à degradação das MVs e à reciclagem 

de seu conteúdo para alimentar o metabolismo da célula receptora. As MVs ancoradas na 

membrana plasmática ou na membrana limitante do EMV podem liberar seu conteúdo 

intraluminal no citoplasma da célula receptora por fusão, um processo atualmente pouco 

conhecido, mas de grande importância para a entrega de cargas intraluminais, como 

proteínas, peptídeos e ácidos nucleicos (Figura 8) (128,146,147).  
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Figura 8. Interação e fusão de MVs com a célula-alvo. Após estabelecer interações com as proteínas de 

superfície da célula receptora, as MVs circulantes podem permanecer ligadas à superfície e desencadear 

sinalização intracelular, ou ser internalizadas por várias vias. A internalização terá como alvo a introdução 

das MVs exógenas na via endossômica canônica, por meio da qual alcançam o EMV. A fusão do EMV 

com o lisossomo levará à degradação das MVs e à reciclagem de seu conteúdo para alimentar o 

metabolismo da célula receptora. As MVs ancoradas na membrana plasmática ou na membrana limitante 

do EMV podem liberar seu conteúdo intraluminal no citoplasma da célula receptora através de fusão. 

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

 

2.4.3 MVs derivadas de Células Leucêmicas 

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

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

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

cancerosas demonstrou estar correlacionado com sua invasividade in vitro e in vivo 

(148,149). 

As MVs no câncer foram documentadas pela primeira vez em 1978, quando 

foram identificadas em culturas de nódulos do baço 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 metastáticas (B16-

F10) de camundongos, que quando fundidas com células de melanoma fracamente 

metastáticas (B16-F1), permitia a metástase de células F1 para os pulmões (151).  

Ambos os estudos preparam o terreno para novas investigações sobre a 

importância da liberação dessas vesículas na progressão do câncer. Desde então, a 

transferência de carga mediada por MVs para células adjacentes ou distantes tem 

demonstrado afetar muitos estágios da progressão neoplásica, como angiogênese, evasão 
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imunológica e metástase (57,152). No entanto, o envolvimento das MVs na LLA tem sido 

pouco investigado e os dados sobre a caracterização e seus efeitos são limitados.  

No contexto das leucemias de modo geral, as VEs, incluindo MVs e EXOs, 

derivados de células leucêmicas (VEs-CL) demonstraram modular seu microambiente 

para sustentar o crescimento e a progressão neoplásica, através da transferência de cargas 

bioativas, incluindo mRNAs, miRNAs e proteinas para as células circundantes, levando 

à inibição do sistema imunológico, aumento da angiogênese e agregação plaquetária. O 

estroma modificado pelas VEs-CLs também demonstrou influenciar no desenvolvimento 

e diferenciação das demais linhagens hematopoiéticas, além de promover a 

quimiorresistência, inibição de apoptose e quiescência, contribuindo coletivamente para 

expansão das CL (Figura 9) (53,54,153–158). 

 

 

Figura 9. Influência de MVs e EXOs no microambiente leucêmico. As VEs-CLs modificam seu 

microambiente e promovem a inibição do sistema imunológico, aumento da angiogênese e agregação 

plaquetária. O estroma modificado na Leucemia promove a quimiorresistência, inibição de apoptose e a 

quiescência, além de influenciar no desenvolvimento e diferenciação de linhagens hematopoiéticas.  

Fonte: Adaptado de Pando, 2018 (56). 
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2.4.4 MVs derivadas de Leucócitos inflamatórios 

Os diferentes tipos celulares da imunidade inata e adaptativa, incluindo 

neutrófilos, monócitos/macrófagos e linfócitos são capazes de liberar MVs, que atuam no 

sistema imunológico como importantes mensageiros parácrinos (159,160). Os níveis de 

MVs derivadas de Leucócitos (MVs-L) são avaliados em fluidos biológicos por 

citometria de fluxo através de anticorpos específicos contra proteínas de superfície (161). 

Atualmente, diversos estudos buscam compreender como as MVs-L participam da 

regulação da resposta imunológica em condições fisiológicas e patológicas. 

 Microvesículas derivadas de Neutrófilos: Os neutrófilos representam o tipo 

celular mais abundante envolvido na imunidade inata. Estudos demonstraram que a sua 

estimulação resulta na liberação de populações heterogêneas de MVs, que apresentam 

tanto a composição quanto as propriedades biológicas distintas, em conformidade com o 

tipo de estímulo pelo qual os neutrófilos produtores passam (162,163). 

As MVs derivadas de neutrófilos (MVs-NEU) são elementos importantes em 

reações inflamatórias, uma vez, que estas contém diversas proteínas pró-inflamatórias 

reconhecidas em sua superfície, além de possuírem a capacidade de se mover em resposta 

a um gradiente quimiotático (164). O principal efeito das MVs-NEU inclui interações 

com CEs, as quais sofrem várias alterações moleculares e bioquímicas (164–167).  

As MVs-NEU também estão envolvidas na inflamação através de seu 

envolvimento na produção de citocinas pelas células NK (168).  No entanto, sua função 

biológica não se limita ao seu papel como agentes pró-inflamatórios. Estudos 

demonstraram que as MVs-NEU induzem a secreção da citocina anti-inflamatória TGF-

β em monócitos e células dendríticas (DCs) e diminuição da liberação dos mediadores 

pró-inflamatórias CXCL8, IL-6, TNF-α, IFN-γ (168–170). Elas também estimulam a 

fagocitose de neutrófilos em apoptose e a liberação de mediadores pró-resolutivos de 

macrófagos (162).  

Além disso, a proteína anti-inflamatória anexina A1 presente nas MVs-NEU 

demonstrou induzir a diminuição da interação entre leucócitos e CEs, enquanto as MVs 

produzidas durante o processo de extravasamento de neutrófilos melhoraram a função da 

barreira endotelial (171,172). Por fim, as MVs-NEU podem ainda exibir uma função pró-

trombótica através do encapsulamento do fator de ativação de plaquetas, combinado com 

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

antagônicos na resposta imunológica.  

 Microvesículas derivadas de Monócitos/Macrófagos: As MVs liberadas a 

partir de monócitos (MVs-MON) ou macrófagos (MVs-MAC) podem exercer várias 

funções distintas. Primeiro, foi demonstrado que essas populações de MVs promovem a 

morte celular programada induzida por inflamação em células do músculo liso vascular 

através da transferência da caspase-1 piroptótica funcional (159,175).  

Posteriormente, verificou-se que as MVs-MAC poderiam induzir a 

diferenciação de monócitos naive em macrófagos, através das cargas contendo altos 

níveis da molécula de miRNA-223, um importante regulador de proliferação e 

diferenciação de células mielóides (176). Além disso, essas vesículas demonstraram 

exibir MHC de classe II e moléculas co-estimuladoras, semelhante as MVs derivadas de 

DCs, que podem desempenhar um papel na apresentação de antígenos (177,178).  

O papel das MVs-MON na resposta inflamatória também foi observado em 

estudos que relataram que essas MVs regulam positivamente a secreção de mediadores 

inflamatórios, incluindo CCL2, CXCL8, e ICAM-1, por células epiteliais de vias aéreas 

e células epiteliais de pulmão humano (179,180). Em seguida, também foi relatado que a 

estimulação de podócitos por MVs-MON induz a produção de CCL2 e IL-6 (181). 

Nesse contexto, também foi observado que as MVs-MON ativam a produção de 

IL-6 e TNF-α por monócitos e macrófagos, e consequentemente atuam como um 

sinalizador parácrino e autócrino (182). Outros efeitos imunomoduladores de MVs 

derivadas de monócitos e macrófagos incluem a regulação negativa de resposta imune, 

através da inibição da ativação do complemento e a indução da liberação de TGF-β (183). 

 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 imunorregulatórios, que vão de ativação imune à supressão 

imunológica (184). Embora as células T liberem as VEs (MVs e EXOs) 

constitutivamente, o acionamento do TCR e a estimulação intracelular de cálcio 

aumentam a liberação dessas vesículas (185).  

Estudos relataram que as MVs-CT induzem a síntese de citocinas pró-

inflamatórias (TNF, IL-1β), bem como anti-inflamatórias (antagonista do receptor da 

interleucina-1 secretora, sIL-1Ra) em monócitos (186). Enquanto que em mastócitos, as 
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MVs-CT demonstraram induzir a ativação e degranulação, com liberação das moléculas 

CXCL8, IL-24 e oncostatina M (187,188).  

Além disso, há evidências substanciais de que as MVs-CT estão envolvidos na 

disfunção endotelial, onde estudos relataram que essas vesículas diminuem a produção 

de oxido nítrico (ON) ao passo que aumentam a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) em CEs (189,190). Por fim, estudos demonstraram que as MVs-CT são capazes 

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

Em termos de ações anti-inflamatórias, em função de transportarem ligantes 

regulatórios em sua superfície, as MVs-CT também são capazes de inibir atividade 

citotóxica de células NK, bloquear a estimulação de células T, e regular negativamente a 

capacidade estimulatória de células T à APCs, contribuindo assim para atenuar as 

respostas imunológicas (158,194–197).  

 

2.4.5 MVs derivadas de Células Endoteliais 

O endotélio corresponde a um conjunto de células endoteliais (CEs), que 

revestem os vasos sanguíneos e linfáticos, formando uma interface entre os tecidos e o 

sangue ou linfa. Tal localização estratégica confere seu papel fundamental no controle da 

vasorregulação, hemostasia e inflamação (198). Alterações na homeostasia vascular, 

decorrente de ativação ou apoptose, está associada à liberação de MVs derivadas de 

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

As MVs-CE são definidas com base na análise citométrica da expressão de 

glicoproteínas, incluindo a seletina E (CD62E), endoglina (CD105), molécula de adesão 

celular endotelial plaquetária 1 (PECAM-1, CD31), molécula de adesão celular vascular 

1 (VCAM-1, CD106), caderina endotelial vascular (VE-caderina, CD144), e outras (198). 

Devido alguns desses marcadores também serem característicos de outros tipos de MVs, 

suas combinações são frequentemente utilizadas em estudos de MVs-CE (199–201).  

Um crescente número de evidências indicam que as MVs-CE atuam como 

importantes agentes indutores de reações inflamatórias. Estudos relataram, que as CEs 

humanas liberam MVs após lesão ou estimulação por vários mediadores pró-

inflamatórios, incluindo as citocinas TNF, IL-1α, IL-1β, IFN-γ, além de proteínas do 

complemento (C5b-9), proteínas C reativa (PCR) e lipopolissacarídeo (LPS) (202–204).  
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A estimulação de MVs-CE por mediadores inflamatórios, especialmente o TNF, 

também demonstrou induzir a expressão de um conjunto especifico de proteínas de 

superfície (E-selectina, ICAM-1, PECAM-1 e αvβ3), que promoveram a inflamação local 

e generalizada (205). Indicando um eixo TNF-MVs-CE, com ciclo inflamatório, onde o 

TNF promove a geração de MVs-CE, que por sua vez aumenta a expressão de moléculas 

de adesão em CEs, intensificando a interação entre CEs e leucócitos (205).  

As MVs-CE também demonstraram envolvimento na modulação da imunidade 

adaptativa, através da indução da maturação de DCs plasmocitóides, importantes fontes 

de interferons do tipo I, interferons do tipo III, além de IL-6 e TNF-α (206–208). Tal 

estimulação, resultou no aumento da proliferação de células T CD4+ naive e secreção de 

citocinas Th1 (207). Além disso, as MVs-CE contribuem para a proliferação de células T 

CD4+ e CD8+ através da expressão de moléculas envolvidas na apresentação de antígenos 

e estimulação de células T, que incluem: CD40, MHC de classe I e II e ligante do 

coestimulador induzível de células T (ICOSL) (209).  

 

2.4.6 MVs derivadas de Plaquetas 

As plaquetas são pequenos elementos celulares anucleados derivados de 

megacariócitos que desempenham papel fundamental na coagulação sanguínea (210). As 

MVs derivadas de plaquetas (MVs-P) correspondem ao tipo de MVs mais pesquisado e 

representam a fração majoritária de MVs presentes na circulação (211,212). A 

imunofenotipagem por citometria de fluxo é comumente utilizada para determinar o 

número de MVs-P em fluidos biológicos usando anticorpos monoclonais contra 

glicoproteína IIb (CD41), glicoproteína IIIa (CD61) e P-selectina (CD62P) (213).  

Dois tipos de observações apontam para um importante papel das MVs-P na 

inflamação. Primeiro, vários pesquisadores relataram que a carga de MVs-P pode 

interagir com células envolvidas em reações inflamatórias. Segundo, um aumento nos 

níveis de MVs-P no sangue foi relatado associado a distúrbios inflamatórios.   

Basicamente, a atividade pró-inflamatória de MVs-P se resume à modulação de vários 

processos, incluindo: ativação de células imunes e células endoteliais; intensificação da 

migração transendotelial de leucócitos e interação célula a célula; além da estimulação da 

quimiotaxia e redução da apoptose de células inflamatórias (214–220). Além disso, as 

MVs-P apresentam-se como uma fonte rica em citocinas pró-inflamatórias 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-inflamatórios (211,224). Todavia, ao contrário dos efeitos pró-

inflamatórios bem estabelecidos, os mecanismos de supressão da inflamação são pouco 

compreendidos, e um número limitado de artigos aborda essa atividade. Além disso, deve 

ser enfatizado que as propriedades anti-inflamatórias das MVs-P são principalmente 

devidas à inibição da liberação de citocinas (225–227).  

 

2.4.7 MVs derivadas de Eritrócitos  

Se comparado às MVs-P, o número de estudos sobre o papel das MVs derivadas 

de eritrócitos (MVs-E) é limitado. No entanto, um crescente número de evidências 

indicam que as MVs-E também podem atuar como importantes mediadores de reações 

inflamatórias, e o fato dos eritrócitos constituírem o tipo de célula sanguínea mais 

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

Quando os eritrócitos se deparam com estímulos específicos, como estresse de 

cisalhamento, ataque do complemento, estimulação agonista ou dano, a FS localizada 

quase exclusivamente na camada interna da membrana celular em condições normais, 

move-se para a membrana externa, indicando que a ancoragem da membrana no 

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

As MVs são geradas durante todo o ciclo de vida dos eritrócitos. É relatado que 

mais de 20% da hemoglobina (Hb) intracelular são perdidas através de vários 

mecanismos, incluindo a liberação de MVs (231). Sua remoção, por sua vez está 

usualmente relacionada a receptores específicos de FS expressos pelo sistema monócito-

macrófago no fígado, pulmões e MO (232). 

Estudos demonstraram que as MVs-E podem afetar vários processos, incluindo: 

coagulação, através de interações com fatores de coagulação e fatores anticoagulantes 

(229,233,234); inflamação, através de interações com células imunológicas e endoteliais, 

plaquetas e moléculas do complemento (231,235–237); e por fim, adesão celular, através 

da transferência de heme para CEs, e da eliminação e produção de óxido nítrico (NO) e 

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

Em função da capacidade de conter um subconjunto de moléculas e antígenos 

específicos 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 informações genéticas exclusivas sobre o processo 

neoplásico, relacionadas ao estado de malignidade, tipo celular e suscetibilidade ao 

tratamento terapêutico (240). Além disso, a liberação de MVs é substancialmente maior 

durante a progressão do câncer, refletindo em altos níveis de MVs nos fluidos biológicos, 

tanto em neoplasias sólidas, como em neoplasias hematológicas (98,241).  

Como tal, as MVs apresentam-se como potenciais biomarcadores para fins de 

diagnóstico, prognóstico e acompanhamento de pacientes, além de alvos terapêuticos para 

elaboração de estratégias direcionadas as células cancerosas (56).  

 

3. RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

No cenário mundial, a LLA possui grande relevância por ser a neoplasia 

pediátrica de maior ocorrência. Considerando que há 50 anos a sobrevida na LLA 

pediátrica era 10-20% (242), atualmente as taxas de sobrevida geral de longo prazo são 

de 80-90% (243,244). Grande parte da melhora na taxa de sobrevida decorre da 

classificação dos pacientes em grupos de risco, que levam em consideração os fatores 

prognósticos 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 crianças 

com grande expectativa de vida. Logo, a identificação de biomarcadores altamente 

preditivos de desfechos clínicos desfavoráveis, tais como grupo de risco de tratamento e 

doença residual mínima, poderá auxiliar no estabelecimento de intervenções terapêuticas 

alternativas ou mais assertivas de maneira antecipada, diminuindo a duração da exposição 

a terapias ineficazes e potencialmente toxicas, o que poderá proporcionar melhores 

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

4.1 Objetivo geral 

 Caracterizar o perfil de Microvesículas circulantes em pacientes pediátricos com 

Leucemia Linfoblástica Aguda de células B submetidos a quimioterapia de 

remissão. 

4.2 Objetivos específicos 

 Descrever o perfil clínico-hematológico dos pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B em terapia de indução da remissão; 

 Avaliar o perfil de Microvesículas circulantes derivadas de leucócitos 

inflamatórios (linfócitos, monócitos e neutrófilos), eritrócitos, plaquetas, células 

endoteliais e células leucêmicas, em pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B e em crianças saudáveis; 

 Investigar a correlação entre as populações de Microvesículas circulantes nos 

pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Aspectos Éticos 

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Estudo do Perfil 

Imunológico em Crianças com Leucemia Linfoblástica Aguda no Amazonas” aprovado 

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

739.563/2014, CAAE 18309913.6.0000.0009 (Anexo III). Todos os pacientes e crianças 

que compuseram o grupo controle foram incluídas mediante aceitação 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 

caracterização das populações de MVs derivadas de células leucêmicas, leucócitos 

inflamatórios (linfócitos, neutrófilos e monócitos), células endoteliais, eritrócitos e 

plaquetas em pacientes pediátricos com LLA-B de novo, tratadas na Fundação 

HEMOAM, localizado na cidade de Manaus, AM. 

 

5.3 População de estudo 

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

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

demanda espontânea no período de março de 2014 a março de 2018. Além dos pacientes, 

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

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

não apresentou alterações na série leucocitária. 

 

5.4 Critérios de inclusão e exclusão 

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

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

HEMOAM, com idade inferior a 18 anos, tratados com o Protocolo GBTLI LLA-2009. 

Para o grupo controle foram definidos como critérios de inclusão: idade inferior a 18 anos, 

sem alterações no hemograma e sem infecção prévia há menos de 04 semanas. Como 
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critérios de exclusão, para ambos os grupos, foram utilizados os seguintes parâmetros: 

material biológico insuficiente, coagulado, mal conservado ou com contaminação e 

crianças com doença inflamatória aguda ou crônica conhecida, ou distúrbio autoimune. 

 

5.5 Obtenção das amostras 

Para realização do estudo, foram utilizadas amostras de medula óssea (MO) e 

sangue periférico (SP) de pacientes com LLA-B (amostras independentes), as quais foram 

obtidas através de punção aspirativa da crista ilíaca e através de punção venosa, 

respectivamente (procedimentos de rotina para estes pacientes). As coletas ocorreram em 

três momentos da terapia de indução da remissão, referidos como: dia do diagnóstico 

(D0), dia 15 (D15) e ao final da terapia de indução da remissão (D35), sendo coletados 2 

ml de MO e 3ml de SP em tubos com sistema a vácuo, contendo anticoagulante EDTA 

pela Equipe Médica da Fundação HEMOAM.  Além das amostras dos pacientes, foram 

obtidas amostras de SP de crianças sem leucemia, obtidas através de punção venosa, para 

serem utilizadas como valor de referência comparativo nas análises. 

As amostras foram identificadas com o código do projeto maior e encaminhadas 

ao Laboratório Multidisciplinar da Fundação HEMOAM, onde foram centrifugadas a 900 

×g por 15 min. Posteriormente o sobrenadante / Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foram 

coletados e transferidos para criotubos e armazenados no biorrespositório do laboratório 

multidisciplinar de pesquisa, em freezer -80°C (Figura 10). 
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Figura 10. Fluxograma de obtenção das amostras. Demonstração detalhada das etapas de obtenção e 

processamento das amostras utilizadas no estudo.  

 

5.6 Seleção das amostras 

A partir das amostras armazenadas no biorrepositório, foram selecionadas 

amostras de MO (D0, D15 e D35) de 10 pacientes; amostras de SP (D0, D15 e D35) de 

10 pacientes; e amostras de SP (Tempo único) de 10 crianças sem leucemia para compor 

o grupo de controle negativo (Figura 11). As amostras selecionadas, foram utilizadas para 

a caracterização 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 seleção das amostras. Demonstração detalhada da seleção das amostras 

utilizadas no estudo. 

 

5.7 Imunofenotipagem de Microvesículas 

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 ×g por 5 minutos em Temperatura Ambiente (TA) para obtenção 

do Plasma Livre de Plaquetas (PLP).  

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

novamente centrifugadas a 15000 ×g por 90 min a 15°C, o sobrenadante foi retirado, e 

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

poços (placa) contendo os anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se 

ligam aos marcadores de superfície específicos presentes nas populações de MVs (Tabela 

4), e foram incubados por 30 minutos ao abrigo de luz em TA. Após a incubação, foi 

aplicado 300 µl de tampão de ligação de anexina nos poços, e então os conteúdos foram 

transferidos para os microtubos de citometria de fluxo. 
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Tabela 4. Painel para imunofenotipagem das populações de MVs. 

Tubo MVs  FITC PE PerCP PE-Cy7 APC 

1 Controle (Anexina V) Anex V - - - - 

2 Neutrófilos Anex V CD66b - - CD45 

3 Cel. Endoteliais / Eritrócitos Anex V CD51/CD61 - CD235a - 

4 Células T / Plaquetas Anex V CD3 CD41a - - 

5 Monócitos Anex V CD16 CD14 - - 

6 Cel. Leucêmicas Anex V CD10 CD34 CD19 CD45 

 

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

(Beckman Coulter), equipamento altamente sensível que permite a detecção e 

caracterização de MVs numa escala de 100-900nm através da utilização de microesferas 

sintéticas de calibração denominadas Gigamix. Estas microesferas possuem tamanhos 

definidos (100nm; 160nm; 200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) e são utilizadas como 

referência para caracterização de MVs (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Estratégia para imunofenotipagem de MVs por citometria de fluxo. Através da utilização das 

Gigamix (microesferas de 100nm; 160nm; 200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm), será definido uma 

região, nomeada MP Gate. Os seguintes histogramas e dotplots serão adicionados na região MP Gate, e 

partir desta região serão analisadas as MVs do estudo. 
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5.8  Obtenção dos dados sociodemográficos e clínicos-hematológicos 

A coleta dos dados sociodemográficos (idade, gênero) e clínico-hematológicos 

(grupo de risco, doença residual mínima, imunofenótipo, mielograma, hemograma) foi 

realizada a partir dos registros do laboratório de marcadores celulares e prontuários do 

Setor de Atendimento Médico e Estatístico (SAME), posteriormente foram plotados em 

planilha eletrônica no Microsoft Excel, onde foi construído o banco de dados do estudo.  

 

5.9 Análise dos dados 

Os dados sociodemográficos e hematológicos 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 

elaboração das análises estatísticas 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 variável, mostrando uma distribuição não paramétrica. A comparação dos 

valores entre dois grupos foi realizada através do teste de Mann-Whitney, enquanto que 

para a comparação das variáveis com três ou mais grupos, foi aplicado o teste de Kruskal-

Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn´s para as comparações múltiplas entre grupos. Os 

níveis de significância estatística definidos em ambos os casos foi de p<0,05. Além disso, 

foi realizado análise de redes biológicas para demonstração das interações complexas 

entre as populações de MVs avaliadas no estudo, com base na associação das mesmas, 

utilizando o software Cytoscape (v.3.0.3). As correlações positivas e negativas foram 

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

categorizar a força de correlação como fraca (r≤0,35), moderada (r≥0,36 a r≤0,67) ou 

forte (r≥0,68). 
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6. RESULTADOS 

6.1 Características da população de estudo 

A população do estudo consistiu de 10 crianças sem leucemia (GC), e 20 crianças 

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 os grupos 

LLA-B SP e LLA-B MO, respectivamente, enquanto que o GC foi composto por 5 

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

Os dados hematológicos de cada grupo, juntamente com as medianas e os 

resultados da análise estatística também estão descritos na Tabela 5. Pacientes com LLA-

B (LLA-SP e LLA-B MO) apresentaram uma diminuição significativa de neutrófilos, 

monócitos, hemoglobina e plaquetas em comparação ao GC, refletindo a usual tríade da 

leucemia, caracterizada por anemia, neutropenia e trombocitopenia (1). Além disso, o 

grupo LLA-B MO apresentou um aumento significativo no número de leucócitos totais 

quando comparado aos grupos LLA-B SP e GC, juntamente com aumento significativo 

de linfoblastos em comparação ao grupo LLA-B SP. 

 

Tabela 5. Características sociodemográficas e hematológicas da população de estudo. 

 

Abreviações: GC, grupo controle; SP, sangue periférico; MO, medula óssea; IQR, intervalo interquartil 
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Valores de referência: Leucócitos: 5.2 – 12.4 x10³/µL; Neutrófilos: 1.9 – 8 x10³/µL; Linfócitos: 0.9 – 5.2 

x10³/µL; Monócitos: 0.16 – 1 x10³/µL; Hemoglobina: 12 – 18 g/dL; Plaqueta: 130 – 140 x10³/µL. 
aDiferença significativa de GC para LLA-B SP; bDiferença significativa de GC para LLA-B MO; 

cDiferença significativa de LLA-B SP para LLA-B MO; Fonte em negrito indica significância estatística. 

 

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

A caracterização do perfil de MVs circulantes demonstrou que pacientes com 

LLA-B (LLA-B SP e LLA-B MO) ao diagnóstico apresentaram uma diminuição 

significativa na contagem de MVs derivadas de linfócitos T (CD3) e plaquetas (CD41a) 

em comparação 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). 

 

 

Figura 13.  Contagem de MVs circulantes no sangue periférico e medula óssea dos pacientes com LLA-B. 

Comparação entre os níveis de MVs derivadas de Leucócitos – CD45; Neutrófilos – CD66; Monócitos – 

CD14; Linfócitos T – CD3; Eritrócitos – CD235a; Plaquetas – CD41a; Células endoteliais – CD51/61; e 

Linfoblastos – CD10/CD34/CD19, nos grupos LLA-B SP ( ), LLA-B MO ( ) e GC ( ). As análises 
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estatísticas foram realizadas usando Student’s t test ou Mann Whitney test. Diferenças significativas são 

indicadas por linhas de conexão e asteriscos para p <0,01 (**) ou p <0,05 (*). 

 

6.3 Cinética de MVs circulantes durante a terapia de indução da remissão 

A análise da cinética de MVs circulantes no SP e MO foi realizada ao D0, D15 e 

D35 para avaliar a contagem de MVs no início e ao final da terapia de indução (Figura 

14). Os resultados demonstraram uma diminuição significativa de MVs derivadas de 

neutrófilos (CD66), linfócitos T (CD3), eritrócitos (CD235a) e células endoteliais 

(CD51/61) no SP ao D15. Também foi observado uma clara diminuição de MVs 

derivadas de linfoblastos (CD10 e CD19) ao D35. Um comportamento semelhante foi 

observado na MO, onde houve a diminuição significativa de CD10 ao D35, no entanto o 

CD19 apresentou um perfil distinto, com diminuição 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. 

 

 

Figura 14.  Cinética de MVs circulantes nos pacientes com LLA-B durante a terapia de indução da 

remissão. Acompanhamento da contagem de MVs circulantes ao diagnóstico (D0), ao dia 15 (D15) e ao 

final da terapia de indução da remissão (D35) nos grupos LLA-B SP ( ) e LLA-B MO ( ). Os intervalos 
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interquartis (25º-75º) dos resultados observados no GC foram utilizados como intervalo de referência 

(fundo cinza - ). As análises estatísticas foram realizadas usando Student’s t test ou Mann Whitney test. 

Diferenças significativas são indicadas por linhas de conexão e asteriscos para p <0,05 (*). 

 

6.4 Rede biológica de MVs circulantes durante a terapia de indução da remissão 

A construção de redes biológicas integrativas foi realizada para avaliar a interação 

entre as populações de MVs circulantes durante a terapia de indução da remissão (Figura 

15). Os resultados demonstraram que os pacientes com LLA-B (LLA-B SP e LLA-B MO) 

exibem ao D0 uma rede com um número restrito de interações. Ao D15, é observado um 

discreto aumento no número de conexões de vizinhança. Já no D35, é observado um 

aumento expressivo no número de interações entre as populações de MVs circulantes nos 

pacientes com LLA-B, que exibem um perfil mais semelhante ao GC, porém com maior 

número de interações. Digno de nota, o SP (LLA-B SP) tende a refletir o perfil da MO 

(LLA-B MO) durante a terapia de indução, porém com um número menor de interações, 

que pode ser explicado pela maior complexidade do microambiente medular. 

 

 

Figura 15. Rede de MVs circulantes nos pacientes com LLA-B durante a terapia de indução da remissão. 

Redes biológicas de MVs derivadas de Leucócitos – CD45; Neutrófilos – CD66; Monócitos – CD14; 
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Linfócitos T – CD3; Eritrócitos – CD235a; Plaquetas – CD41a; Células endoteliais – CD51/61; e 

Linfoblastos – CD10/CD34/CD19, foram montadas para identificar a correlação entre as populações de 

MVs no sangue periférico e no microambiente da medula óssea dos pacientes com LLA-B durante os três 

momentos da terapia de indução (D0, D15 e D35) e em momento único no GC (sangue periférico). Os nós 

coloridos são usados para identificar as populações de MVs derivadas de neutrófilos, monócitos e linfócitos 

( ); eritrócitos, plaquetas e células endoteliais ( ); e de marcadores associados a linfoblastos ( ). As 

correlações de Spearman significativas em p <0,05 são representadas por linhas continuas que indicam uma 

correlação positiva forte (r ≥0,68 = linha contínua espessa) e moderada (0,36≥ r ≤0,68 = linha contínua 

mais fina) conforme proposto por Taylor (18).  

 

7. DISCUSSÃO 

Evidências crescentes demonstraram que o microambiente desempenha um papel 

crucial na sobrevivência das CLs e que a comunicação entre as CLs e células circundantes 

pode ser mediada por várias moléculas imunológicas solúveis, como citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimento (3,247,248). Semelhante a essas moléculas, avanços 

recentes na biologia do câncer revelaram que as MVs são liberadas em grande quantidade 

pelas CLs, e atuam como mediadores-chave na comunicação celular, através da 

transferência de cargas bioativas capazes de reprogramar as células estromais e células 

imunológicas, modulando um microambiente favorável a sobrevivência e progressão 

leucêmica (56). 

À luz dessas evidências, analisamos o perfil de MVs derivadas de linfoblastos/CLs 

(MVs-CL) na circulação e localizadas no compartimento medular de pacientes com LLA-

B. De interesse, em nosso estudo, também avaliamos os níveis de MVs derivadas 

neutrófilos (MVs-NEU), monócitos (MVs-MON), linfócitos T (MVs-LT), eritrócitos 

(MVs-E), plaquetas (MVs-P) e células endoteliais (MVs-CE). Detectamos uma 

diminuição nos níveis de MVs-P no SP e MO dos pacientes com LLA-B em comparação 

ao GC, refletindo a plaquetopenia intensa observada no hemograma (Tabela 5). Em 

contrapartida, identificamos níveis elevados de MVs-CE (LLA-B SP), indicando uma 

maior ativação dessas células na leucemia, resultando em maior produção de MVs. 

Com relação as MVs-CL, foi observado um aumento significativo de MVs com 

fenótipo CD10+ no SP e MO dos pacientes com LLA-B (Figura 13). O CD10, também 

conhecido como Antígeno Comum de Leucemia Linfoblástica Aguda (CALLA) é uma 

proteína de membrana integral de superfície celular tipo II da família M13, que é expressa 

especificamente nos estágios iniciais do progenitor linfoide, auxiliando na identificação 
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dos estágios no desenvolvimento de células B (249). O CD10 é amplamente utilizado para 

distinguir a maioria dos casos de LLA de outras neoplasias hematológicas, sendo 

comumente utilizado no diagnóstico por citometria de fluxo e monitoramento de 

malignidades hematológicas de origem de células B, na categorização de estágio maduro 

e blástico, além de detecção de doença residual mínima (250,251). 

Identificado originalmente em CLs da LLA, foi posteriormente detectado em uma 

variedade de células, incluindo da próstata, rim, intestino, endométrio e pulmão 

(252,253). Sua presença em outras células sugere um papel variado não restrito 

especificamente a malignidades hematológicas (254). Biologicamente sua principal 

função é metabolizar polipeptídeos através da clivagem de peptídeos entre resíduos 

hidrofóbicos, levando a inativação de uma variedade de neuropeptídeos fisiologicamente 

ativos. No contexto do câncer, a atividade e alta expressão de CD10 foi correlacionada a 

um pior prognóstico e diminuição da sobrevida em uma variedade de malignidades, 

através de mecanismos que incluem resistência terapêutica a drogas e radiação, aumento 

do grau do tumor, e fenótipo mais agressivo (invasão e metástase) (254–260). 

Na ontogenia das células B, o CD10, presente nas células pré-B, é transitoriamente 

expresso durante os diferentes estágios de maturação e desaparece nos linfócitos B 

maduros. Nesse sentido, através da avaliação da cinética durante a terapia de indução foi 

possível observar um claro declínio nos níveis de MVs-CL CD10+ ao D35 (Figura 14). 

De maneira similar, foi observado um declínio de MVs-CL CD19+ no SP, enquanto na 

MO foi observado uma diminuição no D15 com aumento no D35. Coletivamente esses 

achados podem ser indicativos da eliminação/diminuição das CLs ao D35, com 

subsequente produção de linfócitos B maduros e MVs (MVs-LB) CD19+ no 

compartimento medular. Em adição, ao D35 também foi observado o aumento nos níveis 

de MVs-P no SP e MO, indicando uma recuperação na produção de plaquetas. 

A análise da rede integrativa de MVs também demonstrou alterações importantes 

durante a terapia de indução. No D0, os pacientes com LLA-B exibiram uma rede de MVs 

caracterizadas por um número limitado de interações (Figura 15). Enquanto no D35, os 

pacientes com LLA-B exibiram uma rede caracterizada pela recuperação das interações 

entre as populações de MVs, com destaque para as MVs derivadas de Leucócitos 

inflamatórios (linfócitos, monócitos e neutrófilos). Um comportamento semelhante foi 

observado em rede integrativa de quimiocinas e citocinas (Anexo V) (Dados não 

publicados - Em revisão por pares), onde ao D35 os pacientes com LLA-B exibiram uma 
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rede rica em interações, caracterizada pela recuperação resposta pró-inflamatória, 

indicativo da modulação de um microambiente imunossuprimido ao D0, favorável a 

progressão leucêmica. Digno de nota, o SP (LLA-B SP) tende a refletir o perfil da MO 

(LLA-B MO) durante a terapia de indução, porém com um número menor de interações, 

que pode ser explicado pela maior complexidade do microambiente medular. 

 

8. LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS  

Além do impacto gerado pela pandemia, a principal limitação do estudo foi 

amostras com volume insuficiente para os ensaios de MVs, responsável pela diminuição 

expressiva do N amostral do estudo, o que acabou comprometendo as análises de 

associação com o grupo de risco de tratamento, presença de doença residual mínima e 

quantitativo de blastos. No entanto, temos como próximo objetivo realizar um estudo 

mais abrangente onde utilizaremos amostras de SP e MO do mesmo paciente, um N 

amostral mais elevado, e incluiremos novas populações de MVs, bem como outros 

biomarcadores potenciais de prognóstico e monitoramento de resposta à quimioterapia. 

 

9. CONCLUSÃO 

Em conclusão, nosso estudo indica que: (i) pacientes com LLA-B apresentaram 

uma produção acentuada de MVs-CE quando comparado ao GC; (ii) em nossa coorte, 

CD10 e CD19 foram os marcadores mais expressos nas MVs-CL; os níveis de MVs-CL 

podem refletir o quantitativo de blasto, estando possivelmente associado a desfechos 

desfavoráveis; (iv) pacientes com LLA-B apresentaram perfis e redes biológicas de MVs 

distintos ao D0 e D35 da terapia de indução. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo 

que descreve os percentuais e a cinética de MVs circulantes derivadas de leucócitos 

inflamatórios e CLs em pacientes com LLA-B. 

 

10. PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

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

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

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

VI e Anexo VII, respectivamente); 
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 A publicação de 1 artigo de Revisão na revista Journal of Immunology Research 

(Anexo VIII); 

 A submissão 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 Ia. Representação esquemática Global do Protocolo GBTLI LLA-2009, Leucemia 

B-derivada do Grupo de Baixo Risco de recidiva (BR). 

 

Fonte: Protocolo GBTLI-2009. 
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Anexo Ib. Representação esquemática Global do Protocolo GBTLI LLA-2009, Leucemia 

B-derivada do Grupo de Alto Risco de recidiva (AR). 

 

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.  
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Anexo IIa. Representação esquemática da terapia da Pré-fase e da Indução do Protocolo 

GBTLI LLA-2009 para a LLA B-derivada do Grupo de BR de recidiva. 

 

 

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.  
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Anexo IIb. Representação esquemática da terapia da Pré-fase e da Indução do Protocolo 

GBTLI LLA-2009 para a LLA B-derivada do Grupo de AR de recidiva. 

 

 

Fonte: Protocolo GBTLI-2009.  
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Anexo III. Carta de aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação 

HEMOAM. 
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Anexo IV. Protocolo de Purificação e Imunofenotipagem de Microvesículas do GIPB. 

 

  



77 

 

 

 

 

 

 



78 

Anexo V. Rede integrativa de quimiocinas e citocinas em pacientes com LLA-B durante 

a terapia de indução da remissão (Dados não publicados - Em revisão por pares). 

 

 

Fonte: Magalhães-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). 

  

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221518
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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). 
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Anexo VIII. Translating Unconventional T Cells and Their Roles in Leukemia Antitumor 

Immunity (doi: 10.1155/2021/6633824). 
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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.

 

 

 

 


