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RESUMO 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma neoplasia linfo-proliferativa que 

compromete a produção e maturação celular de origem linfoide na medula óssea. Essa 

proliferação desregulada resulta em alterações nos mecanismos de ação do sistema 

imunológico e aumento do número de blastos, ocorrendo um desequilíbrio na produção 

de várias moléculas imunológicas, entre elas as quimiocinas, citocinas e fatores de 

crescimento, podendo influenciar a resposta mediada por células. Assim, este estudo foi 

direcionado para descrever a frequência das populações de células T não convencionais 

envolvidas na resposta antitumoral de pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica 

Aguda de células B (LLA-B) de novo durante a terapia de indução a remissão, proposta 

pelo protocolo terapêutico do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infância 

(GBTLI), versão 2009. Foram realizados dois estudos de revisão bibliográfica sobre as 

populações de células T não convencionais na LLA-B, em paralelo a um estudo analítico, 

longitudinal e prospectivo, com coleta de amostras de medula óssea (MO) e sangue 

periférico (SP) de pacientes pediátricos atendidos na Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). Uma vez diagnosticados com 

LLA-B, foi realizada a imunofenotipagem para a classificação em LLA-B comum e para 

as células T gama-delta (γδ), NKT e células MAIT, com a dosagem de moléculas 

imunológicas solúveis. Inicialmente, houve a publicação do artigo “Translating 

Unconventional T Cells and Their Roles in Leukemia Antitumor Immunity” 

abordando o papel das células T gama-delta (γδ), células T natural killer (NKT) e células 

T invariantes associadas à mucosa (MAIT) no contexto da leucemia e resposta 

antitumoral. Esta revisão teve como foco o conhecimento atual a respeito do papel destas 

populações de células T não convencionais na resposta imune antitumoral na leucemia, 

discutindo a necessidade de mais estudos sobre o potencial imunoterapêutico destas 

células. Posteriormente foi publicado um segundo artigo de revisão: “γδT Cells for 

Leukemia Immunotherapy: New and Expanding Trends”. Nesta revisão, destacamos 

diversas características das células Tγδ e suas interações na leucemia. Além disso, 

exploramos estratégias para maximizar suas funções antitumorais, ilustrando os achados, 

demonstrando a mobilização das células Tγδ contra o tumor. Delineamos nossas 

perspectivas sobre sua aplicabilidade terapêutica e indicamos debates pendentes para 

futuras pesquisas básicas e clínicas sobre leucemia, no intuito de contribuir para o avanço 

dos estudos sobre células Tγδ na imunoterapia do câncer. Por fim, os dados originais da 

tese apresentado em formato de artigo para submissão, os resultados e discussões a 

respeito do estudo intitulado: “Análise de células T não convencionais e mediadores 

imunológicos solúveis em pacientes com leucemia linfoblástica aguda de células B 

(LLA-B)”. Através destes estudos, buscamos explorar a imunobiologia das células T não 

convencionais ainda pouco exploradas na literatura, destacando seu papel na atividade 

antitumoral da LLA-B. 

 

Palavras-chaves: Células T não convencionais; leucemia linfoblástica aguda; 

microambiente tumoral; moléculas imunológicas. 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.729085/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.729085/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.729085/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.729085/full
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1. INTRODUÇÃO 

 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma alteração maligna e proliferativa de 

células progenitoras de origem linfoide na medula óssea, com migração de células 

leucêmicas para o sangue periférico e sítios extramedulares. A incidência de LLA segue 

uma distribuição bimodal, com o primeiro pico ocorrendo na infância e um segundo 

ocorrendo por volta dos 50 anos (KRUGER et al., 2019; RICHARD-CARPENTIER; 

KANTARJIAN; JABBOUR, 2019). 

Mundialmente, a LLA é o tipo mais comum de câncer infantil, constituindo cerca 

de um terço de todas as neoplasias malignas de crianças, sendo quatro vezes mais 

frequente que a leucemia mieloide aguda (LMA) (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 

2017). No Brasil, a Região Norte destaca-se por apresentar as maiores taxas de incidência 

do país, com 39% dos casos. A faixa etária mais acometida são crianças entre 2 a 6 anos, 

com o sexo masculino sendo o mais afetado, principalmente na primeira infância (SILVA 

et al., 2019). 

A LLA é classificada fenotipicamente em Linhagem B (LLA Pré-B; LLA Pró-B; 

LLA B Comum e LLA B Madura) e Linhagem T (LLA Pró-T; LLA Pré-T; LLA T 

Cortical e LLA T Medular). A LLA-B comum é subtipo mais frequente, caracterizado 

pela proliferação anormal de clones de linfócitos B imaturos na medula óssea (MO) 

(FARIAS; CASTRO, 2004). O diagnóstico laboratorial é feito, embora não 

exclusivamente, pela presença mínima de 20% de blastos entre as células nucleadas da 

MO, incluindo análise de dados citomorfológicos, imunofenotípicos, citogenéticos e 

moleculares (SWERDLOW et al., 2016). 

Os mecanismos imunológicos em pacientes com LLA ainda estão sendo 

investigados, contudo sabe-se que o processo neoplásico pode provocar várias desordens 

imunes em consequência da intensa produção de células leucêmicas (CLs), além do 

processo de evasão da resposta imune. Este descontrole no nicho medular induz um 

desequilíbrio na produção de várias moléculas, entre elas as quimiocinas e citocinas 

(BEHRMANN; WELLBROCK; FIEDLER, 2018; CARDOSO, 2020; KARANTANOU; 

GODAVARTHY; KRAUSE, 2018). 

Recentemente, a resposta imune mediada por células em neoplasias malignas se 

tornou o foco da imunoterapia contra o câncer. Porém, na leucemia, a maioria dos estudos 
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sobre o potencial citotóxico das células T tem se concentrado apenas nas células T que 

reconhecem antígenos peptídicos (Ag) apresentados por moléculas polimórficas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Isso ignora o grande potencial das 

populações de células T não convencionais, que incluem células T gama-delta (γδ), 

células natural killers T (NKT) e células T invariantes associadas à mucosa (MAIT). 

Coletivamente, essas populações de células T podem reconhecer antígenos lipídicos, 

especialmente peptídeos modificados e metabólitos de pequenas moléculas, além de 

apresentarem várias outras vantagens, que podem fornecer aplicações mais eficazes na 

imunoterapia do câncer (EHSANPOUR, 2018). 

Portanto, realizar a análise de células T não convencionais no microambiente 

medular e sangue periférico pode ser uma estratégia eficaz para a compreensão da 

resposta imune frente as neoplasias hematológicas, possibilitando entender de forma mais 

detalhada as interações e os aspectos fisiopatológicos entre o sistema imunológico e os 

blastos leucêmicos na LLA-B. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Leucemias 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma desordem maligna resultante da 

proliferação clonal de precursores linfoides com maturação interrompida. A doença pode 

originar-se de células linfoides de diferentes linhagens, dando origem a leucemias de 

células B ou T ou às vezes com leucemia de linhagem mista (RYTTING et al., 2017). 

A LLA foi uma das primeiras neoplasias malignas a responder à quimioterapia 

e mais tarde foi uma das primeiras que puderam ser curadas na maioria das crianças. 

Desde então, progressos foram feitos não apenas em novos protocolos de tratamento, mas 

também na modificação das formas de tratamento com base nos critérios de resposta do 

paciente (GREAVES, 2016; RICHARD-CARPENTIER; KANTARJIAN, 2019). 

Na maioria das vezes, o início da doença é tão abrupto que os sinais e sintomas 

surgem já nas primeiras semanas da instalação da doença. Até o momento, sabe-se que a 

leucemia não é hereditária, muito menos contagiosa, no entanto foi considerado um 

resultado de agravo genético adquirido no DNA de uma única linhagem de células na 

medula óssea (GREAVES, 2018). 

2.2 Epidemiologia e fatores de risco 

A nova estimativa do Instituto Nacional de Câncer (INCA) do Ministério da 

Saúde aponta para 704 mil casos novos de câncer no Brasil para cada ano do triênio 2023 

a 2025, com destaque para as regiões Sul e Sudeste, que concentram cerca de 70% da 

incidência (INCA, 2023). O Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima que para cada 

ano do biênio 2018/2019, sejam diagnosticados 5.940 casos novos de leucemia em 

homens e 4.860 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,75 

casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 casos novos para cada 100 mil mulheres 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023). 

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

apresentando 2,4% de todos os casos novos de câncer. No Brasil, nos últimos anos, houve 

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

mais comum. A proporção de casos de leucemia entre as regiões do Brasil é variável e 

tem aumentado desde os últimos relatórios do INCA.  
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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. 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 (SILVA-JUNIOR, 2019). 

A leucemia linfoblástica aguda é a neoplasia mais comum em crianças e 

adolescentes correspondendo por 70% a 80% em menores de 15 anos e apenas 20% dos 

casos em adultos. A doença acomete principalmente crianças entre 2 a 6 anos, com 

discreto predomínio do sexo masculino comparado ao feminino, numa proporção de 2:1 

(SILVA et al., 2019). Cerca de 85% dos casos tem fenótipo de células B de células 

precursoras, 1 a 2% são do subtipo células-B maduras e o restante é do tipo LLA de 

células T, que apresenta maior resistência ao tratamento padrão (TERWILLIGER; 

ABDUL-HAY, 2017). 

Estudos epidemiológicos de leucemias agudas em crianças examinaram uma 

série de possíveis fatores de risco (por exemplo, ambientais, genéticos ou infecciosos) em 

um esforço para determinar a etiologia da doença. Apenas um fator de risco ambiental 

(radiação ionizante) foi significativamente ligado à LLA ou à LMA. A maioria dos fatores 

de risco ambientais, tais como campos eletromagnéticos (EMF) e tabagismo, tem 

associação fraca ou inconsistentemente com qualquer forma de leucemia infantil 

(GREAVES, 2018; SILVA et al., 2019). 

O Amazonas possui a maior extensão territorial de todas as unidades federativas 

e sua capital, Manaus, foi identificada em 2010 como a capital com a segunda maior taxa 

de incidência ajustada por idade (menores de 14 anos) de leucemia. Em 2011, apresentou 

a maior taxa de incidência do país, com 76,8 casos de leucemia por milhão de habitantes, 

que aumentou ainda mais em 2016 para 87,1. De acordo com a Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), o número de pacientes com 

diagnóstico de Leucemias aumentou em mais de 10% nos primeiros três meses de 2018. 

Conforme dados do Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde (Datasus), 

de janeiro a março de 2018, 128 pacientes foram identificados com a doença, enquanto 

no primeiro trimestre de 2019 houve 152 registros de leucemias agudas (SILVA-

JUNIOR, 2019). 
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2.3 Diagnóstico 

Cerca de 90% dos pacientes com LLA apresentam alterações laboratoriais e 

hematológicas no diagnóstico e estas representam o grau de envolvimento da MO pelos 

blastos. Anemia normocítica e normocrômica, com contagem de reticulócitos baixa 

ocorre em aproximadamente 80% dos pacientes. A leucometria está aumentada na grande 

maioria dos casos, porém pode haver leucopenia, com diminuição significativa de 

neutrófilos. A contagem de plaquetas inferior a 100.000/mm³ é comum. Em cerca de 5% 

dos casos a contagem de leucócitos pode ser menor que 2.000/mm³, sem linfoblastos 

detectáveis no sangue periférico (FARIAS; CASTRO, 2004). 

Para a confirmação do diagnóstico, é realizado o mielograma para análise 

citomorfológica do esfregaço de medula óssea, onde costuma revelar hipercelularidade 

associada com linfoblastos. Além do mielograma, o refinamento no diagnóstico e 

classificação das leucemias é obtido através da imunofenotipagem por citometria de 

fluxo, técnicas de citogenética e biologia molecular (CAMPO et al., 2011; FARIAS; 

CASTRO, 2004; SWERDLOW et al., 2016). 

 

2.4 Protocolo de tratamento 

A grande chance de cura nos protocolos nacionais aconteceu na década de 80 

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

formando-se assim o Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI-80). 

Desde então, cinco estudos foram realizados e concluídos em 1982, 1985, 1993, 1999 e 

2009, respectivamente (CAZÉ; BUENO; SANTOS, 2010). 

Dados brasileiros do último estudo do GBTLI (versão 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 de baixo risco e 59,8% para o 

grupo de alto risco (GBTLI-2009). Os pacientes foram estratificados por grupo de risco 

e analisados durante a terapia de indução em quatro etapas: ao diagnóstico (D0), oitavo 

dia (D8), décimo quinto dia (D15), trigésimo quinto dia (D35) e octogésimo quarto dia 

(D84) após o diagnóstico. 

A terapia de indução da remissão, segundo o protocolo GBTLI-2009 tem duração 

de 84 dias e utiliza como critérios de estratificação de risco a idade, contagem 
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leucocitária, linhagem celular, presença de linfoblastos no SNC e análise citogenética de 

anormalidades cromossômicas. A resposta precoce à indução é avaliada no D8, com 

contagem morfológica de blastos em sangue periférico, no D15 e D35, com avaliação da 

contagem morfológica de blastos e detecção da presença de doença residual mínima 

(DRM) por citometria de fluxo e testes moleculares (GBTLI-2009). 

 

2.5 Fisiopatologia 

A LLA é uma doença multifatorial desencadeada pela interação de fatores 

genéticos e ambientais, todavia, estudos apontam para uma relação entre o 

desenvolvimento da doença e a desregulação do sistema imunológico. As células 

leucêmicas podem modelar funcionalmente seu ambiente através da secreção de diversos 

fatores que atuam no recrutamento de células imunes como neutrófilos, macrófagos, 

células dendríticas, linfócitos B e T. Além disso, podem proporcionar um ambiente 

favorável ao desenvolvimento neoplásico (HUAN et al., 2013).  

Os mecanismos imunológicos observados em pacientes com leucemia não são 

muito conhecidos. No entanto, com os avanços crescentes no campo da imunoterapia, 

tem havido um grande progresso nas pesquisas relacionadas ao microambiente tumoral 

na leucemia. Estudos têm demonstrado que as CLs secretam fatores que desregulam 

nichos de MO saudáveis, reprogramando-os e transformando-os em "nichos leucêmicos", 

além de induzir uma interrupção na produção balanceada de citocinas e favorecer a 

persistência leucêmica e o potencial metastático (CHIARINI et al., 2016).  

Apesar do microambiente pró-tumoral criado pelas CLs, estudos relatam que uma 

resposta imune específica pode ser desencadeada e, portanto, contribuir para a defesa 

contra o tumor. As populações de células T consideradas não convencionais também 

participam desse processo, exercendo uma atividade imune antitumoral. Coletivamente, 

essas populações de células T diferem de outras células T principalmente na maneira 

como reconhecem e respondem a moléculas estranhas (GODFREY et al., 2015). 

Ao contrário das células T reativas ao MHC, as células T não convencionais 

geralmente mostram padrões simplificados da expressão do receptor do antígeno da 

célula T (TCR) e geralmente têm como alvo moléculas apresentadoras de Ag 

monomórficas e outros ligantes, onde após sua ativação promovem respostas efetoras 
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rápidas e fortes. Essas populações de células T incluem células Tγδ, células NKT e células 

MAIT (GODFREY et al., 2018). 

 

 

 

2.6 Células T não convencionais 

 

2.6.1 Células T γδ 

Embora o papel imunológico das células T convencionais que expressam o 

receptor de células T (TCR) αβ esteja bem caracterizado, pouco ainda se sabe sobre a 

função da linhagem de células portadoras de TCRγδ. Esta pequena população de 

linfócitos possui uma biologia que atua na interface entre a imunidade inata e adaptativa, 

participando de várias respostas imunes durante a progressão do tumor (ZHAO; NIU; 

CUI, 2018).  

Estas células se originam durante a linfopoiese (a partir de timócitos duplo-

negativos) e se destacam pelo reconhecimento e destruição de vários tipos de tumores de 

forma independente do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (PARKER; 

CIOFANI, 2020; VANTOUROUT; HAYDAY, 2013). Além disso, essas células 

constituem até 10% das células CD3+ circulantes e são classificadas de acordo com os 

rearranjos genéticos da cadeia δ do TCR em três subconjuntos principais: Vδ1, Vδ2 e 

Vδ3 (em humanos). Esses linfócitos estão presentes na circulação sanguínea, nos tecidos 

e nas mucosas, locais estratégicos para exercer seu alto poder citotóxico contra infecções 

e tumores (ZHAO; NIU; CUI, 2018). 

As células Tγδ são evolutivamente conservadas e possuem diversas funções 

pleiotrópicas. Enquanto estas células são naturalmente especializadas na secreção de 

mediadores pró-inflamatórios (Figura 1) (WESCH; GLATZEL; KABELITZ, 2001), 

estes linfócitos também conseguem adotar fenótipos de resposta do tipo Th2, Th9 e Th17 

(CACCAMO et al., 2011; NESS-SCHWICKERATH; JIN; MORITA, 2010; PETERS et 

al., 2016). No microambiente tumoral (MT), estes linfócitos expressam um diverso 

repertório de receptores de reconhecimento, que têm recebido um valor prognóstico 

favorável em diversas malignidades, incluindo leucemias (GENTLES et al., 2015). 
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Baseado em diversos relatórios, foi confirmado que células Tγδ são capazes de 

desencadear uma resposta imune através de mecanismos inatos e adaptativos, por 

exemplo, através da sinapse citolítica  com a célula-alvo, além do recrutamento e 

estimulação de outras células imunes necessárias para o estabelecimento de uma resposta 

antitumoral (PRESTI et al., 2018; ZHAO; NIU; CUI, 2018). Esses linfócitos conseguem 

induzir a regressão neoplásica através da interação célula-célula ou pela secreção de 

diversas moléculas solúveis (TNF-α e IFN-γ) que inibem a expansão tumoral. As 

moléculas efetoras induzem um aumento da atividade antitumoral de outras células 

citotóxicas ou regulam positivamente a expressão de MHC-I pela célula cancerosa (GAO 

et al., 2003).  

Figura 1. Visão geral da célula Tγδ e receptores. A célula Tγδ possui capacidade multifatorial, com 

interações e vias cruciais, com reconhecimento de moléculas virais, presença de PAMPs, receptores do tipo 

NK e TLR. As células Tγδ expressam alguns receptores essenciais para o reconhecimento e destruição de 

tumores, o que lhe dá certa vantagem em relação a outras populações de células T convencionais, seja pelo 

reconhecimento independente da expressão de MHC ou pela alta expressão dos receptores citados na 

imagem. O repertório de reconhecimento antileucêmico inclui várias moléculas, como: NKG2D, NCRs, 

FasL, CD16, DNAM-1 e o próprio TCR γδ. 

Fonte: Adaptado de Canon et al, 2021.  
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Além disso, as células Tγδ estimulam a hipermutação somática e a troca de 

isótipos em células B (CACCAMO et al., 2006; HORNER et al., 1995; PETRASCA et 

al., 2018), possivelmente induzindo a imunidade mediada por anticorpos. Suas funções 

efetoras também incluem a ativação de macrófagos e o recrutamento e ativação de células 

T CD8+ e células NK (BRANDES; WILLIMANN; MOSER, 2005; MANIAR et al., 

2010; MAO et al., 2014; MUTO et al., 2015).  

O papel imunológico destes linfócitos também inclui o estímulo da maturação de 

células dendríticas (DCs) e, em troca, observa-se a potencialização das atividades 

citotóxicas dessas células (MARTINO et al., 2007; VAN ACKER et al., 2015). 

Notavelmente, as células neoplásicas tendem a expressar diversas moléculas induzidas 

pelo estresse ou antígenos metabólicos, que são reconhecidos pelo TCR γδ e receptores 

acessórios, mediando assim uma resposta potente contra o tumor (DE WEERDT et al., 

2015; GOMES et al., 2010; GUNDERMANN et al., 2014; SIMÕES; DI LORENZO; 

SILVA-SANTOS, 2018). 

Sem restrições à expressão de MHC, as células Tγδ reconhecem vários antígenos 

que são expressos em células leucêmicas (CLs) e geralmente incluem moléculas 

metabólicas e induzidas por estresse (CORREIA et al., 2011; GOMES et al., 2010; 

SIEGERS, 2012; SIEGERS et al., 2011a, 2011b). Ligantes, como MIC-A / MIC-B e 

ULBPs, podem ser identificados por meio do receptor NKG2D, que é expresso 

principalmente em células T γδ (GUNDERMANN et al., 2014; SILVA-SANTOS; 

STRID, 2018). Além disso, alguns metabólitos da via do mevalonato, conhecidos como 

fosfoantígenos (pAgs), podem ser reconhecidos diretamente pelos TCRs e são altamente 

regulados nas CLs (GERTNER-DARDENNE et al., 2012; PANDYRA et al., 2014). 

Outras moléculas auxiliam no reconhecimento do tumor e possivelmente 

suportam a resposta antileucêmica de células Tγδ, como TLRs, DNAM-1, FasL (ligante 

de Fas), FcγRIII , TRAIL, NCRs (NKp30, NKp44 e NKp46) e o receptor 2B4 (CORREIA 

et al., 2011; FLAMENT et al., 1996; GERTNER-DARDENNE et al., 2012; KALYAN; 

WESCH; KABELITZ, 2011; MAMI-CHOUAIB et al., 1991; ZHAO; NIU; CUI, 2018). 

As células Vδ1+, que expressam as cadeias de TCR Vγ1 a Vγ11, respondem 

preferencialmente nos tecidos da pele, epitélio intestinal, pulmão, baço e fígado, onde 

desempenham papéis cruciais na manutenção do tecido epitelial (VANTOUROUT; 

HAYDAY, 2013; WU et al., 2017). Sabe-se que esses linfócitos patrulham os diversos 
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tecidos em busca de células em processo de estresse, derivadas de infecções e 

tumorigênese, mantendo assim a homeostase tecidual (DAVEY et al., 2018). Para isso, a 

secreção de citocinas Th1 e Th17 são essenciais para a vigilância imunológica 

(RAMSTEAD; JUTILA, 2012; SILVA-SANTOS; SERRE; NORELL, 2015; WU et al., 

2014; ZHAO; NIU; CUI, 2018). 

Essas células, embora incomuns no sangue periférico (~10% de células no 

sangue), apresentam alta diversidade de reconhecimento de tumor e demonstraram grande 

potencial contra CLs (CORREIA et al., 2011; KOZBOR et al., 1989; LANÇA et al., 

2010). Correia et al. demonstrou que as células Vδ1 que expressaram NCRs conseguiram 

destruir células tumorais linfoides e mieloides por meio de NKp30 e NKp44, que 

pareciam reconhecer antígenos que são distintos de seus ligantes clássicos, como a 

molécula B7-H6, que se liga a NKp30 (CORREIA et al., 2011). No mesmo estudo, a 

expressão estável desses NCRs foi associada a níveis elevados de granzima B e parecia 

atuar de forma sinérgica com maior atividade citotóxica contra CLs. Levando em 

consideração que em algumas leucemias se observa alta expressão de membros da família 

ULBP, como ligantes NKG2D (POGGI et al., 2004), Lança et al. demonstraram que a 

expressão de ULBP1 em CLs é importante para o reconhecimento por células Vδ1 

(LANÇA et al., 2010). ULBP3 foi confirmado por Poggi et al., que apresentaram 

resultados semelhantes (POGGI et al., 2004). Portanto, os dados sugerem provável 

participação imunológica dessas células e indicam uma contribuição significativa para a 

resposta imune antileucêmica. 

Essas células também podem reconhecer antígenos lipídicos ou metabólicos que 

são apresentados por meio de moléculas semelhantes ao MHC de classe I, como CD1 e 

MR1 (DAVEY et al., 2018; WILLCOX; MOHAMMED; WILLCOX, 2020). Estas e 

outras características das células Vδ1 as tornam candidatas em potencial para novas 

abordagens imunoterapêuticas em vários tumores humanos, sendo exploradas 

recentemente em diversos ensaios experimentais, incluindo as leucemias (ALMEIDA et 

al., 2016; DI LORENZO et al., 2019; GARBER, 2020). Embora seus papéis ainda sejam 

pouco conhecidos, sabemos que as células Vδ1 demonstram funções importantes na 

atividade antitumoral e merecem destaque por apresentarem características diferentes das 

células Vγ9Vδ2, seja pela alta expressão de NCRs, seja pela não suscetibilidade a morte 

celular induzida por ativação (MCIA) (GAN; LUI; MALKOVSKY, 2001; KABELITZ, 

1999; MEEH et al., 2006). Os papéis desse subtipo de células T γδ no ambiente da medula 
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óssea e sangue periférico in vivo, no contexto da leucemia, ainda precisam ser 

investigados a respeito dos ligantes e receptores de reconhecimento que atuam durante a 

resposta imune. 

O subtipo Vδ2+, que emparelha exclusivamente com a cadeia de TCR Vγ9, atua 

principalmente no sangue, reconhecendo fosfoantígenos (pAg) derivados de bactérias e 

células neoplásicas (WILLCOX; DAVEY; WILLCOX, 2018). Uma vez ativados, esses 

linfócitos secretam moléculas efetoras como IFN-γ, TNF, perforinas e granzimas, 

exercendo importantes atividades citotóxicas no sangue periférico contra patógenos e 

tumores (VYBOROVA et al., 2020; ZHAO; NIU; CUI, 2018). Essas células constituem 

até 95% das células T γδ do sangue (FONSECA et al., 2020; HINZ et al., 1997; 

KABELITZ et al., 1997; KOZBOR et al., 1989) e geralmente respondem a uma ampla 

variedade de pAgs, como IPP (isopentenil pirofosfato) e HMB-PP (4-hidroxi-3-metil-but-

2-enilpirofosfato), que são intermediários da via do mevalonato em eucariotos e 

procariotos (GRUENBACHER; THURNHER, 2017; HERRMANN; FICHTNER; 

KARUNAKARAN, 2020; MOULIN et al., 2017).  

O reconhecimento desses pAgs ocorre no contexto da família de moléculas da 

butirofilina (BTN), como BTN3A1 e BTN2A1 (BLAZQUEZ et al., 2018; 

KARUNAKARAN et al., 2020; RIGAU et al., 2020; WILLCOX et al., 2019), que podem 

ser detectados em CLs e medeiam uma resposta imune potente que pode ser usada 

terapeuticamente (BENYAMINE et al., 2016). Essas moléculas podem ser reconhecidas 

diretamente através do TCR γδ e são capazes de desencadear uma resposta do tipo Th1 

contra as células-alvo (DEBARROS et al., 2011; LAFONT et al., 2001). 

O mecanismo de reconhecimento de pAgs ainda não está claro, embora vários 

estudos tenham expandido recentemente as informações sobre como as células T γδ 

identificam essas moléculas. Pesquisas recentes apontam que o reconhecimento de pAgs 

é mediado por moléculas do tipo BTN, que são expressas em células neoplásicas 

(BENYAMINE et al., 2016; COMPTE et al., 2004) e são capazes de modular as respostas 

de células T αβ convencionais (CUBILLOS-RUIZ et al., 2010; MESSAL et al., 2011; 

SARTER et al., 2016; YAMAZAKI et al., 2010), e mais notavelmente, de células T γδ 

(BLAZQUEZ et al., 2018; DI MARCO BARROS et al., 2016; KARUNAKARAN et al., 

2020; PAYNE et al., 2020; RIGAU et al., 2020; WILLCOX et al., 2019). A detecção 

dependente de pAgs por células Vγ9Vδ2 envolve toda a estrutura do TCR, que interage 



24 
 

 
 

com as moléculas de BTN através dos domínios Vγ9 e Vδ2 TCR. Dentre as várias 

moléculas que compõem a família BTN, as proteínas BTN3A1 e BTN2A1 atuam 

sinergicamente para a apresentação de pAgs às células T γδ, ligando-se diretamente ao 

TCR Vγ9Vδ2 (KARUNAKARAN et al., 2020; RIGAU et al., 2020; SANDSTROM et 

al., 2014; VAVASSORI et al., 2013). 

Anteriormente, pensava-se que a expressão unitária de BTN3A1 atuava na 

ativação desses linfócitos de forma isolada (HARLY et al., 2012), mas agora está claro 

que a proteína BTN2A1 atua como um fator crítico na ativação das células Vδ2 

(KARUNAKARAN et al., 2020). Para que isso ocorra, é necessário que os pAgs se 

liguem ao domínio intracelular (B30.2) dessas proteínas (GU et al., 2017b; YANG et al., 

2019b). Após a ligação de pAgs, os domínios intra e extracelulares de BTN3A1 e 

BTN2A1 sofrem uma mudança conformacional (GU et al., 2017a; SALIM et al., 2017; 

YANG et al., 2019a) que permite o contato da cadeia TCR Vγ9 com a molécula BTN2A1, 

criando sinais de ativação para células T γδ (RIGAU et al., 2020). Além disso, o 

envolvimento de outras moléculas durante o mecanismo de detecção de pAgs não pode 

ser ignorado, pois estudos recentes sugerem a colaboração molecular de CDR3, 

periplakin e GTPase RhoB neste processo (KARUNAKARAN et al., 2020; RHODES et 

al., 2015; SEBESTYEN et al., 2016). 

Além do reconhecimento direto e dependente de TCR, outras moléculas 

acessórias possivelmente suportam a atividade antileucêmica de células Vδ2 contra CLs, 

como o receptor DNAM-1 que reconhece o receptor de poliovírus (PVR) e ligantes de 

Nectina-2, ambos expressos em CLs (GERTNER-DARDENNE et al., 2012) e ULBP4 

que podem ser reconhecidos por meio de NKG2D (KONG et al., 2009). As células T γδ 

também expressam o receptor 2B4 (que reconhece o ligante CD48), uma molécula 

acessória que fortalece as interações efetoras alvo e possivelmente está relacionada ao 

aumento da atividade citotóxica contra as células cancerosas (FLAMENT et al., 1996). 

Uma desvantagem dessas células Vδ2+ é sua forte propensão ao MCIA após exposição 

prolongada a antígenos e a polarização desses linfócitos em direção a um fenótipo 

promotor de tumor, que limita a persistência e atuação da resposta imune (GAN; LUI; 

MALKOVSKY, 2001; MEEH et al., 2006). 

Poucos dados estão disponíveis sobre os receptores e ligantes envolvidos nos 

eventos de imunidade inata e adaptativa mediada por células Vδ3+, que expressam as 
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cadeias de TCR Vγ2, Vγ3 ou Vγ8, e são um subconjunto específico que responde 

principalmente no fígado (KENNA et al., 2004; MANGAN et al., 2013). A frequência 

dessa população de células é baixa no sangue periférico (~ 0,2% do total de células T 

circulantes), embora seja alta no fígado e na região intestinal (KENNA et al., 2004; 

MANGAN et al., 2013). Estudos relataram que as células Vδ3 estão relacionadas à 

imunidade antiviral, respondendo de forma eficiente contra citomegalovírus (KNIGHT et 

al., 2010), vírus Epstein-Barr (FARNAULT et al., 2013), hepatite (RAJORIYA et al., 

2014) e infecção por HIV (KABELITZ et al., 1997).  

Até o momento, seus papéis na imunidade antitumoral não são claros, embora 

alguns estudos tenham identificado uma expansão desses linfócitos no sangue periférico 

de pacientes com leucemia (BARTKOWIAK et al., 2002). Além disso, as células Vδ3 

secretam IFN-γ, expressam NKG2D, FcγRIII e CD161, além de poder responder de forma 

restrita a CD1d, se assemelhando funcionalmente às células NKT, que reconhecem e 

destroem células alvo CD1d+ (MANGAN et al., 2013; PETRASCA et al., 2018). 

Posteriormente, foi identificado que essas células também respondem a anexina-2 (ANX-

2) (MARLIN et al., 2017), mas seu papel na leucemia ainda é inexplorado, embora tenha 

sido identificado que essas células se expandem durante a progressão tumoral 

(BARTKOWIAK et al., 2002). 

As células Tγδ têm um enorme potencial para regular a imunidade local e 

remodelar o nicho tumoral (LO PRESTI et al., 2018; REI; PENNINGTON; SILVA-

SANTOS, 2015; WU et al., 2017). As evidências discutidas até agora sugerem que essas 

células realizam várias atividades antitumorais por meio da identificação direta de CLs 

por meio do TCR γδ ou de receptores acessórios e pela secreção de moléculas efetoras 

solúveis contra o tumor. Apesar disso, o conhecimento emergente sobre a interação 

molecular e celular entre esses linfócitos e as células neoplásicas sugere que, como as 

células T αβ convencionais, as células Tγδ podem não estar isentas da imunossupressão 

estabelecida pelo microambiente tumoral (BARYAWNO et al., 2019; HÖPKEN; REHM, 

2019; LAMBLE; LIND, 2018; PRESTI et al., 2017). No entanto, a falta de conhecimento 

sobre essas células no microambiente leucêmico dificulta a elaboração de discussões mais 

abrangentes sobre a possível comunicação/interação entre essa população de linfócitos e 

as CLs no compartimento da medula óssea e em sítios extramedulares. 
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Além disso, outros subconjuntos de células Tγδ que expressam outras cadeias de 

TCR variáveis (domínios de TCR Vδ5, Vδ6 e Vδ8) foram identificados em outras 

doenças hematológicas malignas, onde, por exemplo, essas células pareciam se expandir 

e responder às células cancerosas no sangue de pacientes com linfoma (WANG et al., 

2014). No entanto, ainda não está claro se essas células respondem contra CLs e não 

temos informações disponíveis sobre os possíveis papéis desempenhados por esses 

subtipos de células Tγδ na imunidade antitumoral da leucemia. Tendo em vista sua 

enorme aplicabilidade terapêutica, mais pesquisas são necessárias sobre a interação das 

células T γδ e seus subconjuntos no microambiente leucêmico, e como isso pode impactar 

no prognóstico dos pacientes. 

 

2.6.2 Células NKT 

As células T natural killer (NKT) se apresentam como uma população de células 

T inatas caracterizadas pela expressão de um TCR semelhantes às das células T 

convencionais, (ABEL et al., 2018; BENLAGHA et al., 2002). Outra característica 

marcante dessas células é sua restrição à molécula CD1d, que é uma molécula semelhante 

ao MHC classe I que apresenta antígenos lipídicos e glicolipídicos (GODFREY et al., 

2004; LIAO et al, 2013; WU et al., 2009). 

As células NKT constituem aproximadamente 0,001-1% dos linfócitos circulantes 

(em humanos) e também estão presentes no timo, fígado, intestino e baço (BERZINS et 

al., 2005; WALDOWSKA et al, 2017). Essas células são divididas em dois subconjuntos 

principais, as células natural killer T invariáveis (iNKT) e células natural killer T tipo II 

(NKT-II) (KUMAR et al, 2014). Ambos expressam os seguintes fatores de transcrição: 

T-bet (ALTMAN et al., 2015; TOWNSEND et al., 2004), PLZF (KOVALOVSKY et al., 

2008), RORγt, GATA-3 (ALTMAN et al., 2015) e NF-kB (VAN KAER et al, 2011), que 

juntos possuem alta plasticidade celular e permitem a polarização para fenótipos de perfil 

Th1, Th2 e Th17 (LEE et al., 2002; MOREIRA-TEIXEIRA et al., 2020; VAN KAER et 

al, 2011). Além disso, os iNKTs expressam o fator LEF-1 (CHEN et al, 2010; WANG et 

al, 2018), que está correlacionado com a regulação da expressão do gene que codifica a 

molécula CD1d em células apresentadoras de antígeno (APCs) (HASEEB et al., 2019). 

Em relação à atividade antitumoral, as células NKT podem atuar diretamente por 

meio da interação célula-célula, através do receptor Fas e seu ligante (FasL) que 
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desencadeia a ativação de enzimas das caspases, ocasionando a apoptose nas células-alvo, 

além da interação de outros receptores como NKG2D, TRAIL, receptores naturais de 

citotoxicidade (NCRs) e seus ligantes (Figura 02) (STRATI, 2020; TOWNSEND et al., 

2004; WALDOWSKA et al, 2017).  

 

Figura 2. Célula iNKT e sua citotoxicidade contra células tumorais. A imagem ilustra como sinais da 

imunidade inata e adaptativa podem desencadear o potencial antitumoral das células iNKT através de 

proteínas citotóxicas solúveis e ligadas à membrana. 

Fonte: Adaptado de Díaz-Basabe et al, 2020. 

Há também a liberação substancial de perforinas e granzimas A e B, além da 

produção de granusilinas que atuam de forma semelhante às perforinas, formando poros 

na membrana plasmática e alterando sua permeabilidade, o que resulta na lise de células 

(SPARROW, 2020; WU et al., 2019). 

As células NKT também podem atuar por meio de mecanismos indiretos, 

liberando uma gama de mediadores, principalmente as citocinas de perfil Th1 ou Th2, 

que podem variar dependendo do subtipo NKT (BAE et al., 2019). A liberação dos 

mediadores supracitados pode resultar na imunorregulação de outras células do sistema 

imune, por exemplo, ativando ou induzindo a maturação de DCs por meio da interação 

com CD1d ou CD40 / CD40L e IFN, respectivamente. Após a ativação das DCs, elas 

serão reguladas positivamente, expressando moléculas coestimulatórias como o CD80 e 

o CD86, além de liberarem citocinas como a IL-12, uma citocina pleiotrópica que 

desempenha papel essencial na resposta imune do tipo Th1 contra o câncer. As células 

iNKT também ativam células T citotóxicas CD8 através do IFN-γ, bem como células NK 
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convencionais e macrófagos que podem agir contra células neoplásicas (BAE et al., 2019; 

BASSIRI et al., 2014; IL et al, 1999; MCEWEN-SMITH et al, 2015). Além disso, as 

células NKT também podem estimular os linfócitos B e induzir o aumento da secreção 

de anticorpos da classe IgG, o que pode resultar em citotoxicidade celular dependente de 

anticorpos (ADCC) em células neoplásicas que posteriormente sofrerão lise celular 

citotóxica mediada por células (TAN et al., 2010; WALDOWSKA et al, 2017). 

Devido ao seu repertório secretor e a capacidade de ativar e direcionar outras 

células do sistema imunológico, as células NKT contribuem fortemente para a 

imunovigilância tumoral. É importante destacar que uma das principais formas de 

reconhecimento das células cancerosas pelas células NKT ocorre por meio da interação 

do TCR com o antígeno apresentado pela molécula CD1d, expresso por células B, 

macrófagos, DCs e diversos tipos de células cancerígenas, em neoplasias sólidas e 

hematológicas (LEE et al., 2002; VAN KAER et al, 2011). Essas células têm demonstrado 

contribuir para a vigilância e supressão tumoral, controlando o estágio inicial do processo 

neoplásico (FIEDLER et al., 2002; GORINI et al., 2017; METELITSA et al., 2003; 

VIVIER et al., 2012). 

As células iNKT, também conhecidas como células natural killer tipo I, 

apresentando características que diferem de outros subconjuntos, como reatividade a α-

galactosilceramida (α-GalCer) e a expressão mais pronunciada do perfil de resposta Th1 

(TERABE et al, 2007). Outra característica das células iNKT está relacionada ao seu TCR 

invariante, representado em humanos por uma cadeia TCR-α (Vα24Jα18) e uma cadeia 

TCR-β (Vβ11). As células iNKT reconhecem antígenos lipídicos e glicolipídios, como 

análogos α-GalCer, fosfolipídios, diacilgliceróis, gangliósidos (GD3) e 

glicoesfingolipídios (KUMAR et al, 2014; LIAO et al, 2013). 

Estudos mostram que as células iNKT são fortemente reativas a α-Galcer, um 

glicolipídeo sintético derivado da esponja marinha Agelas mauritianus, que é capaz de 

induzir um importante efeito imunomodulador em células iNKT, que estimula a resposta 

antitumoral mediada por células citotóxicas (células NK e linfócitos T CD8) e estão em 

estado de exaustão ou anergia resultante do TME. A estimulação mediada por células 

iNKT demonstrou promover o fortalecimento das células citotóxicas a reverter a 

disfunção apresentada por essas células (BROSSAY et al., 1998; LIAO et al, 2013). 
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O antígeno α-GalCer apresentado através da molécula CD1d é reconhecido pelo 

TCR expresso em células iNKT, e induz a produção de citocinas, como IL-2, IL-12 e IL-

21, que atuam em células NK convencionais e/ou células T citotóxicas CD8 anérgicas, 

revertendo assim a disfunção e o caráter hiporresponsivo (BAE et al., 2019; SEO et al., 

2017). Além disso, as células iNKT estimuladas por α-GalCer mostraram incitar a 

ativação de células apresentadoras de antígenos via sinalização de CD40-CD40L e 

também induzir a produção de IL-12 (BAE et al., 2019; IL et al, 1999; TAN et al., 2010; 

ZHANG et al., 2019). 

Um estudo de Fais et al., em pacientes com leucemia aguda, avaliou a expressão 

da molécula CD1d nas CLs, bem como a atividade das células iNKT no seu 

reconhecimento. Por meio da incubação de CLs com 100 ng/ml de α-GalCer por 4 horas, 

observou-se que os LCs CD1d+ associados ao antígeno α-GalCer sofreram apoptose 

induzida por células iNKT, além de estimular a produção de citocinas INF-γ, TNF-α e 

IL-5 (FAIS et al., 2005). Resultados semelhantes foram observados por Bojarska-Junak 

et al, em um estudo com amostras de sangue periférico de pacientes com leucemia 

crônica, no qual células iNKT estimuladas in vitro por 24 horas com 100 ng/ml de α-

GalCer mostraram maior expressão intracelular das citocinas INF-γ e IL-4 quando 

comparadas com voluntários saudáveis. O estudo também apontou que, entre as duas 

citocinas analisadas, a expressão de IL-4 foi maior que a de INF-γ, indicando que a célula 

iNKT pode adquirir uma polarização para o perfil de resposta Th2 (BOJARSKA-JUNAK 

et al., 2018). 

Outro estudo mostrou que a frequência de células iNKT foi menor em pacientes 

com leucemia crônica em comparação com o grupo controle saudável. Além disso, a 

terapia por 14 dias com IFN-γ e 1 μM de mesilato de imatinibe em combinação com 100 

ng/ml de α-GalCer nesses pacientes resultou em um aumento significativo nas células 

iNKT (ROSSIGNOL et al., 2012). Da mesma forma, Weinkove et al, demonstraram que 

CLs purificadas e estimuladas in vitro com 200 ng/ml de α-GalCer por 5 dias induziram 

a proliferação de células iNKT autólogas e alogênicas, mas não em uma quantidade 

significativa, sendo demonstrado que houve estimulação da produção de IFN-γ por 

células iNKT em pacientes leucêmicos. No entanto, foi observado que a cultura 

prolongada dessas células resultou na polarização de células iNKT para um perfil Th2, 

resultando em altos níveis de citocinas associadas à tolerância ao tumor (WEINKOVE et 

al., 2013). Investigações adicionais devem ser realizadas para identificar como a 
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estimulação com α-GalCer pode fornecer melhores resultados, associando o aumento da 

frequência das células iNKT com a polarização para um perfil de resposta contra CLs. 

Finalmente, em uma análise longitudinal realizada ao longo de 18 meses com 22 

pacientes com diagnóstico de leucemia ou mielodisplasia e submetidos ao transplante de 

células-tronco HLA haploidênticas para reconstituição de células iNKT. Nesse estudo foi 

relatada a existência de correlação entre a frequência de células iNKT e remissão da 

doença. Os dados observados mostraram que 14 pacientes cujas células iNKT foram 

completamente reconstituídas apresentaram remissão, e 8 pacientes cujas células iNKT 

não foram reconstituídas apresentaram recorrência, associando assim a frequência dessas 

células a um melhor prognóstico (CASORATI et al, 2012; DELLABONA et al., 2011). 

Além disso, a análise da frequência de células iNKT na circulação e no compartimento 

da medula óssea de pacientes recém-diagnosticados com leucemia aguda demonstrou que 

uma baixa frequência dessas células está associada a um pior prognóstico (NAJERA 

CHUC et al., 2012). 

Ao contrário das células iNKT, as células NKT II têm uma variante de TCR αβ e 

formam rearranjos diversificados. Não são reativos a α-GalCer (BAE et al., 2019; 

DHODAPKAR et al, 2017; KUMAR et al, 2014), porém são restritos a CD1d 

(GODFREY et al., 2018) e reconhecem antígenos como β-glucosilceramida (β-GlcCer) e 

sulfatida, sendo esta última encontrada na membrana plasmática da mielina, no sistema 

nervoso central, no fígado, no pâncreas e nos rins (ARRENBERG et al., 2010; 

BLOMQVIST et al, 2014; TERABE et al, 2018). Outra característica da célula NKT II 

está relacionada ao seu perfil de resposta, que é mais polarizado para o perfil Th2 (SINGH 

et al, 2018; TERABE et al, 2007). 

Em contraste com os estudos com células iNKT, o número de estudos sobre o 

papel das células NKT II na leucemia é limitado. No entanto, alguns estudos relatam que 

o NKT II pode atuar de forma negativa, contribuindo para a supressão da vigilância e da 

atividade antitumoral e, em algumas situações, contribuindo para a progressão neoplásica 

(GODFREY et al, 2004; KUMAR et al, 2014; WALDOWSKA et al, 2017). Essa 

imunossupressão é mediada pela secreção de IL-13, que ativa células supressoras 

derivadas de mieloides (MDSCs) e estas, consequentemente, suprimem a atividade de 

células citotóxicas infiltrantes de tumor (SINGH et al, 2018).  
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Também se acredita que esta regulação negativa de NKT II no tumor ocorre 

devido a uma regulação cruzada entre iNKT e NKT II, onde o efeito das citocinas Th2 

produzidas por células NKT II se sobrepõem ao efeito das citocinas Th1 produzidas por 

iNKT, resultando em um microambiente imunossupressor. Além disso, foi observado que 

os tumores crescem mais rápido quando a frequência das células NKT II é maior do que 

a das células iNKT, embora esse mecanismo de supressão ainda precise de mais 

investigação (TERABE et al, 2007; WALDOWSKA et al, 2017). 

É importante observar que, além das células NKT, existem outras populações de 

células T não convencionais restritas a moléculas da família CD1, mais especificamente 

do grupo 1, composto por CD1a, CD1b e CD1c, que possuem antígenos lipídicos ou 

glicolipídeos, de origem microbiana ou do próprio organismo (LE NOURS et al, 2018). 

Semelhante às células NKT, essas populações de células restritas a CD1 são consideradas 

um alvo atraente para estudos na área de imunoterapia do câncer, especialmente no 

contexto de neoplasias hematológicas, devido à distribuição diversificada de isótipos 

CD1, onde se demonstrou que são expressos (CD1a, CD1b e CD1c) em 75% dos blastos 

na leucemia aguda (CONSONNI et al., 2017). 

 

2.6.3 Células MAIT 

As células MAIT correspondem a uma população de células T do tipo inatas e são 

caracterizadas pela expressão de um TCR-α restrito com um padrão de rearranjo gênico 

único, a saber, TRAV1-2-TRAJ33 /12 /20 [Vα7.2-Jα33 / 12 / 20 (em humanos)], que 

emparelham com um repertório limitado da cadeia TCR-β, predominantemente das 

famílias de genes TRBV6 e TRBV20 (LANTZ; BENDELAC, 1994; PORCELLI et al., 

1993; TILLOY et al., 1999). Formam um TCR semi-invariante restrito a antígenos não 

peptídicos apresentados pela proteína relacionada ao MHC-1 (MR1). A MR1 é uma 

molécula monomórfica altamente conservada ao longo da evolução dos mamíferos 

(TREINER et al., 2003; YAMAGUCHI et al., 1997), e é capaz de apresentar metabólitos 

derivados da vitamina B2, sintetizada por uma variedade de microrganismos para as 

células MAIT (CORBETT et al., 2014; ECKLE et al., 2015). 

Como a maioria das células T, as células MAIT se desenvolvem no timo 

(MARTIN et al., 2009) e são selecionadas positivamente pelos timócitos corticais CD4+ 
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CD8+ MR1+ (MARTIN et al., 2009; SEACH et al., 2013). Após o processo de seleção, 

eles sofrem maturação extra-tímica e se integram a diferentes tecidos (KOAY et al., 

2016). Em humanos, as células MAIT representam até 10% das células T do sangue 

periférico e são encontradas em abundância em tecidos mucosos, linfonodos mesentéricos 

e fígado, onde podem representar até 45% de todas as células T (GHERARDIN et al., 

2018; GODFREY et al., 2019). 

As células MAIT humanas podem ser diferenciadas pelo imunofenótipo, 

caracterizado pela presença de CD3+ Vα7.2+ e CD161high (RAHIMPOUR et al., 2015). 

Além disso, podem ser categorizadas com base na expressão de correceptores CD4 e CD8 

em cinco subconjuntos: CD4+ CD8-, CD4+ CD8+, CD4- CD8-, CD4- CD8αα+ e CD4- 

CD8αβ+ (Figura 3); os dois últimos (CD4- CD8αα+ e CD4- CD8αβ+) sendo os mais 

abundantes e, coletivamente, correspondem a aproximadamente 80% das células MAIT 

(GHERARDIN et al., 2018). Digno de nota, o desenvolvimento de tetrâmeros MR1 

carregados com 5-OP-RU [5- (2-oxopropilidenoamino) -6-d-ribitilaminouracil] marcou 

um avanço na pesquisa de células MAIT e permitiu a identificação confiável de diferentes 

subconjuntos fenotípicos e funcionais de células MAIT (REANTRAGOON et al., 2013). 
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Figura 3: Células MAIT realizam ponte entre os sistemas imunológico inato e adaptativo. As células 

MAIT com foco no cenário do câncer, se destacam como um novo alvo em potencial para 

imunoterapia.  Após a ativação, as células MAIT tornam-se células efetoras, capazes de produzir uma 

variedade de citocinas e moléculas. Além de seu papel antimicrobiano, as células MAIT estão relacionadas 

a respostas imunes ao câncer, com papéis benéficos e ou patogênicos relatados. 

Fonte: Adaptado de O´Neill et al, 2021 

 

Além das moléculas de superfície mencionadas acima, as células MAIT também 

expressam CD25, CD26, CD44 e CD69, bem como receptores de citocinas IL-7R, IL-

12R, IL-15R e IL-18R e PLZF, fatores de transcrição T-bet e RORγt, proporcionando alta 

plasticidade e capacidade de secretar mediadores de perfil Th1 e Th17 (TOUBAL et al., 

2019). É importante notar que a maioria das células MAIT têm um fenótipo efetor 

semelhante a um fenótipo de memória (DUSSEAUX et al., 2011), podendo ser 

rapidamente ativadas por mecanismos que não dependem da estimulação de TCR 

(USSHER et al., 2014). Isso se deve à alta expressão de vários receptores de quimiocinas 

e citocinas, sendo considerada uma propriedade que compartilham com outras células T 

inatas (células T γδ e células iNKT) (HAERYFAR; SHALER; RUDAK, 2018). 

Após a ativação, essas células são capazes de liberar quantidades substanciais de 

perforinas e granzimas, além de produzirem as citocinas pró-inflamatórias TNF, IFN-γ e 

IL-17A, além de CCL3 e CCL4, que são quimiocinas fundamentais para as respostas 

imunes à infecção e inflamação (LENG et al., 2019; SERRIARI et al., 2014). A liberação 

desses mediadores resulta na destruição das células infectadas e na ativação de outras 

células do sistema imunológico, como as DCs, o que, consequentemente, leva à 

mobilização das células T convencionais e se reflete em uma cascata de eventos 

imunológicos (KURIOKA et al., 2015; SALIO et al., 2017). 

Devido a algumas características das células MAIT, como sua alta frequência em 

humanos, além de sua capacidade de secretar rapidamente um repertório de mediadores 

que induz ativação e regulação de outras células do sistema imunológico, bem como a 

capacidade de reconhecer antígenos restritos ao MR1, a pesquisa com células MAIT, 

assim como outras populações de células T restritas ao MR1, tem despertado grande 

interesse no campo da oncologia. Atualmente, o papel funcional desencadeado por essas 

células T de tipo inato no câncer não é claro e tem sido objeto de vários estudos. As 

investigações realizadas em pacientes com neoplasias de mucosa relataram uma redução 

na frequência das células MAIT circulantes e mostram um acúmulo significativo dessas 
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células no tecido tumoral (LING et al., 2016; SUNDSTRÖM et al., 2015; WON et al., 

2016; SUNDSTRÖM et al., 2015).  

Além disso, um estudo in vivo recente mostrou que as células MAIT exibiram uma 

função de promoção de tumor e promoveram metástases de câncer por meio da supressão 

de células citotóxicas (que eram parcialmente dependentes de IL-17) após interação com 

moléculas MR1 expressas em células cancerosas (YAN et al., 2020). 

Em contraste, foi relatado que células MAIT infiltrantes de tumor não foram 

comprometidas na produção de citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-17. Além disso, no ensaio in 

vitro, foi observado que as células MAIT, isoladas do sangue periférico de indivíduos 

saudáveis, não apenas apresentaram atividade citotóxica ativada por linfocina, mas 

também exibiram citotoxicidade direta em linhagens celulares K562, por meio de 

degranulação de granzima B e perforina (WON et al., 2016). 

Até o momento, o envolvimento das células MAIT na leucemia permanece 

amplamente inexplorado e, no contexto de outras neoplasias hematológicas, o papel 

funcional dessas células também é limitado. Um estudo in vitro de Gherardin et al. 

demonstrou que linhagens celulares de mieloma múltiplo (MM) expressam a proteína 

MR1 e são capazes de apresentar metabólitos da vitamina B para células MAIT isoladas 

de doadores saudáveis, que, em resposta, induzem a lise dessas células de mieloma com 

eficiência e cinética semelhantes às células NKT (GHERARDIN et al., 2018). 

Outro estudo observou a capacidade funcional desses linfócitos por meio da 

análise do fenótipo celular em amostras de SP e MO (FAVREAU et al., 2017). Favreau 

et al. relataram que pacientes recentemente diagnosticados com MM tiveram uma 

diminuição significativa na frequência de células MAIT quando comparados a controles 

saudáveis. Eles também destacaram uma redução no fenótipo MAIT CD8+ e duplo-

negativo (CD8- CD4-), além do comprometimento funcional do perfil de resposta Th1, 

com menos células MAIT produtoras de IFN-γ e TNF (FAVREAU et al., 2017). Este 

estudo também demonstrou que as células MAIT circulantes exibiam altos níveis de PD-

1 e que seu respectivo bloqueio in vitro resultou na restauração da função e ativação das 

células MAIT. Em conjunto, esses resultados destacam a importante atividade 

antitumoral das células MAIT e as identificam como um potencial alvo na imunoterapia 

aplicada ao MM. 
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Da mesma forma, o MR1 também representa um alvo atraente na imunoterapia 

contra o câncer, devido a características como sua natureza monomórfica e expressão 

funcional encontrada em diversas neoplasias. A respeito disso, um estudo recente de 

Crowther et al. demonstraram que um clone de células T humanas potencialmente 

reconhece um câncer específico ou metabólito associado, restrito a MR1, e medeia a lise 

de diferentes tipos de células cancerosas, incluindo linhagens de CLs, como tal, mediou 

a regressão da leucemia in vivo e conferiu maior sobrevida em camundongos 

(CROWTHER et al., 2020).  

Além disso, outras células T restritas a MR1 atípicas, que respondem a 

autoantígenos, foram descritas (GHERARDIN et al., 2016; LEPORE et al., 2017; 

MEERMEIER et al., 2016). Esse novo grupo de células T foi denominado MR1T e 

demonstrou reconhecer e eliminar uma ampla gama de células cancerosas que expressam 

MR1 (LEPORE et al., 2017). No entanto, mais pesquisas são necessárias para elucidar a 

natureza precisa e função dessas células, bem como sua atividade no contexto do 

microambiente tumoral (MT). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.Objetivo Geral 

 

Analisar o perfil de células T não convencionais e mediadores imunológicos 

solúveis no sangue periférico e medula óssea de pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B (LLA-B) comum. 

 

3.2.Objetivos Específicos 

 

▪ Realizar revisão bibliográfica sobre a imunobiologia das células T não 

convencionais e seus mecanismos efetores na resposta antileucêmica; 

▪ Classificar imunofenotipicamente as células dos pacientes pediátricos com 

Leucemia Linfoblástica Aguda de células B (LLA-B) comum; 

▪ Descrever a frequência de células T não convencionais no sangue periférico e 

medula óssea de pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de 

células B (LLA-B) comum; 

▪ Realizar a quantificação de mediadores imunológicos solúveis no sangue 

periférico e medula óssea de pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica 

Aguda de células B (LLA-B) comum; 

▪ Relacionar a frequência de células T não convencionais e de mediadores 

imunológicos solúveis com uma possível atividade antileucêmica, exercida pelas 

células T não convencionais circulantes e no compartimento medular de 

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

comum. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos 

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares 

e moleculares envolvidos na resposta imunológica de pacientes com leucemia 

linfoblástica aguda: novas abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognóstico e 

terapêutica” aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação Hospitalar 

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), sob número de parecer 

4.982.395/2021 e CAAE 51257921.2.0000.0009 (Anexo I). Todos os indivíduos que 

participarem deste estudo serão incluídos mediante aceitação do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), para 

aqueles acima de 06 anos de idade, alfabetizados. 

4.2   Revisão Bibliográfica do estudo 

Os artigos de revisão bibliográfica desenvolvidos basearam-se na busca em 

diferentes plataformas de pesquisa científica on-line de open acess que disponibilizaram 

o manuscrito na íntegra (full-text), e para as buscas foram utilizadas principalmente as 

seguintes palavras chaves: “Unconventional T cells”, “acute lymphoblastic leukemia”, 

“tumor microenvironment”, e “soluble immune mediators”. 

4.3   Tipo de estudo e População 

Tratou-se de um estudo analítico, longitudinal e prospectivo, com coleta de 

amostras de medula óssea (MO) e sangue periférico (SP) de pacientes pediátricos 

atendidos na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM). Uma população do estudo foi constituída de pacientes atendidos no serviço 

de hematologia pediátrica da Fundação HEMOAM com diagnóstico de LLA-B, obtidas 

por demanda espontânea no período de março de 2021 a março de 2023.  

Além dos pacientes, foram recrutadas crianças (sem leucemia) atendidas na 

triagem clínica da Fundação HEMOAM, que realizarem o hemograma de rotina e cujo 

resultado não apresentou alterações em nenhum dos constituintes sanguíneos, nem 

infecções detectáveis pelos testes realizados de sorologia. 
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4.4  Critérios de Inclusão e Exclusão 

Os critérios de inclusão utilizados para o grupo caso foram: pacientes recém-

diagnosticados com LLA-B comum, admitidos no serviço de hematologia pediátrica da 

Fundação HEMOAM, com idade >1 e <18 anos, tratados com o Protocolo do Grupo 

Brasileiro de Tratamento das Leucemias na Infância (GBTLI)-2009.  

A participação dos pacientes no estudo foi solicitada para os pais ou responsáveis 

legais. Após o consentimento da família, foi lido o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) para o (s) responsável (eis) e realizado a assinatura do documento, 

em duas vias e entregue uma via ao (s) responsável (eis). Também foi solicitada à criança 

sua participação na pesquisa e aquelas acima de 06 anos de idade e alfabetizadas foi lido 

o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), seguido de seu consentimento foi 

solicitado sua assinatura no documento, em duas vias e entregue uma via para a 

criança/responsável (eis).   Para o grupo controle, os critérios de inclusão adotados foram: 

idade >1 e <18 anos, sem alterações no hemograma e sem infecção prévia há menos de 

04 semanas. Não foram incluídos no estudo os indivíduos do grupo caso ou controle com 

doença inflamatória aguda e crônica conhecida ou com distúrbio autoimune, e recusa do 

TCLE e TALE.  

Como critérios de exclusão, para ambos os grupos, foram adotados os seguintes 

parâmetros: pacientes diagnosticados com LLA que não sejam classificados em LLA-B 

comum, material biológico insuficiente ou coagulado. 

4.5 Local e obtenção das Amostras 

Para este estudo, foram utilizadas amostras de SP e MO de pacientes pediátricos 

com suspeita de Leucemia Aguda, obtidas através de punção aspirativa da crista ilíaca, 

esterno ou tíbia e através de punção venosa, respectivamente. A obtenção destas amostras 

ocorreu paralelamente aos procedimentos médicos habituais, de modo que foram 

aproveitadas da rotina médica para a pesquisa. As coletas ocorreram em dois timepoints 

da quimioterapia de remissão, sendo estes: dia do diagnóstico (Dia 0, D0) e no 35º dia da 

terapia de indução da remissão (Dia 35, D35). Foram coletados 2ml de MO e 3ml de SP 

em tubos com sistema a vácuo, contendo anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino 

tetra-acético) pela equipe médica da Fundação HEMOAM. 
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Além das amostras dos pacientes pediátricos utilizadas para Grupo Controle foram 

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

serem utilizadas como valor de referência comparativa nas análises (grupo controle para 

SP). As amostras obtidas foram então encaminhadas ao Laboratório Multidisciplinar de 

Pesquisa e foram centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, o 

sobrenadante/plasma pobre em plaquetas (PPP) foi coletado e transferido para criotubos 

que, em seguida, foram identificados e condicionados em biorrepositório contendo 

freezers para armazenamento a -80°C, para posterior dosagem dos mediadores 

imunológicos solúveis. Com a fração celular restante foi realizada a marcação com 

anticorpos monoclonais para a imunofenotipagem por citometria de fluxo (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Fluxograma de obtenção das amostras. Demonstração detalhada das etapas de obtenção e 

processamento das amostras utilizadas no estudo.  

 

 



40 
 

 
 

4.6 Obtenção dos dados clínicos e laboratoriais 

Foi elaborado um banco de dados a partir de registros do laboratório de 

marcadores celulares da Fundação HEMOAM e fichas de acompanhamento de pacientes 

que posteriormente foram digitados em planilha eletrônica Excel® 2013 (Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, USA). As variáveis qualitativas e quantitativas analisadas 

foram: sexo e idade, parâmetros hematológicos e sorológicos, contagem de blastos e 

presença de Doença Residual Mensurável (DRM). 

4.7 Processamento e Análise das Amostras 

 

4.7.1 Sangue Periférico e Medula óssea  

 

A contagem dos leucócitos, série vermelha e índices hematimétricos, bem como 

a contagem de plaquetas foi realizada em contador de células ADVIA®2120i Hematology 

System (Siemens Healthcare, Erlangen, Germany). A contagem diferencial celular (na 

lâmina do Sangue periférico e da medula óssea) foi feita a partir da contagem de 100 

células para contabilizar o percentual de blastos corados pelo método de May-Graunwald 

Giemsa. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o achado de no mínimo 20% 

de blastos no esfregaço sanguíneo sugerem o diagnóstico de Leucemia Aguda (LA). 

 

4.7.2 Diagnóstico de Leucemia Aguda 

 

De acordo com o resultado do hemograma (tanto de sangue periférico quanto de 

medula óssea), as amostras que estiveram dentro dos padrões estabelecidos com suspeita 

de leucemia, foram encaminhadas para confecção das lâminas no Laboratório de 

Citoquímica e coradas pelo método de May-Graunwald Giemsa, para posterior contagem 

diferencial celular em microscópio óptico, a partir da leitura de no mínimo 20% de blastos 

encontrados nas lâminas de SP e MO. Decorrente a um número igual ou superior de 20% 

de blastos visualizados nas lâminas, as amostras de sangue de medula óssea (coletada em 

EDTA) foram triadas para imunofenotipagem de leucemia aguda e analisada por 

citometria de fluxo de acordo com o Quadro 01. 
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Quadro 01: Descrição do painel de anticorpos para triagem de leucemias agudas (LA) utilizados na 

imunofenotipagem e análise posterior por citometria de fluxo. 

Tubo Parâmetros FITC PE PerCP PE-Cy7 APC 
APC-

Cy7 

01 
Triagem 

B / Mielóide 

cMPO 

(3 µL) 

cCD79a 

(5 µL) 

CD34 

(5 µL) 

CD19 

(5 µL) 

CD45 

(10 µL) 
- 

02 
Triagem 

T 
- 

cCD3 

(2 µL) 

CD34 

(5 µL) 

CD7 

(0,5 µL) 

CD45 

(10 µL) 
- 

 

Para a marcação dos antígenos de superfície, foram identificados nos tubos de 

citometria os respectivos anticorpos monoclonais obedecendo a sequência dos 

fluorocromos (FITC/PE/Per-CP/PE-Cy7/APC/APC-H7). Em seguida, adicionados em 

cada tubo os anticorpos monoclonais, foi adicionado 100 µL da amostra de medula óssea. 

Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vórtex e incubados durante 20 

minutos à Temperatura Ambiente (T.A) e protegido da luz. Posteriormente as hemácias 

foram lisadas com solução de lise 1X, homogeneizadas em vórtex e incubadas novamente 

durante 10 minutos à Temperatura Ambiente (T.A) e protegido da luz. 

Após a marcação, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1700 rpm (rotação 

por minutos), desprezado o sobrenadante por inversão, deixando escorrer o excesso em 

papel absorvente e adicionados 2mL da solução tampão de PBS (8,0g de NaCl, 1,16g de 

Na2HPO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2 de KCl, 5,0g de BSA e 5,0g de Saponina, qsq 1L H2O 

destilada, pH: 7,2), diluído a 1X, para lavagem das células não marcadas e as de não 

interesse para a análise. Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas em 500 µL de 

PBS 1X para aquisição e leitura no Citômetro de Fluxo FACSCanto II® (Becton, 

Dickinson and Companhy, San Jose, CA, USA) da Fundação HEMOAM. 

Para a marcação dos antígenos citoplasmáticos (cMPO, cCD79a e cCD3), após a 

marcação dos antígenos de superfície, foram colocados nos tubos (antes da leitura por 

citometria), 100 µL da solução de Fixação A (Kit FIX & PERM Cell Fixation & 

Permeabilization BDTM), homogeneizadas no vórtex e incubadas por 15 minutos à 

Temperatura Ambiente (T.A) e protegido da luz. Em seguida, será adicionado 2 mL de 

PBS 1X para lavagem, e as amostras centrifugadas por 5 minutos a 1700 rpm. 

Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado por inversão, deixando escorrer o 

excesso em papel absorvente. Após essa etapa de fixação celular, foi adicionado nos tubos 

100 µL da solução permeabilizante B (Kit FIX & PERM Cell Fixation & 
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Permeabilization BDTM), com os anticorpos citoplasmáticos [cMPO (3 µL), cCD79a (5 

µL), cCD3 (2 µL)], homogeneizados no vórtex e incubados por 15 minutos à T.A e 

protegido da luz, para marcação dos antígenos citoplasmáticos.  

Após esta fase, foi acrescentado 2 mL de PBS 1X nos tubos para lavagem, 

homogeneizados no vórtex, centrifugados 5 minutos a 1700 rpm e ressuspendidos com 

500 µL de PBS 1X para aquisição e leitura pelo Citômetro de Fluxo FACSCanto II® 

(Becton, Dickinson and Companhy, San Jose, CA, USA) da Fundação HEMOAM. 

 

 

4.7.3 Classificação de Leucemia Linfoblástica Aguda de células B comum 

 

Após identificação de antígenos que caracterizam leucemia aguda de linhagem 

linfoblástica, com exclusão de outras linhagens ou classificações, foi realizado um painel 

de ampliação para diagnóstico da linhagem celular específica de Leucemia Linfoblástica 

Aguda de células B “comum, de acordo com o Quadro 02. 

 

Quadro 02: Descrição do painel de anticorpos para Ampliação de leucemia linfoblástica aguda de 

células B (LLA-B) utilizados na imunofenotipagem e análise posterior por citometria de fluxo. 

Tubo Parâmetros FITC PE PerCP PE-Cy7 APC 
APC-

Cy7 

01 Controle (-) - - - - - - 

02 AMPLIAÇÃO B 
CD20 

(5 µL) 

CD66c 

(5 µL) 

CD34 

(5 µL) 

CD19 

(5 µL) 

CD45 

(10 µL) 

CD10 

(2 µL) 

03 AMPLIAÇÃO B 
CD15/CD65 

(5 µL) 

NG2 

(5 µL) 

CD34 

(5 µL) 

CD19 

(5ul) 

CD45 

(10 µL) 
- 

04 AMPLIAÇÃO B 
cIgM 

(10 µL) 

CD13/CD33 

(5 µL) 

CD34 

(5 µL) 

CD19 

(5 µL) 

CD45 

(10 µL) 
- 

05 AMPLIAÇÃO B 
CD38 

(5 µL) 

CD81 

(5 µL) 

CD34 

(5 µL) 

CD19 

(5 µL) 

CD45 

(10 µL) 

CD9 

(3 µL) 

 

Para a marcação dos antígenos de superfície, foram identificados nos tubos de 

citometria os respectivos anticorpos monoclonais obedecendo a sequência dos 

fluorocromos (FITC/PE/Per-CP/PE-Cy7/APC/APC-H7). Em seguida, adicionados em 

cada tudo os anticorpos monoclonais, foi adicionado 100 µL da amostra de sangue de 

medula óssea. 

Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vórtex e incubados durante 20 

minutos à Temperatura Ambiente (T.A) e protegido da luz. Posteriormente as hemácias 



43 
 

 
 

foram lisadas com solução de lise 1X, homogeneizadas em vórtex e incubadas novamente 

durante 10 minutos à Temperatura Ambiente (T.A) e protegido da luz. 

Após a marcação, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1700 rpm (rotação 

por minutos), desprezado o sobrenadante por inversão, deixando escorrer o excesso em 

papel absorvente e adicionados 2mL da solução tampão de PBS (8,0g de NaCl, 1,16g de 

Na2HPO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2 de KCl, 5,0g de BSA e 5,0g de Saponina, qsq 1L H2O 

destilada, pH: 7,2), diluído a 1X, para lavagem das células não marcadas e as de não 

interesse para a análise. Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas em 500 µL de 

PBS 1X para aquisição e leitura no Citômetro de Fluxo FACSCanto II® (Becton, 

Dickinson and Companhy, San Jose, CA, USA) da Fundação HEMOAM. 

Para a marcação do antígeno citoplasmático (cIgM), após a marcação dos 

antígenos de superfície, foram colocados nos tubos (antes da leitura por citometria), 100 

µL da solução de Fixação A (Kit FIX & PERM Cell Fixation & Permeabilization BDTM), 

homogeneizadas no vórtex e incubadas por 15 minutos à Temperatura Ambiente (T.A) e 

protegido da luz. Em seguida, foi adicionado 2 mL de PBS 1X para lavagem, e as 

amostras centrifugadas por 5 minutos a 1700 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi 

desprezado por inversão, deixando escorrer o excesso em papel absorvente. Após essa 

etapa de fixação celular, foi adicionado nos tubos 100 µL da solução permeabilizante B 

(Kit FIX & PERM Cell Fixation & Permeabilization BDTM), com o anticorpo 

citoplasmático [cIgM (10ul)], homogeneizados no vórtex e incubados por 15 minutos à 

T.A e protegido da luz, para marcação dos antígenos citoplasmáticos.  

Após esta fase, foi acrescentado 2 mL de PBS 1X nos tubos para lavagem, 

homogeneizados no vórtex, centrifugados 5 minutos a 1700 rpm e ressuspendidos com 

500 µL de PBS 1X para aquisição e leitura pelo Citômetro de Fluxo FACSCanto II® 

(Becton, Dickinson and Companhy, San Jose, CA, USA) da Fundação HEMOAM. 

 

4.7.4 Imunofenotipagem de células T não convencionais por Citometria de 

Fluxo 

A imunofenotipagem das subpopulações de células T gamma/delta (γδ), células 

MAIT e células NKT, tanto de amostras de SP quanto de MO, foi realizada pela técnica 

de Citometria de Fluxo. As subpopulações celulares propostas neste estudo foram 

marcadas utilizando um painel de anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos, 

específicos para os marcadores de cada população celular e as citocinas citoplasmáticas 

de acordo com cada célula, de acordo com o Quadro 03. 
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Quadro 03: Descrição do painel de anticorpos para imunofenotipagem de A imunofenotipagem das 

subpopulações de células T não convencionais: T γδ, células, iNKT e células MAIT. 

Tubo Parâmetros FITC PE PerCP PE-Cy7 APC 
APC-

Cy7 

01 CN - - - - - - 

02 T γδ 
CD45 

(5 µL) 
- 

CD69 

(1 µL) 

CD95 

(1 µL) 
TCRgd 

CD3 

(1 µL) 

03 NKT CD16 CD161  CD56 CD45 
CD3 

(1 µL) 

04 
Células 

MAIT 
TCR Va7.2 CD161 CD69 - CD45 

CD3 

(1 µL) 

 

Inicialmente, foram adicionados ±1µl de cada anticorpo monoclonal no fundo dos 

respectivos tubos de ensaio. Em seguida, 100µl de amostra (MO/SP) foram adicionados 

em cada tubo e homogeneizados em vórtex e incubados por 30 minutos em temperatura 

ambiente, ao abrigo da luz. Após a marcação das células e incubação, foram adicionados 

2ml de solução de lise 1X (BD FACS™ Lysing Solution 10X Concentrate) durante 

homogeneização em vórtex. Em seguida, os tubos foram novamente incubados por 10 

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Passado a fase de incubação, os 

tubos foram centrifugados a 1.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado por 

inversão e o excesso foi brevemente escorrido em papel absorvente. Para a limpeza do 

pellet celular formado, foram adicionados 2ml de solução PBS-1X (Phosphate Buffered 

Saline) em cada tubo, homogeneizados em vórtex e centrifugados a 1.700 rpm por 5 

minutos, desprezando o sobrenadante por inversão ao final, em um ciclo de duas lavagens 

seguidas. Por fim, após o ciclo de 2 lavagens do pellet celular, a amostra foi ressuspendida 

em 300µl de PBS-1X para posterior aquisição na plataforma de citometria de fluxo. 

A aquisição das amostras foi realizada no citômetro de fluxo FACSCanto™ II 

(BD Biosciences) da Fundação HEMOAM. Para a identificação morfométrica e 

imunofenotípica das subpopulações de células T γδ foi utilizado o software FlowJo (v10), 

com o auxílio de “gates” para a seleção do pool celular de interesse em gráficos que 

combinam características morfológicas (tamanho e complexidade celular) com 

características imunofenotípicas através da fluorescência emitida pelos anticorpos 

monoclonais conjugados com fluorocromos. Os gráficos utilizados foram do tipo “dot 

plot”, “contour plot” e histograma, pois apresentam uma melhor visualização das 

estratégias de análise. 
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4.7.5 Dosagem de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento para a 

quantificação de mediadores imunológicos solúveis  

O plasma obtido das amostras de sangue periférico (SP) e medula óssea (MO) nos 

tempos D0 e D35 da quimioterapia de remissão foram armazenados em biorrepositório 

para a dosagem de mediadores imunológicos solúveis. Para as quantificações moléculas 

utilizou-se a plataforma Luminex Bio-Plex Pro™ human cytokines que permitiu a 

pesquisa dos respectivos analitos: CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, 

CXCL10, IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-12(p70), IFN-γ, IL-15, CXCL10, CXCL11, IL-1β, IL-

1Ra, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13, IL-17, IL-1Rα, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, FGF-

Básico, PDGF, VEGF, G-CSF  e GM-CSF. 

Inicialmente, descongelaram-se as amostras dos soros/plasmas (banho-maria a 

37ºC), homogeneizou (vórtex por 5 segundos) e centrifugou a 14.000 x g, por 5 minutos 

a temperatura ambiente. Subsequentemente, adicionou-se 50 µL das amostras em placas 

para ensaio Luminex, previamente preparadas através da adição de 50 µL da mistura de 

beads (diluída 10x), em cada poço, seguida por lavagem (duas vezes com 100 µL de 

tampão de lavagem). Incubou-se as placas overnight, 4ºC e sob agitação (500±50rpm). 

No dia seguinte, adicionou-se 25µL do anticorpo de detecção em cada poço (previamente 

diluído 10x), incubou-se por 30 minutos em agitador (500±50rpm), temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz. Subsequentemente, procedeu-se a lavagem com 100µL de tampão de 

lavagem, (procedimento realizado por 3 vezes).  

Posteriormente, adicionou-se 50 µL da estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) em 

cada poço (previamente diluído 10x) e incubou por 30 minutos em agitador (500±50rpm), 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente, procedeu-se a lavagem com 

100 µL de tampão de lavagem. Ressuspendeu-se o pellet com adição de 125 µL de tampão 

de ensaio e homogeneizou-se as amostras por 10 minutos.  

Determinou-se as intensidades medias de fluorescência por aquisição das 

amostras (50 microesferas por analito avaliado) no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-Rad 

Laboratories, California, EUA), utilizando-se o software Luminex xPONENT versão 3.1 

(Merck Millipore, Massachusetts, EUA). As concentrações dos biomarcadores foram 

obtidas a partir da construção de curvas-padrão dos analitos (utilizando uma curva 

logística de ajuste de 5 parâmetros para transformar as intensidades médias de 

fluorescência em concentrações (pg/mL), utilizando-se o software Bio-Plex Manager™ 

versão 6.2 (Bio-Rad Laboratories, California, EUA). 
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4.7.6 Coleta de 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.  

4.8 Análise de dados 

Os dados demográficos, epidemiológicos e características clínicas dos pacientes 

foram apresentados em formas de tabelas e gráficos, elaboradas com o programa Excel 

2013 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). As análises estatísticas foram 

realizadas com os softwares Graphpad Prism (v8) e Stata (v15). Inicialmente foram 

realizados testes para verificar normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk. 

As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas com o teste t 

student ou Mann-Whitney, enquanto que para as comparações das variáveis com três ou 

mais grupos, a análise de dados foi por meio dos testes ANOVA One-way ou Kruskal-

Wallis, seguido de pós-teste de Dunn's, para múltiplas comparações entre os grupos. Os 

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

realizamos a análise correlação, para demonstrar as correlações positivas e negativas 

significativas (p<0,05). O índice de correlação (r) será 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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RESUMO 

As células T não convencionais existem como subconjuntos de linfócitos que apresentam 

padrões simplificados de expressão do receptor de antígeno de célula T (TCR). Apesar 

dessas células apresentarem uma baixa frequência, eles desempenham um papel crucial 

em várias doenças imunomediadas, inclusive no câncer. Neste estudo, usamos um painel 

de citometria de fluxo para identificar células T γδ, NKT e células MAIT em amostras de 

medula óssea [MO (n=25)] e sangue periférico (n=25) de pacientes diagnosticados com 

LLA-B, e amostras de pacientes sem diagnóstico de doenças onco-hematológicas para o 

grupo controle [GC (n=25)]. Os resultados revelaram que as células T γδ no sangue 

periférico (SP) em pacientes com Leucemia Linfoblástica Aguda de Células B (LLA-B) 

no dia do diagnóstico (D0) apresentaram-se aumentadas com diferença estatística 
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significativa quando comparado ao grupo controle de pacientes sem a doença. 

Curiosamente também foi observado um aumento nessas células entre o grupo com LLA-

B entre os dias D0 e D35 tanto nas amostras de sangue periférico quanto de medula óssea. 

As células NKT apresentaram um comportamento semelhante, aumentando sua 

frequência no sangue periférico em pacientes com LLA-B no dia do diagnóstico (D0). 

Foi observado um aumento nessas células entre o grupo com LLA-B entre os dias D0 e 

D35 nas amostras de SP, mas não foi observado o mesmo comportamento quando 

comparado entre os grupos de amostra de MO nos tempos D0 e D35. Em relação as 

células MAIT houve um aumento significativo quando comparado o D0 de pacientes com 

LLA-B com o GC, e quando comparado o grupo de pacientes com LLA-B na MO nos 

tempos D0 e D35. Em paralelo, foi demonstrado que a maioria dos mediadores 

imunológicos solúveis, tais como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que 

tiveram um aumento significativo em diferentes compartimentos (SP e MO) em 

diferentes tempos de indução ao tratamento da doença em relação ao grupo controle, com 

exceção de IFN-γ, IL-17 e PDGF que foi observado aumento apenas no D35. O papel 

desempenhado pelas células T não convencionais encontradas no sangue periférico e no 

microambiente medular neoplásico e a produção de citocinas podem estar relacionadas 

com a resposta imune antitumoral de pacientes com leucemia linfoblástica aguda de 

células B comum e supostamente estão participando para manutenção ou não da 

patogênese da doença após o tratamento quimioterápico. 

 

Palavras-chaves: Células T não convencionais; leucemia linfoblástica aguda; 

microambiente tumoral; citocinas. 

 

INTRODUÇÃO 

As leucemias compreendem um grupo heterogêneo de neoplasias hematológicas, 

que podem ser classificadas em leucemias linfoblásticas ou mieloblásticas e divididas em 

tipos agudos e crônicos, dependendo do tipo de célula afetada, estágio de maturação e 

contagem de blastos, respectivamente1. Enquanto as leucemias agudas são caracterizadas 

por um bloqueio profundo na diferenciação hematopoiética e resultam em uma 

superprodução de blastos imaturos, as leucemias crônicas são caracterizadas pela 

produção excessiva de células diferenciadas parcialmente maduras2,3. 

Os mecanismos imunológicos em pacientes com leucemia são pouco conhecidos. 

No entanto, com o aumento dos avanços nas pesquisas sobre o microambiente tumoral na 

leucemia, houve grande progresso no campo da imunoterapia. Estudos demonstraram que 

as LCs secretam fatores que perturbam os nichos saudáveis da MO, reprogramando-os e 

transformando-os em “nichos leucêmicos”, além de induzir uma interrupção na produção 

equilibrada de citocinas e favorecer a persistência leucêmica e o potencial metastático4,5. 

No entanto, apesar do microambiente pró-tumoral criado pelas células leucêmicas (CL), 

estudos relatam que uma resposta imune específica pode ser desencadeada e, portanto, 
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contribuir para a defesa contra o tumor, embora não seja suficiente para controlar a 

neoplasia6. 

Vários estudos têm descrito o potencial imunoterapêutico de células T CD8 e CD4 

que reconhecem antígenos peptídicos (Ag) apresentados por moléculas polimórficas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I e MHC classe II, 

respectivamente7. Algumas populações de células T são consideradas “não 

convencionais”, que também estão implicadas na imunidade tumoral, embora seu papel 

nelas não seja bem compreendido. Coletivamente, essas populações de células T diferem 

de suas contrapartes convencionais principalmente na maneira como reconhecem e 

respondem a moléculas estranhas8. 

Ao contrário das células T reativas ao MHC, as células T não convencionais 

geralmente apresentam padrões simplificados de expressão do receptor de antígeno de 

célula T (TCR) e geralmente têm como alvo moléculas monomórficas apresentadoras de 

Ag e outros ligantes, onde, após sua ativação, promovem rápida e forte respostas efetivas9. 

Essas populações de células T incluem células T γδ, células NKT e células MAIT10. 

Dessa maneira, no contexto da LLA-B, a contribuição do nosso trabalho com o 

objetivo de estimar a frequência dessas células T não convencionais, e de seus produtos 

(citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento) para a conversão do microambiente 

normal em nichos leucêmicos é um tópico ainda distante de ser totalmente elucidado, mas 

tornou-se, um alvo atraente em termos para futuras pesquisa translacionais para melhorar 

o manejo clínico da doença (11-13). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Aspectos éticos 

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

moleculares envolvidos na resposta imunológica de pacientes com leucemia linfoblástica 

aguda: novas abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognóstico e terapêutica” aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação Hospitalar de Hematologia e 

Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), sob número de parecer 4.982.395/2021 e 

CAAE 51257921.2.0000.0009. 
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População do estudo 

A população do estudo foi constituída de pacientes atendidos no serviço de 

hematologia pediátrica da Fundação HEMOAM com diagnóstico de LLA-B, obtidas por 

demanda espontânea no período de março de 2021 a março de 2023.  

Além dos pacientes, foram recrutadas crianças (sem leucemia) atendidas na 

triagem clínica da Fundação HEMOAM, que realizarem o hemograma de rotina e cujo 

resultado não apresentaram alterações em nenhum dos constituintes sanguíneos, nem 

infecções detectáveis pelos testes realizados de sorologia. 

Critério de exclusão 

Como critérios de exclusão, foram adotados os seguintes parâmetros: pacientes 

diagnosticados com LLA que não sejam classificados em LLA-B comum, material 

biológico insuficiente ou coagulado. 

Obtenção das Amostras 

Para este estudo, foram utilizadas amostras de SP e MO de pacientes pediátricos 

com suspeita de Leucemia Aguda, obtidas através de punção aspirativa da crista ilíaca, 

esterno ou tíbia e através de punção venosa, respectivamente. A obtenção destas amostras 

ocorreu paralelamente aos procedimentos médicos habituais, de modo que foram 

aproveitadas da rotina médica para a pesquisa. As coletas ocorreram em dois timepoints 

da quimioterapia de remissão, sendo estes: dia do diagnóstico (Dia 0, D0) e no 35º dia da 

terapia de indução da remissão (Dia 35, D35). Foram coletados 2ml de MO e 3ml de SP 

em tubos com sistema a vácuo, contendo anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino 

tetra-acético) pela equipe médica da Fundação HEMOAM. 

Diagnóstico de LLA-B 

Para o diagnóstico e a caracterização imunofenotípica em LLA-B, foram 

utilizadas amostras de aspirado medular que apresentaram 20% ou mais de blastos na 

leitura da lâmina de Mielograma. Essas células, na imunofenotipagem (IF), apresentaram-

se de tamanho pequeno e baixa complexidade interna, com intensidade de fluorescência 

fraca a moderada para CD45. Em seguida, foi realizada a IF para especificar a linhagem 

celular transformada e a subclassificação em LLA-B comum, através da identificação de 

antígenos de membrana, citoplasmáticos ou nucleares, também conhecidos como clusters 
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de diferenciação (CD), presentes na superfície das CLs ou em seu compartimento 

intracelular (Tabela 3).  

Imunofenotipagem de LLA-B comum e células T não convencionais 

Foi realizado a imunofenotipagem (IF) por citometria de fluxo para classificação 

das Leucemias Linfoblásticas de Célula B comum, e também IF das subpopulações de 

células T gamma/delta (γδ) (Anti-CD3, ANTI-γδ, anti-CD45, Anti-CD95), células NKT 

(anti-CD3, Anti-CD16, anti-CD45, Anti-CD56 e anti-CD161) e células MAIT (anti-CD3, 

anti-Vα7.2, anti-CD45, e anti-CD161), tanto de amostras de SP quanto de MO, pela técnica 

de Citometria de Fluxo. As subpopulações celulares propostas neste estudo foram 

marcadas utilizando um painel de anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos 

específicos para os marcadores de cada população celular (FITC, PE, PERCP, PE-Cy7, 

APC e APC-Cy7 ou APG-H7). Os resultados obtidos na imunofenotipagem foram 

analisados através do software FlowJo (v10). 

Dosagem de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento para a quantificação 

de biomarcadores solúveis sistêmicos  

O plasma obtido das amostras de SP e MO nos tempos D0 e D35 da quimioterapia 

de remissão foram armazenados em biorrepositório para a dosagem de mediadores 

solúveis. Para as quantificações dos biomarcadores solúveis sistêmicos utilizou-se a 

plataforma Luminex Bio-Plex Pro™ human cytokines que permitiu a pesquisa dos 

respectivos analitos: CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10, IL-1β, IL-

6, TNF-α, IL-12(p70), IFN-γ, IL-15, CXCL10, CXCL11, IL-1β, IL-1Ra, IL-4, IL-6, IL-

7, IL-10, IL-13, IL-17, IL-1Rα, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, il-13, FGF-Básico, PDGF, VEGF, 

G-CSF  e GM-CSF, através do software Luminex xPONENT versão 3.1. 

 

Análise de dados 

Os dados demográficos (idade e sexo), epidemiológicos e características clínicas 

dos pacientes foram apresentados em formas de tabelas e gráficos, elaboradas com o 

programa Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). As análises 

estatísticas foram realizadas com os softwares Graphpad Prism (v8) e Stata (v15). 

Inicialmente, foi realizado teste para verificar normalidade dos dados através do teste de 

Shapiro-Wilk. As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas 

com teste Mann-Whitney, enquanto para as comparações das variáveis com três ou mais 

grupos, com o teste Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste de Dunn's, para múltiplas 
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comparações entre os grupos.  Para a construção, das redes biológicas para demonstração 

das interações complexas entre as subpopulações de células T não convencionais e os 

mediadores imunológicos solúveis avaliados, foi realizada com o teste de correlação de 

Spearman com elaboração das redes com o software Cytoscape® (v3.0.3). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A população do estudo consistiu de amostras de Sangue Periférico (SP) de 

crianças sem leucemia, que foram atendidas no serviço de hematologia pediátrica na 

Fundação HEMOAM, cujo resultado do hemograma não apresentou alterações, para o 

GC (n=25), e pacientes que receberam o diagnóstico de LLA-B comum (n=25), sendo 

para este último utilizadas amostras de SP (LLA-B SP) e amostras de MO (LLA-B MO). 

Os pacientes do GC apresentaram idade mediana de 10 (IQR 6-18), enquanto com LLA-

B a mediana de idade foi de 7 (IQR 4-9) anos. O sexo masculino foi predominante tanto 

nos pacientes do GC (13/12), quanto nos pacientes com LLA-B (18/7) conforme 

observado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Distribuição dos pacientes dos grupos Controle e LLA-B. 

Variáveis 
GC 

n=25 

LLA-B 

n=25 
Valor - p 

Gênero (Masculino/Feminino) 13/12 18/7 0,243 

Idade (anos, mediana [IQR]) 10 [6-18] 7 [4-9] 0,0016 

GC, grupo controle; LLA-B, pacientes com Leucemia Linfoblástica Aguda de Células B; IQR, 

intervalo interquartil. Diferença significativa em p<0,05 está representada em negrito. 

 

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

resultados da análise estatística estão descritos na Tabela 2. Pacientes com LLA-B no 

D0, tanto no Sangue Periférico (SP) quanto de Medula Óssea (MO) apresentaram uma 

diminuição significativa de neutrófilos, hemoglobina e plaquetas em comparação ao GC, 

refletindo a usual tríade da leucemia, caracterizada por anemia, neutropenia e 

trombocitopenia14.  

Não foi observado um aumento de leucócitos totais no grupo LLA-B (SP-D0) em 

relação ao GC. No entanto, houve uma diferença significativa entre o grupo LLA-B (SP-
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D35) quando comparado aos grupos (SP D0) e CG. Além disso, o grupo LLA-B (MO-

D0) apresentou um aumento significativo no número de leucócitos totais quando 

comparado ao grupo LLA-B (MO-D35), corroborando com a ideia de que em alguns 

casos nem sempre pode-se observar uma leucometria alta no SP, com a presença rara de 

blastos naqueles pacientes leucopênicos, mas uma presença numerosa naqueles com 

leucocitose na MO 12-14. 

Na LLA-B, os marcadores mais importantes incluem CD10, CD19 e CD79a (196, 

197). O pool menos diferenciado da linhagem B expressa marcadores mais precoces, que 

são CD19, CD22 e CD79a, definindo, por tanto, a LLA Pró-B. A positividade para CD10 

(antígeno Calla) define o subtipo LLA-B comum, e a expressão da cadeia mμ pesada 

citoplasmática de imunoglobulina (Ig) define o subtipo Pré-B; enquanto a expressão 

adicional de Ig de superfície, com expressão fraca ou ausente de CD10, define a LLA-B 

madura15. 

 

Tabela 2. Dados do Hemograma de pacientes do grupo controle e pacientes do grupo LLA-B, sendo estes últimos 

estratificados nos tempos D0 e D35. 

     Parâmetros 

GC 

(n=25) 

 

 LLA-B 

(n=25) 

SP  MO 

 

 

D0 D35  D0 D35 

Hemácias 4,9 (4,5 - 5,2) 2,7 (2,4 – 3,3)a  3,0 (2,8 – 3,3)b  2,5 (2,0 – 3,0)d 2,9 (2,6 – 3,3)  

Hemoglobina 14,0 (12,7 - 14,4) 7,7 (6,6 – 9,1)a,c  8,6 (8,1 – 9,6)b  7,0 (5,6 – 8,2)d 8,8 (7,6 – 9,6)  

Plaquetas 285 (180 - 364) 34 (20 – 87)a,c  

 
155 (68 – 256)b  32 (23 – 65)d  98 (49 – 201) 

Leucócitos Totais 7,4 (6,1 - 9,1)  6,5 (2,8 – 18,3)c  2,4 (1,8– 5,2)b  33,3 (7,0 – 120)d 6,6 (3,3 – 17) 

Neutrófilos 3,7 (3,0 – 4,5)  0,4 (0,1 – 2,1)a  

 
1,0 (0,3 – 1,7)b  0,6 (0,1 – 3,3)d  3,0 (0,7 – 6,3)  

   

SP, sangue periférico; MO, medula óssea; D0, dia do diagnostico; D35, trinta e cinco dias após o diagnóstico; IQR, intervalo interquartil. 

A análise descritiva está expressa em Mediana (IQR). 

Valor de referência: Hemácias: 4,5 - 6,0 x106/µL; Hemoglobina: 12 - 18 g/dL; Plaquetas: 130 - 400 x10³/µL; Leucócitos Totais: 5,2 - 

12,4 x10³/µL; Neutrófilos: 1,9 - 8,0 x10³/µL; Eosinófilos: 0,1 - 5,0 x10³/µL; Basófilos: 0,0 - 2,0 x10³/µL.  

aDiferença significativa de SP-D0 para o GC; bDiferença significativa de SP-D35 para o GC; cDiferença significativa de SP-D0 para SP-

D35; dDiferença significativa de MO-D0 para MO-D35; Fonte em negrito indica significância estatística em p<0,05. 
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Tabela 03. Perfil imunofenotípico dos Linfoblastos encontrados na Medula Óssea (MO) de pacientes diagnosticados com Leucemia Linfoblástica Aguda de Células 

B comum. 
1 ID dos 

Pacientes 

2 Tamanho 

 

3 Complexidade 

 

4 Expressão de marcador  

Pan-Leucocitário 

5 IF dos marcadores para linhagem Linfoblástica de  

células B 

6 IF de marcadores de 

imaturidade 

7 IF de marcador 

anômalo-mieloide 

  (FSC)  (SSC) CD45 CD10 CD19 CD20 cCD79a CD81 cIgM CD34 CD38 CD66c 

001 Pequeno Baixa Fraca + +/++ -/+ + +/++ (-) -/+ -/+ -/+ 

002 Pequeno Baixa Fraca -/+ ++ -/+ +/++ ++ (-) -/+ +/- (-) 

003 Pequeno Baixa Fraca +/- +/++ (-) + +/++ (-) +/- -/+ +/- 

004 Pequeno Baixa Moderada -/+ +/++ -/+ +/- +/++ (-) +/++ (-) +/- 

005 Pequeno Baixa Fraca + +/++ (-) + + (-) + -/+ +/- 

006 Médio Baixa Fraca ++ +/++ (-) + + (-) -/+ (-) +/- 

007 Pequeno Baixa Moderada +/++ +/- (-) +/- + (-) (-) -/+ -/+ 

008 Médio Baixa Fraca ++ +/++ (-) +/- + (-) + -/+ +/- 

009 Médio Baixa Fraca ++ + (-) + + (-) +/- (-) + 

010 Pequeno Baixa Fraca + +/++ -/+ + +/++ (-) (-) + (-) 

011 Pequeno Baixa Moderada -/+ + (-) + +/++ (-) + +/- +/++ 

012 Pequeno Baixa Moderada + ++ (-) ++ + (-) (-) (-) (-) 

013 Pequeno Baixa Moderada +/- +/++ (-) +/- +/++ (-) + (-) +/++ 

014 Pequeno Baixa Fraca +/++ +/++ (-) + + (-) -/+ -/+ +/- 

015 Pequeno Baixa Moderada +/- ++ (-) + ++ (-) (-) +/- +/- 

016 Pequeno Baixa Moderada ++ ++ (-) + ++ (-) +/- -/+ +/- 

017 Pequeno Baixa Moderada +/++ + (-) +/- ++ (-) (-) +/- (-) 

018 Pequeno Baixa Fraca +/++ +/++ (-) + + (-) -/+ +/- (-) 

019 Pequeno Baixa Fraca +/++ +/++ (-) +/- + (-) -/+ -/+ (-) 

020 Grande Media Ausente ++ ++ + ++ ++ (-) + -/+ (-) 

021 Pequeno Baixa Fraca ++ +/++ (-) + +/- (-) +/- -/+ +/++ 

022 Pequeno Baixa Moderada + ++ (-) + +/++ (-) -/+ + ++ 

023 Pequeno Baixa Fraca +/++ + -/+ +/- ++ (-) -/+ +/- -/+ 

024 Pequeno Baixa Fraca +/++ +/++ (-) +/-+ + (-) + -/+ (-) 

025 Pequeno Baixa Fraca ++ +/++ -/+ + +/++ (-) -/+ +/- + 
1 ID: Identificação dos pacientes. 2 Tamanho (FFC: Forward Scatter – Classificação do tamanho em pequeno, médio ou grande). 3 Complexidade (SSC: Side Scatter – Classificação da 

complexidade/granulosidade em baixa, média ou alta). 4 Expressão Do Marcados Pan-Leucocitário CD45: Ausente, Fraca ou Moderada. 5 IF: Intensidade da Fluorescência dos Marcadores de 

Linfoblastos de células B comum. 6 IF: Intensidade da Fluorescência dos Marcadores de imaturidade. 7 IF: Intensidade da Fluorescência de Marcador de Anômalo (mieloide). Intensidade de 

Fluorescência: +: Intensidade Moderada. ++: Intensidade Forte. +/-: >50% das células positivas, com Moderada Intensidade. -/+: <50% das células positivas, com Moderada Intensidade. 
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Nossos dados apontam que 17/25 pacientes chegaram a fase de Consolidação de 

Remissão da doença com classificação em medula M1 (< 5% na contagem de blastos), 

6/25 M2 (intervalo entre > 5% e < 25% na contagem de blastos) e apenas 2/25 com 

classificação M3 (> 25% na contagem de blastos) (Tabela 4). A análise desses parâmetros 

pode indicar a necessidade de mudanças na abordagem terapêutica e no grupo de risco, 

de modo a melhorar o suporte clínico e aumentar a sobrevida dos pacientes com a doença 

16. 

A análise de DRM é um importante indicador clínico de resposta à terapia, pois 

consiste na avaliação de CLs residuais sobreviventes à quimioterapia e que são capazes 

de repovoar a MO, resultando em episódios de recidiva da doença, caso não tratada. Dessa 

forma, quando um paciente exibe níveis de DRM ≥0.01% (10-4) de CLs na MO e no SP 

o risco de recidiva é significativamente maior do que aqueles pacientes que exibem níveis 

inferiores a 0.01%. Por tanto, quanto maior o valor de DRM ao final da fase de indução, 

maior é o risco de recaída e menor é a taxa de sobrevida, de acordo com diferentes 

relatórios17. 

A Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM) atualmente adota os critérios estabelecidos pelo GBTLI-2009 na rotina 

clínica para o tratamento da LLA-B comum. Este protocolo é organizado em 6 fases, 

sendo elas as terapias de Pré-fase, Indução da Remissão, Consolidação da Remissão, 

Intensificação, Consolidação Tardia, e, por último, Manutenção. Neste protocolo, a 

estratificação de grupos de risco baseia-se na resposta à terapia, avaliada no 8° dia da fase 

de indução (D8) pela contagem de blastos no SP, no 15° dia da fase de indução (D15) 

pela avaliação morfológica da MO e DRM por citometria de fluxo, e no 35° dia da terapia 

de indução (D35) através da análise morfológica da MO18. 
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Tabela 04. Leucometria e quantitativo de blastos na Medula Óssea (MO) dos pacientes com LLA-B nos tempos D0 (dia do diagnóstico do paciente), 

D15 (quinze dias após o início da Terapia de Indução de Remissão da Doença, de acordo com o protocolo estabelecido), para pesquisa de Doença 

Residual Mensurável (DRM) e D35 (trinta e cinco dias após o início do tratamento), para avaliação medular. 

   *DIAGNOSTICO   **DRM ***REMISSAO MORFOLOGICA 

TEMPOS   D0       D15 D35 
ID. DOS PACIENTES  LEUCOMETRIA  

(/mm3) 

 *BLASTOS 

(%) 

 LEUCOMETRIA 

(mm3) 

**BLASTOS 

(%)  

LEUCOMETRIA 

(mm3) 

***BLASTOS 

(%) 

CLASSIFICACAO 

MEDULAR 

001  5.760 58 %  1.010 0,5%  2.320 <5 % M1 

002  521.400 93 %  7.260 15%  15.240 >25% M3 

003  111.900 90 %  12.090 0,3 %  34.050 5 - 25% M2 

004  231.500 88 %  2.590 10,8 %  28.200 5 - 25% M2 

005  12.630 75 %  3.070 9,10 %  3.120 <5 % M1 

006  6.350 82 %  940 0,27 %  4.860 <5 % M1 

007  5.600 65 %  1.910 0,1 %  6.680 <5 % M1 

008  270.400 95 %  2.590 21,2 %  3.270 5 - 25% M2 

009  5.420 73 %  6.430 6,4 %  4.510 <5 % M1 

010  13.990 63 %  3.410 0  10.020 <5 % M1 

011  114.400 79%   5.190 16,0 %  25.880 5 - 25% M2 

012  3.640 32 %  5.680 1,3 %  15.59 <5 % M1 

013  31.930 67 %  1.140 26,2 %  49.280 <5 % M1 

014  8.790 60 %  2.950 25,9 %  1.200 <5 % M1 

015  33.350 61 %  76.440 38,1 %  3.420 5 - 25% M2 

016  7.670 21 %  14.290 3,3 %  20.850 <5 % M1 

017  92.570 84 %  3.750 0,11 %  4.970 <5 % M1 

018  9.960 78 %  3.620 11,4 %  1.940 <5 % M1 

019  109.900 95 %  2.160 0,11 %  4.110 5 - 25% M1 

020  5.740 20 %  520 0,7 %  2.150 <5 % M1 

021  594.100 88 %  3.860 35,8 %  12.670 >25% M3 

022  8.140 22 %  480 0,04 %  10.300 <5 % M1 

023  212.600 88%  5.640 0,001 %  14.510 5 - 25% M2 

024  125.800 85%  1.260 0  4.830 <5 % M1 

025  74.090 95%  9.670 2 %  19.710 <5 % M1 
ID: Identificação dos pacientes. D0: Dia do diagnóstico do paciente. D15: 15 dias após o início do tratamento. D35: 35 dias após o início do tratamento. Doença Residual 

Mensurável (DRM). M1: < 5% na contagem de blastos. M2: intervalo entre > 5% e < 25% na contagem de blastos. M3: > 25% na contagem de blastos. (%): percentual. 

(/mm3): por milímetros cúbicos* Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo. ** Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo. ***Leitura do Mielograma por Microscopia 

Óptica. 
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Em relação a frequência das células T não convencionais, em nossos dados, 

observou-se que os pacientes com LLA-B apresentaram uma frequência aumentada de 

células T γδ no momento do diagnóstico (D0) (Figura 6). Houve uma diminuição no D0 

e D35 no SP de pacientes com LLA-B em relação ao GC, porém houve um aumento 

estatisticamente significativo quanto a essas células nos tempos D0 e D35 na MO. 

Alguns estudos in vitro mostraram que células T não convencionais reconhecem 

e destroem os blastos de leucemia, mas os mecanismos adjacentes ainda são pouco 

estudados.  A exemplo, análises revelaram uma abundância de células T γδ infiltrantes de 

tumor em coortes de pacientes com leucemia19. Essa alta frequência foi positivamente 

correlacionada com a sobrevida desses pacientes. Da mesma forma, foi relatado que as 

células Tγδ têm porcentagens aumentadas em pacientes com LLC e que esse subtipo se 

expande no sangue periférico, exibindo alta liberação de grânulos citotóxicos contendo 

granzimas B Tomados em conjunto, esses dados sugerem que a leucemia afeta a 

frequência de células T não convencionais e que essas células têm alguma influência 

durante a regressão ou progressão da doença20-21. 

Um estudo de Weinkove e colaboradores mostrou que a frequência de células 

NKT foi menor em pacientes com leucemia crônica em comparação com o grupo controle 

saudável e que a terapia por 14 dias com IFN-γ e 1 μM IM (mesilato de imatinibe) em 

combinação com 100 ng/ml de α- GalCer nesses pacientes resultou em um aumento 

significativo nas células NKT. Da mesma forma, Weinkove et al. demonstraram que LCs 

purificadas e estimuladas in vitro com 200 ng/ml de α-GalCer por 5 dias incitaram a 

proliferação de células NKT autólogas e alogênicas, mas não em quantidade significativa 

também foi demonstrado que houve estimulação de produção de IFN-γ por células NKT 

em pacientes leucêmicos. No entanto, observou-se que a cultura prolongada dessas 

células resultou na polarização das células NKT para um perfil Th2 e resultou em altos 

níveis de citocinas associadas à tolerância ao tumor22. 

As células MAIT, como sua alta frequência em humanos e sua capacidade de 

secretar rapidamente um repertório de mediadores que induzem ativação e regulação de 

outras células do sistema imunológico, além da capacidade de reconhecer antígenos 

restritos a MR1, a pesquisa com células MAIT, bem como outras populações de células 

T restritas a MR1, tem despertado grande interesse na área da oncologia. Atualmente, o 

papel funcional desencadeado por essas células T inatas no câncer não é claro e tem sido 

objeto de vários estudos23. 



100 
 

 
 

As células T não convencionais podem promover a rejeição do tumor e oferecer 

vantagens que as indicam como alvos potenciais para a imunoterapia baseada em células 

T. Embora eficazes, é importante notar que as células T não convencionais não estão 

isentas da influência dos receptores de checkpoint, uma vez que essas células regulam 

positivamente o receptor PD1 inibitório em sua superfície celular após a ativação [185-

187]. No entanto, a terapia de bloqueio de checkpoint usando drogas baseadas em anti-

PD1 e anti-CTLA-4 está provando ser uma abordagem poderosa para impedir que as 

células efetoras entrem em um estado de anergia causado por células cancerígenas, 

proporcionando assim uma resposta imune persistente [188-24]. 

O fato é que o papel das células T não convencionais durante o processo 

neoplásico costumam estar relacionado a uma melhor vigilância imunológica ou resposta 

antitumoral em pacientes com leucemia, e que, até o momento, as células T não 

convencionais ainda são pouco exploradas. Fatores, como a ausência de barreiras 

relacionadas à histocompatibilidade, já que as moléculas que apresentam Ag para células 

T não convencionais são monomórficas; ativação por mecanismos dependentes e 

independentes de TCR; capacidade de reunir respostas rápidas e poderosas; além da alta 

frequência em tecidos específicos em humanos, todos demonstram a necessidade de mais 

estudos sobre o potencial imunoterapêutico dessas células e, principalmente, a tradução 

desses estudos em ensaios clínicos. 
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Figura 05. Frequência de células Tγδ, NKT e MAIT no sangue periférico (SP) e medula óssea (MO) de pacientes com LLA-B nos tempos D0 e D35. O Grupo Controle (GC) foi 

composto apenas por amostras de Sangue Periférico de crianças atendidas na Fundação HEMOAM. Para verificar a normalidade dos dados, foram realizadas análises através do teste 

Shapiro-Wilk. As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas com Mann-Whitney. Enquanto para a comparação das variáveis com três ou mais grupos, foi 

realizada o teste de Kruskal-Wallis. Diferenças significativas são indicadas por linhas de conexão asteriscos para p <0,01 (*), p <0,05 (**) ou p <0,001 (***).  
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Dados sobre a complexa rede de mediadores imunológicos solúveis na circulação 

e, especialmente na medula óssea de pacientes com LLA-B ainda são limitados, 

representando um vasto campo para investigações. Nesse sentido, com objetivo de 

fornecer um panorama sobre a complexa rede imunológica na LLA, bem como sua 

correlação com as células T não convencionais, foi realizado a dosagem de 26 analitos, 

incluindo quimiocinas, citocinas pró-inflamatórias, citocinas regulatórias e fatores de 

crescimento celular (Figuras 7A, 7B, 7C e 7D, respectivamente). 

De maneira geral, os dados demonstram que os pacientes pediátricos com LLA 

exibiram um aumento significativo nos níveis de mediadores imunológicos solúveis, ao 

D0 e D35, em comparação aos níveis observados em amostras de sangue periférico do 

GC, indicativo de uma intensa e complexa resposta imunológica. Diferentemente do 

perfil da maioria dos mediadores solúveis, foi observado uma diminuição significativa da 

quimiocina CXCL10 e da citocina regulatória IL-10, tanto na circulação, quanto no 

compartimento medular. Esses achados corroboram com estudos anteriores realizados 

pelo grupo de pesquisa, que demonstraram o declínio de CXCL10 e IL-10 ao D35, no 

compartimento medular. Além disso, através de redes biológicas, o estudo demonstrou 

uma forte correlação estabelecida entre os dois mediadores19. 

A quimiocina CXCL10, juntamente com CXCL9 e CXCL11, correspondem a 

ligantes seletivos para CXCR3. Em condições normais, o eixo CXCL9-10-11/CXCR3 

regula a migração e ativação de células imunes e exibe um efeito antitumoral20. No 

entanto, investigações mostraram que, no contexto do câncer, o eixo CXCL9-10-

11/CXCR3 é capaz de contribuir para a proliferação e metástase de células cancerígenas 

21. Estudo envolvendo pacientes pediátricos com LLA, demonstrou que a CXCL10 

induzia quimiotaxia de células leucêmicas que expressavam CXCR3, e diminuiu a 

apoptose induzida por quimioterapia nas células leucêmicas CXCR3+ 22,24,27,28.  

De maneira similar, a IL-10 também tem demonstrado exibir um importante papel 

negativo, relacionado a diminuição de respostas citotóxicas especificas e a estimulação 

da imunossupressão celular apresentada por estes pacientes no momento do diagnostico, 

25. Altos níveis de IL-10 na circulação e no microambiente tumoral têm sido usualmente 

correlacionados com um pior prognóstico em neoplasias sólidas e malignidades 

hematológicas, incluindo LLA, onde estudos relataram um aumento nas porcentagens de 

células T regulatórias (Treg) junto a níveis elevados de IL-10 em amostras de sangue 
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periférico, indicando a importância do perfil Treg no processo de imunossupressão destes 

pacientes26.  

Surpreendentemente, os dados aqui observados indicam que o tratamento 

quimioterápico pode reverter a imunossupressão celular apresentada por estes pacientes 

ao D0, visto que é responsável pela eliminação das células neoplásicas. Em concordância, 

foi observado que os pacientes com LLA-B apresentaram um aumento significativo de 

IFN-γ ao D35, o que é consistente com achados de estudos anteriores27. Além disso, 

estudos realizados em pacientes com LMA, relatam que as células leucêmicas segregam 

fatores solúveis que impedem as células T de secretar as citocinas relacionadas ao perfil 

Th128. O que apoia nosso achado, uma vez que se espera que ao D35 haja a eliminação 

ou redução da carga leucêmica a células residuais. Por fim, ao D35 também foi observado 

aumento significativo nos níveis dos fatores de crescimento PDGF, VEGF e GM-CSF, 

indicando um aumento na atividade hematopoiética 29,30. 
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Figura 6a. Dosagem de Quimiocinas no sangue periférico (SP) e medula óssea (MO) de pacientes com LLA-B nos tempos D0 e D35. O Grupo Controle (GC) foi composto apenas 

por amostras de Sangue Periférico de crianças atendidas na Fundação HEMOAM. Para verificar a normalidade dos dados, foram realizadas análises através do teste de Shapiro-Wilk. 

As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas com Teste t (Student) ou Mann-Whitney. Enquanto para a comparação das variáveis com três ou mais grupos, 

foi realizada o teste de Kruskal-Wallis. Diferenças significativas são indicadas por linhas de conexão asteriscos para p <0,01 (*), p <0,05 (**) ou p <0,001 (***).  
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Figura 6b. Dosagem de Citocinas pró-Inflamatórias no sangue periférico (SP) e medula óssea (MO) de pacientes com LLA-B nos tempos D0 e D35. O Grupo Controle (GC) foi 

composto apenas por amostras de Sangue Periférico de crianças atendidas na Fundação HEMOAM. Para verificar a normalidade dos dados, foram realizadas análises através do teste 

de Shapiro-Wilk. As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas com Teste t (Student) ou Mann-Whitney. Enquanto para a comparação das variáveis com três 

ou mais grupos, foi realizada o teste de Kruskal-Wallis. Diferenças significativas são indicadas por linhas de conexão asteriscos para p <0,01 (*), p <0,05 (**) ou p <0,001 (***).   
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Figura 6c. Dosagem de Citocinas Regulatórias no sangue periférico (SP) e medula óssea (MO) de pacientes com LLA-B nos tempos D0 e D35. O Grupo Controle (GC) foi composto 

apenas por amostras de Sangue Periférico de crianças atendidas na Fundação HEMOAM. Para verificar a normalidade dos dados, foram realizadas análises através do teste de Shapiro-

Wilk. As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas com Teste t (Student) ou Mann-Whitney. Enquanto para a comparação das variáveis com três ou mais 

grupos, foi realizada o teste de Kruskal-Wallis. Diferenças significativas são indicadas por linhas de conexão asteriscos para p <0,01 (*), p <0,05 (**) ou p <0,001 (***).   
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Figura 6d. Dosagem de Fatores de Crescimento no sangue periférico (SP) e medula óssea (MO) de pacientes com LLA-B nos tempos D0 e D35. O Grupo Controle (GC) foi composto 

apenas por amostras de Sangue Periférico de crianças atendidas na Fundação HEMOAM. Para verificar a normalidade dos dados, foram realizadas análises através do teste de Shapiro-

Wilk. As comparações de valores entre dois grupos de dados foram realizadas com Teste t (Student) ou Mann-Whitney. Enquanto para a comparação das variáveis com três ou mais 

grupos, foi realizada o teste de Kruskal-Wallis. Diferenças significativas são indicadas por linhas de conexão asteriscos para p <0,01 (*), p <0,05 (**) ou p <0,001 (***).  
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Foram construídas redes biológicas integrativas entre as moléculas imunológicas 

solúveis e as células de interesse ao estudo (Figura 3).  A análise dos dados demonstrou que 

pacientes com diagnóstico de LLA-B possuem uma rede de interações imunológicas distintas 

do Grupo Controle e também entre os compartimentos analisados (Sangue Periférico e Medula 

Óssea) nos diferentes tempos observados (D0 e D35). Ao D0, no Sangue Periférico vemos a 

evidente participação das células NKT e Tγδ. Ao comparar no mesmo compartimento ao D35 

observamos uma mudança no perfil de participação, com as células NKT mais evidentes, com 

correlações negativas entre células e moléculas durante o seguimento clínico. 

Em comparação com a Medula óssea, ao D0 observa-se a participação massiva e 

evidente de Linfócitos, com correlações moderadas e positivas entre quimiocinas, citocinas 

regulatórias e fatores de crescimento. Ao D35 observamos um menor número de correlações 

entre as células e moléculas, com a ausência da participação dos linfócitos. É observado que o 

Sangue Periférico (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 podemos observar entre os 

compartimentos ao D0. Este fato pode ser explicado pela maior complexidade do 

microambiente medular, portanto, um maior número de correlações.  
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Figura 7. Rede de correlações demostra as interações entre os mediadores inflamatórios e células durante o seguimento de estudo. Cada grupo de cores é usado para identificar as moléculas e 

suas interações, sendo estas as quimiocinas ( ), citocinas pró-inflamatórias ( ), citocinas regulatórias ( ) e fatores de crescimento ( ) nos diferentes compartimentos, Sangue Periférico e 

Medula Óssea no grupo LLA-B. As linhas tracejadas entre as moléculas indicam uma correlação negativa, enquanto as linhas sólidas indicam uma correlação positiva. A espessura destes indica a 

força da correlação. As linhas cinzas indicam a correlação entre os parâmetros laboratoriais e moléculas solúveis. O índice de correlação (r) foi utilizado para categorizar a força da correlação em fraca 

(r≤0,35), moderada (r≥0,36 a r≤0,67) ou forte (r≥0,68). 
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Esse estudo apresentou algumas limitações, tais como o número de pacientes (n), o painel 

de marcadores disponíveis para avaliar imunofenotipicamente cada população de células 

T não convencionais, o número de óbitos. 

No entanto, nossos dados demonstraram que a frequência de células T não convencionais 

na MO e SP podem estar relacionados à forte imunossupressão que os pacientes com 

LLA-B exibem no momento do diagnóstico. Isto pode ser explicado, em parte, pela alta 

carga leucêmica, que contribui criticamente para um desequilíbrio imunológico. Além 

disso, uma tendência de aumento de células T não convencionais na MO sugere que uma 

resposta imune local esteja ocorrendo neste compartimento; no entanto, é importante que 

estudos adicionais sejam realizados. Um número maior de amostras e um GC para MO 

poderia revelar com mais precisão o real significado destas perturbações induzidas pelo 

microambiente leucêmico e o seu impacto prognóstico. 
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CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, nosso estudo indica que:  

(i) As populações de células T não convencionais têm sido associadas a um 

repertório de respostas anti- ou pró-tumorais e desempenham papéis 

importantes na dinâmica de tumores sólidos e malignidades 

hematológicas, incentivando assim o desenvolvimento de novas 

investigações na área; 

(ii) A revisão 1 que realizamos deu enfoque aos conhecimentos atuais sobre o 

papel de populações de células T não convencionais na resposta imune 

antitumoral na leucemia e discutiu porque mais estudos sobre o potencial 

imunoterapêutico dessas células são necessários; 

(iii) Além disso, os avanços na biotecnologia e a compreensão atual da 

engenharia de células T levaram a novas abordagens nessa luta, 

melhorando assim a resposta imune mediada por células contra o câncer, 

principalmente células Tγδ, como demonstrado na revisão 2; 

(iv) Nesse sentido, destacamos várias características das células Tγδ e suas 

interações na leucemia, explorando estratégias para maximizar suas 

funções antitumorais, visando ilustrar os achados destinados a uma melhor 

mobilização de células Tγδ contra o tumor. 

(v) Finalmente, delineamos nossas perspectivas sobre sua aplicabilidade 

terapêutica e indicamos questões pendentes para futuras pesquisas básicas 

e clínicas na leucemia, na esperança de contribuir para o avanço dos 

estudos sobre células Tγδ na imunoterapia do câncer. 

(vi) Por fim, demonstramos com nossos dados originais que pacientes com 

LLA-B apresentaram uma alta frequência para as células T não 

convencionais analisadas: Tγδ, NKT e células MAIT, quando comparado 

com o GC no grupo do SP e também quanto comparado entre o 

compartimento medular nos tempos D0 e D35. 

(vii) Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que descreve os percentuais 

da frequência de células T não convencionais em compartimento medular 

em pacientes com LLA-B comum. 
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(viii) A produção de citocinas está diretamente relacionada com a resposta 

imune antitumoral de pacientes com leucemia linfoblástica aguda de 

células B comum. 
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