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RESUMO

A Leucemia Mieloide Cronica é uma neoplasia hematoldgica que afeta as células da
linhagem mieloide. A grande maioria dos pacientes apresentam 0O Cromossomo
Philadelphia, que produz uma proteina hibrida com a atividade tirosina quinase
aumentada. O tratamento é realizado com inibidores tirosina quinase, que bloqueiam a
expressao da oncoproteina. Os inibidores atuam no controle de células imaturas sendo de
extrema importancia o monitoramento molecular dos pacientes. Nos Gltimos anos tem
sido estudado a importancia das Microvesiculas, pois elas podem ser usadas como
marcador de recidiva durante a doenca, e fornecer informacgdes sobre resisténcia a
farmacos. Visto que elas tém um papel importante na comunicacéo intercelular e estudos
indicam que sua liberacdo aumenta em processos patologicos. O objetivo deste estudo foi
caracterizar o perfil de Microvesiculas em pacientes com Leucemia Mieloide Crénica ao
diagnostico e durante o primeiro ano de tratamento. Esta pesquisa se trata de um estudo
descritivo e exploratério, do tipo bidirecional. Foram recrutados trinta pacientes de ambos
0s sexos, divididos em dois grupos: 15 pacientes com LMC, e 15 doadores de sangue,
como grupo controle. As coletas das amostras de sangue periférico dos pacientes foram
realizadas em quatro momentos (ao diagnostico, em citorreducéo, 3 meses e 6 meses de
tratamento com inibidores tirosina quinase), enquanto que no grupo controle coletou-se
sangue periférico em apenas um momento. As amostras foram processadas e foram
realizadas as quantificacdes e andlises fenotipicas através da técnica de Citometria de
fluxo usando marcadores de superficie para identificar células progenitoras, células
mieloides, leucdcitos, células dendriticas, monadcitos, neutrdfilos, células T, células B,
plaquetas, eritrocitos e células endoteliais. Os resultados da pesquisa demonstraram que
as microvesiculas liberas de células progenitoras (CD34), neutrofilos (CD16 e CD66),
eritrocitos (CD235a), células dendriticas (CD11c) e células endoteliais (CD51/61) sdo
significativamente mais expressas nos pacientes com LMC ao diagnostico em
comparagdo ao grupo controle. Contudo, ao inicio do tratamento com inibidores tirosina
quinase, pode-se observar a diminuigdo da quantidade de microvesiculas liberadas de
células progenitoras, células mieloides, leucdcitos, células dendriticas, mondcitos,
neutrofilos, células T, células B, eritrocitos e células endoteliais. Além disso, foram
observadas mudangas nas interacGes entre as populacGes de microvesiculas ao longo do
acompanhamento dos pacientes. Investigacdes futuras sdo necessarias com o nimero
maior de participantes e os acompanhando por mais tempo, para assim validar esses
achados.

Palavras Chaves: Leucemia mieloide cronica, vesiculas extracelulares, microvesiculas,
células hematopoiéticas e tratamento terapéutico.
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ABSTRACT

Chronic Myeloid Leukemia is a hematologic malignancy that affects cells of the myeloid
lineage. The vast majority of patients have the Philadelphia chromosome, which produces
a hybrid protein with increased tyrosine kinase activity. Treatment is performed with
tyrosine kinase inhibitors, which block oncoprotein expression. The inhibitors act in the
control of immature cells, being of extreme importance the molecular monitoring of the
patients. In recent years, the importance of microvesicles has been studied, as they can be
used as a marker of relapse during the disease, and provide information on drug
resistance. Since they play an important role in intercellular communication and studies
indicate that their release increases in pathological processes. The aim of this study was
to characterize the profile of microvesicles in patients with Chronic Myeloid Leukemia
at diagnosis and during the first year of treatment. This research is a descriptive and
exploratory study, of the bidirectional type. Thirty patients of both sexes were recruited,
divided into two groups: 15 patients with CML, and 15 blood donors, as a control group.
Peripheral blood samples were collected from patients in four moments (at diagnosis, in
cytoreduction, 3 months and 6 months of treatment with tyrosine kinase inhibitors), while
in the control group peripheral blood was collected in only one moment. The samples
were processed and phenotypic quantifications and analyzes were performed through the
flow cytometry technique using surface markers to identify progenitor cells, myeloid
cells, leukocytes, dendritic cells, monocytes, neutrophils, T cells, B cells, platelets,
erythrocytes and endothelial cells. The research results showed that microvesicles
released from progenitor cells (CD34), neutrophils (CD16 and CDG66), erythrocytes
(CD235a), dendritic cells (CD11c) and endothelial cells (CD51/61) are significantly more
expressed in patients with CML than diagnosis compared to the control group. However,
at the beginning of treatment with tyrosine kinase inhibitors, a decrease in the amount of
microvesicles released from progenitor cells, myeloid cells, leukocytes, dendritic cells,
monocytes, neutrophils, T cells, B cells, erythrocytes and endothelial cells can be
observed. In addition, changes in the interactions between populations of microvesicles
can be observed over the course of patient follow-up. Future investigations are needed
with a larger number of participants and with longer follow-up, in order to validate these
findings.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, extracellular vesicles, microvesicles,
hematopoietic cells and therapeutic treatment.
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INTRODUCAO

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica que atinge as
células da linhagem mieloide e uma das caracteristicas da doenca é a presenca do cromossomo
Philadelphia na maioria dos pacientes diagnosticados, este é resultado da translocacao entre 0s
cromossomos 9 e 22, que vai traduzir uma oncoproteina com sua atividade tirosina quinase
aumentada?.

A LMC é responsavel por cerca de 15% de todas as leucemias e tem incidéncia de 1 a 2
casos por 100 mil habitantes por ano. Pode ocorrer em pessoas de qualquer idade, entretanto é
mais comum entre os 40 e 60 anos e tem uma leve predominancia no sexo masculino®2.

A histéria natural da LMC antes da introducdo de inibidores de tirosina quinase (ITK)
era bifésica ou trifasica: a Fase Crénica (FC) indolente seguida por uma Fase Blastica (FB),
com ou sem uma Fase Acelerada (FA)3. O diagndstico da LMC, geralmente, acontece na fase
cronica durante exames de rotina*. Contudo, se a doenca nio for tratada de forma eficaz, a LMC
pode evoluir para Fase Blastica, podendo se assemelhar a leucemia aguda®.

Visando entender melhor a LMC e ajudar no prognostico da doenca, tratamento e
acompanhamento desses pacientes, percebeu-se a importancia de estudar o papel das
Microvesiculas nos pacientes com LMC, j& que as Vesiculas Extracelulares sdo importantes
mediadores de comunicacio intercelular®.

As Vesiculas Extracelulares (VES) fazem parte de um grupo heterogéneo de particulas
que sdo liberadas por varios tipos de células, e se formam no sistema endossémico ou por
brotacdo da membrana plasmatica’. Elas sdo classificadas no minimo em trés populagdes:
exossomos, microvesiculas e corpos apoptéticos®. A caracterizagdo ¢é feita a partir das
diferencas de tamanho, biogénese, composicdo e funcdes®.

O papel principal das VEs é promover a comunicagio entre as células'®. Ha evidéncias
que apontam que as microvesiculas (MVs) participem de varios processos fisioldgicos e
patoldgicos e sua liberacdo é substancialmente maior durante a progressdo do cancer’. Alguns
estudos sugerem que elas tém potencial de biomarcador para fins de diagndstico, prognostico e
monitoramento de pacientes, além de alvos terapéuticos™®.

Conhecer o perfil das MVs em pacientes com Leucemia Mieloide Cronica e seu possivel
papel, é fundamental para sua avaliagdo enquanto biomarcador de progndstico clinico para o0s

tratamentos atuais, com o intuito a melhora na qualidade de vida dos pacientes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hematopoese

A hematopoese € o processo envolvido na producédo e formacéo das células sanguineas
a partir de celulas-tronco humanas (HSCs) na medula 6ssea, com subsequente diferenciacao e
desenvolvimento celular, formando eritrocitos, granulocitos, monocitos, plaquetas e
linfocito! (Figura 1).

A hematopoese inicia-se com uma célula-tronco pluripotente, que, por divisdo celular
assimétrica, tanto pode autorrenovar-se como pode dar origem a distintas linhagens celulares2.
Para que a hematopoese ocorra ela deve estar em um microambiente que seja capaz de
reconhecer as células-tronco hematopoiéticas e fornecer fatores de crescimento necessarios
para apoiar a proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo de células-tronco ao longo das linhagens
comprometidas (mieldide ou linf6ide), pois 0 microambiente influencia 0 comportamento e

controla a proliferacéo celular!. Caso ocorra desregulagéo no ciclo de divisio celular é possivel
1,11,12

o0 desenvolvimento de neoplasias ou cancer

Célula-tronco | |
hematopoiética i /;

..

Célula-tronco
¢ pluripotente

Célula progenitora Nﬁl ( \'u, Célula progenitora
mieloide o o0 [ ); linfoide

! | ! ™

2=\ & | |
@ ® A

Eritrocitos Mielolhlasto Plaquetas Linfoblasto
T 1 ]

Monocito Basdfilo Eosinéfilo neutrofilo CélulaB CélulaT Célula NK

Figura 1. Diagrama mostrando as linhagens celulares originadas da célula-tronco
hematopoiética da medula 6ssea.
Fonte: adaptado de Jagannathan-Bogdan, 2013,
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2.2 Cancer

Cancer é o nome usado para descrever as formas mais agressivas de neoplasia, € um
processo patoldgico caracterizado por uma proliferacdo celular descontrolada. Ele é o principal
problema de satde pablica no mundo e ja esta entre as quatro principais causas de morte antes
dos 70 anos de idade na maioria dos paises’® de acordo com estimativas da Organizacéo
Mundial da Satide (OMS)**. A nomenclatura dos diferentes tipos de cancer esta relacionada ao

tipo de célula que deu origem a neoplasia®® (Quadro 1).

Quadro 1. Nomenclatura dos tipos de cancer®®

Nomenclaturas dos tipos de cancer

Sarcomas Tumores malignos originados dos tecidos
conjuntivos (mesenquimais).

Carcinomas Tumores malignos originados dos epitélios
de revestimento.

Neoplasias hematopoiéticas Canceres do sistema sanguineo, tais como
leucemia e linfoma.

A Global cancer statistics (GLOBOCAN) estimou 18,1 milhdes de novos casos de
cancer e 9,6 milhdes de mortes por cancer em 2018318, O risco acumulado de incidéncia indica
que 1 em cada 8 homens e 1 em cada 10 mulheres desenvolverdo a doenca durante a vidaZ®, e
que independentemente do nivel de desenvolvimento humano, o cancer é uma importante causa

de morbidade e mortalidade em todo 0 mundo™*1,

Ja em 2020, a Global cancer statistics (GLOBOCAN) indicou um aumento nos novos
casos e mortes por cancer, sendo 19,3 milhdes e quase 10 milhdes respectivamente. O risco
cumulativo de desenvolver e morrer de cancer foi de 1 em cada 5 homens ou mulheres
desenvolve a doenca e 1 em cada 8 homens e 1 em 11 mulheres morrem por causa
dela. Segundo Sung et al.** “estima-se que 28,4 milnhdes de novos casos de cancer ocorram em
2040, um aumento de 47% dos 19,3 milhdes de casos correspondentes em 2020, assumindo que

as taxas nacionais estimadas em 2020 permaneg¢am constantes”.

A ocorréncia de novos casos e a mortalidade por cancer € crescente em todo o
mundo**1, Em parte, isso é reflexo do envelhecimento populacional, pois nessa fase ha uma

diminuicdo da imunidade, da fagocitose, das modificacbes do microambiente medular, de
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mutacOes mieloides'’. Além disso, considera-se o crescimento populacional como um reflexo
das modificacdes na prevaléncia e na distribui¢do dos principais fatores de risco para o cancer,

dos quais estdo relacionados ao desenvolvimento socioecondmico®1416,

O numero de casos novos de cancer, no Brasil, também cresce a cada ano. O Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou, para 2018/2019, a
ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer no Brasil para cada um desses anos®®.
Para o triénio 2020-2022, a estimativa indicou a ocorréncia 625 mil casos novos®. E a ultima
estimativa realizada pelo INCA para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil

casos novos de cancer®® (Figura 2).

Estimativa de cancer no Brasil

704.000

Novos casos de Cancer no
Brasil 2018/2019

625.000 Novos casos de Cancer no

600.000 Brasil 2020/2022

Novos casos de Cancer no
Brasil 2023/2025

Figura 2. Comparacdo das estimativas de novos casos de cancer no Brasil.
Fonte: Estimativa INCA: 2020 e 2023319,

Conhecer essas estimativas é importante, pois, segundo a OMS, cerca de 40% das
mortes por cancer poderia ser evitada. Por meio delas, gestores, profissionais da saude e
sociedade em geral poderiam utiliza-las como ferramenta na implementacdo das acdes de

prevencao e controle de cancer?®,

2.3 Neoplasias oriundas de tecidos hematopoiéticos

Entre os tipos de cancer, as neoplasias hematoldgicas sdo doencas que se expressam por
alteragbes localizadas no sangue ou em tecidos formadores dele?®. Os canceres de sangue

pertencem a um grupo heterogéneo de doengas malignas?*, e podem ser originados da evolugéo
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clonal do compartimento das células-tronco hematopoiéticas ou da transformacdo de células
progenitoras com potencial imunoldgico. Os principais grupos de neoplasia oriundas dos

tecidos hematopoiéticos sdo os linfomas, mielomas e leucemias®?,

Os avancos nos cuidados dos pacientes com neoplasias hematoldgicas, nos ultimos anos,
tém melhorado a sobrevida e a qualidade de vida desses pacientes. Porém, ressalta-se a
complexidade e os detalhes para se chegar ao diagnostico e, consequentemente, o prognostico
dessas doencas?!. Segundo os dados nacionais dos Registros de Cancer de Base Populacional
mostram que as Neoplasias hematoldgicas correspondem a 5% do total de novos casos de todas
as neoplasias e 7% de todos os Gbitos por cancer?. Por isso, € necessario que 0 monitoramento
da morbimortalidade por cancer seja continuo na gestdo da salde, tornando-o instrumento
essencial para o estabelecimento de acdes de promocdo da salde, prevengdo e controle do

cancer e dos seus fatores de risco?..

2.4 Leucemias

A leucemia é uma das doencas malignas mais comuns que afetam a populagéo
mundial®. A nivel global, em 2018, a leucemia foi classificada como o décimo quinto cancer
mais comum diagnosticado com 437.033 casos e 309.006 obitos, totalizando a decima primeira
causa de morte por doengas malignas'®?3, Ja em 2020 houve um aumento na estimativa para

474.519 de novos casos de leucemia e um aumento para 311.594 na mortalidade*2,

Na América do Sul, segundo a OMS, através do relatério da GLOBOCAN 2020%* a
incidéncia de Leucemia foi de 25.700 novos casos, € a taxa de mortalidade foi estimada em
18.684 casos de mortes. Tanto a incidéncia mundial de casos novos e mortalidades quanto a

incidéncia na América do Sul indicaram que homens sdo mais afetados que mulheres.

Para o Brasil, 0 nimero estimado de casos novos de leucemia para cada ano do triénio
2023-2025, € de 11.540 casos, sendo 6.250 casos em homens e de 5.290 em mulheres. 1sso
corresponde a um risco estimado de 5,90 casos novos a cada 100 mil homens e 4,78 para cada
100 mil mulheres (Figura 3). Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, na regido
Norte, a leucemia é a sexta mais frequente em homens (4,53/100 mil) e a sexta mais frequente
em mulheres (3,64/100 mil)*®°.
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No Amazonas, em 2020, houve uma estimativa de 180 novos casos de leucemia, dos
quais 130 foram registrados na capital, Manaus®3. Para este ano, em 2023, a previsdo é de 200
Novos casos no estado, com uma estimativa de 140 novos casos em Manaus®®. Porém, segundo
as estimativas de populagéo do IBGE, a populagdo de Manaus corresponde a aproximadamente
53% da populagdo do Estado do Amazonas®. Logo, infere-se um déficit em torno de 25% de

casos esperados para o diagndstico na populacao do interior do Estado do Amazonas.

iomens Mulheres
5,63 - 10,04 . 4,29-8,55

B 475.562 R 395-428
4,51-4,74 B 324-3,94
2,02-4,50 1,81-3,23

Figura 3. Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil
homens/mulheres, estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade da Federacéo.
Fonte: Estimativa INCA:2023%.

O Brasil tem um territério com extensdo continental®®, mas no tem estratégia nacional
e nem financiamento para a ciéncia para atender as necessidades do pais, somente 8,5% dos
médicos que trabalham exclusivamente no Sistema Unico de Sadde (SUS) classificam como
bom o acesso ao diagnostico e tratamento do cancer, e como agravante, a pandemia de Covid-

19 aprofundou dificuldades e aumentou desigualdades entre 0 SUS e o setor privado?®.

No Amazonas, além de ser um estado extenso territorialmente, ele é conhecido pela sua
particularidade do transporte local, devido sua densa malha fluvial que entrecorta o estado
impedindo o deslocamentos por via terrestre dos pacientes vindo dos interiores e dificultando,
assim, a hemovigilancia do Centro de referéncia em Hemoterapia e Hematologia do

Amazonas?’.
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A leucemia é classificada conforme o tipo de célula acometida e dependendo da
velocidade de progressdo da doenca. Caso as células afetadas sejam da linhagem linfoide é
denominada leucemia linfoide. Quando o alvo sdo as células mieloides sdo chamadas de
leucemia mieloide, e de acordo com a progressdo da doenca as leucemias podem ser

classificadas em agudas ou cronicas?,

Combinando as duas classificagOes, existem quatro tipos mais comuns de leucemia:
leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoide cronica

(LLC), e Leucemia mieloide cronica (LMC)3282,

2.5 Leucemia Mieloide Cronica e sua fisiopatologia

A Leucemia Mieloide Cronica é uma neoplasia mieloproliferativa®23%3 que se origina

de uma célula-tronco hematopoiética alteradal®? e apresenta em 95% dos casos?®3 o
cromossomo Philadelphia (Ph*) que é resultado da translocacdo reciproca entre os bracos
longos dos cromossomos 9 e 22 t(9;22) (g34.1;011.2)+%%2-34 e produz um gene de fusio BCR
ABL1%323% que traduz uma proteina quimérica com atividade tirosina quinase

i
]

Figura 4. Translocagao reciproca entre os cromossomos 9 e 22
Fonte: adaptada de Nussbaum, 2021 e de Apperley, 2015%2%,

aumentada®>3%® (Figura 4).
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Essa oncoproteina BCR::ABL pode variar em tamanho dependendo do ponto de quebra
dentro do gene BCR>¥. Essa interrupcdo ou quebra do gene pode ocorrer em uma das trés
posicOes, chamadas de maior-bcr (M-bcr), menor-ber (m-ber) e micro-ber (u-ber)®, e dessa
forma traduzir uma proteina de fuséo de tamanho 190 kDa, 210 kDa ou 230 kDa. Na LMC o
fenétipo BCR::ABL1 p210 é encontrado em 95% dos pacientes do que o fendtipo
BCR::ABL1 p190, que é mais encontrado em paciente com LLA Philadelfia positivo (Ph+),
apenas 1% dos pacientes com LMC apresenta o p190, ja a proteina p230 foi pouco descrita na
literatura®. O ponto de quebra mais associado a LMC é M-bcr e codifica a oncoproteina p210,
a forma p190 é traduzida se o ponto de quebra ocorrer na regido m-bcr?’.

Além da atividade de tirosinoquinase aumentada, os efeitos celulares gerados por esse
processo neoplésico, podem ser a quebra e danos no reparo da fita de DNA, falta de controle
do ciclo celular tipico, desregulagio da adeséo celular e inibicio da apoptose e autofagia® Como
resultado patoldgico, a diferenciacdo das células é interrompida e blastos leucémicos da
linhagem mieloide se acumulam na medula éssea e no sangue periférico, prejudicando varios

processos bioldgicos, como hematopoiese, metabolismo e resposta imune®,

A LMC ¢é uma doenca responsavel por cerca de 15% de todas as leucemias®*>*° e possui
incidéncia de 1 a 2 casos para cada 100 mil individuos por ano?2**%%40_ Pode ocorrer em qualquer
idade®®*, porém a maioria dos pacientes é diagnosticada apos a quarta década de vida*!, apesar
de que alguns estudos também indicam que o pico pode ocorrer entre os 60 e 70 anos>*°, com

uma leve predominancia do sexo masculino®?.

Embora sua etiologia seja desconhecida, a exposicao a radiacao poderia ser um fator de
risco. Tal implicacdo decorre de observagdes na populacdo de sobreviventes da explosdo da
bomba atdmica de Hiroshima, onde houve aumento da incidéncia relatada de LMC, %2 ja que

0S casos se tornaram clinicamente evidentes, transcorrido de 3,5 a 6 anos do incidente®2.

2.5.1 Historia da LMC

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC), foi descrita pela primeira vez em 1845, como
Leucemia Granulocitica Cronica.**#4. Em 1960, Nowell e Hungerford® identificaram, em
amostras de sangue de pacientes com LMC, um cromossomo pequeno, que foi chamado de
“cromossomo diminuto” - uma descoberta que marcou o inicio de uma nova era na hematologia,

que levou ao foco atual na medicina molecular®6,

A identificacdo do cromossomo alterado ocorreu ap6s aprimorarem um método de

visualizacdo de cromossomos em células mitéticas (cariotipo)*®, e esta foi a primeira alteragéo
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genética encontrada diretamente ligada ao cancer®’. Este cromossomo mais tarde foi nomeado
como o “cromossomo Filadélfia (Ph+)**3, de acordo com o Comité para a Normalizagio de
Cromossomos que sugeriram que 0s cromossomos transmutados sdo referidos pelo nome da

cidade onde foram descobertos**.

Anos mais tarde, o cromossomo Ph+ foi identificado como resultado de uma
translocacgdo entre os cromossomos 9 e 22, resultando na fusdo de ABL proto-oncogene 1
(ABL1)! e do ativador BCR de RhoGEF e GTPase (BCR)?, o produto gerado € uma tirosina
quinase com atividade aumentada*. A tirosina quinase oncogénica BCR::ABL1 é responsavel
por iniciar e manter o fenotipo leucémico das células. Essa oncoproteina também é responsavel
pela fosforilacdo, ativacéo e desregulacao de proteinas de sinalizagdo intracelular que regulam

a sobrevivéncia e o crescimento de células progenitoras na medula 6ssea“®.

2.5.2 Fases e diagnostico da LMC

A historia natural da LMC néo tratada era classificada em trés fases: uma fase cronica,
uma fase acelerada e uma fase blastica, também chamada de crise blastica**°. A fase crénica
da LMC apresenta-se relativamente indolente nos pacientes, com um aumento das células
mieloides, tanto imaturas como as células maduras e também uma retencdo da diferenciagdo
hematopoiética. Este fenotipo facilita a identificacdo com preciséo dos pacientes com LMC. Ja
os fenotipos na fase acelerada e na crise blastica sdo muito mais variados e agressivos
comparados a fase cronica. Essas duas fases tem como caracteristica uma diminuigdo severa da

diferenciacéo celular, com a mudanca de células maduras para blastos leucémicos®.

Em 2022, houve uma atualizacdo na classificagdo da OMS em relacéo as fases da LMC
tornando-se bifésica . Com a utilizacdo dos inibidores de tirosina-quinase (ITK) e através do
monitoramento cuidadoso da doenca, tem-se observado uma reducéo significativa na incidéncia
de progressédo para a fase avancada, resultando em uma taxa de sobrevida global em 10 anos
que varia de 80% a 90%. Desta forma, a Fase Acelerada (FA) tornou-se menos relevante, uma
vez que a resisténcia causada por mutacdes da quinase ABL1 e/ou anormalidades citogenéticas
adicionais, bem como o desenvolvimento da Fase blastica (FB), tém sido identificados como

0s principais atributos que caracterizam a doenca. Por isso, a FA foi omitida na classificacdo

! Nome oficial do gene aprovado pelo HGNC — HUGO Gene Nomenclature Committee — ID: HGNC 76,
Atualizado em 04 de abril de 2023.

2 Nome oficial do gene aprovado pelo HGNC — HUGO Gene Nomenclature Committee — ID: HGNC 1014,
Atualizado em 09 de abril de 2023.
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atual em favor de uma énfase nas caracteristicas de alto risco associadas a progressao da fase

cronica e resisténcia ao inibidores tirosina quinase® (Quadro 2).

Quadro 2. Evolugéo da LMC*?

Classificacdo antiga - Fases da LMC

Fase Cronica - FC - O sangue periférico mostra leucocitose 12-1000 x 10%/L.

- Neutréfilos em vérios estagios de maturacdo com
predominancia de mielécitos e neutrofilos segmentados.

- Blastos representam < 2% dos leucdcitos.

- A medula 6ssea mostra intensa hiperplasia celular com
proliferacdo granulocitica e um padrdo de maturacdo
semelhante aquele no sangue.

Fase Acelerada - FA Geralmente, o paciente evolui para esta fase, devido nédo ter
resposta terapéutica.

- Apresenta contagem alta de leucdcitos persistente ou
crescente > 10 x 10%/L.

- Persisténcia ou esplenomegalia crescente.

- Persisténcia de trombocitopenia <100 x 109/L ou
trombocitose > 1000 x 109/L.

- Apresenta > 20% de basofilos no sangue periférico e 10-19%
de blastos no sangue periférico e/ou medula 6ssea.

Fase blastica - FB - A doenca adquire caracteristicas de leucemia aguda.

- >20% de blastos no sangue periférico ou na medula 6ssea -
- Uma proliferagdo infiltrativa de blastos em um sitio
extramedular, sdo diagndsticos da fase blastica da LMC.
Classificagao atual — Atualizagéo 2022

Fase Cronica - FC Mantida

Fase Blastica - > 20% de blastos mieloides no sangue periférico ou na
medula 6ssea;

- Presenca de proliferacdo extramedular de blastos; ou

- Presenca de linfoblastos aumentados no sangue periférico ou
na medula dssea.

Geralmente, o diagnostico dos pacientes com LMC ocorre na fase cronica®, durante
consultas de rotina, através de exame de sangue e quase 50% dos recém-diagnosticados sao
assintomaticos®® Segundo Bavaro et al.*®, mais de 90% dos casos de LMC sdo diagnosticados
na fase crbnica. A suspeita acontece devido os achados clinicos e hematoldgicos tipicos
(Quadro 3), como o esfregaco de sangue periférico mostrando leucocitose com desvio a
esquerda, basofilia e medula 6ssea hipercelular, com hiperplasia granulocitica®” (Figura 5).
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Quadro 3. Alteragdes Hematol6gicas®

Alteracdes hematolégicas

o g H» w D

Leucocitose 200 x 10%uL. Um espectro completo € visto no sangue periférico de
células mieloides.

Aumento de basofilos no hemograma.

Anemia normocitica normocromica é comum.

Contagem de plaqueta aumentada (mais frequente), normal ou diminuida.
Medula éssea hipercelular com predominancia granulocitopoética.

Presenca do gene de fusdo BCR-ABL1 por analise RT-PCR e cromossomo Ph + na
anélise citogenética.

Acido drico sérico geralmente aumentado.

Figura 5. Microscopia da Leucemia mieloide crénica (Fase cronica). A) Esfregaco de sangue
periférico mostrando leucocitose e células neutrofilicas em varios estagios de maturacéo; a
basofilia é proeminente; B) Bidpsia de medula 6ssea mostrando

marcada hipercelularidade devido a proliferacdo granulocitica.

Fonte: Swerdlow SH et al. 2017*.

O diagndstico é confirmado com a presenca do cromossomo Philadelphia (Ph+) e /ou

com a proteina BCR::ABL1! no sangue periférico ou nas células da médula 6ssea®® através de

testes moleculares e citogenético (Quadro 4). Com base na anamnese, exame fisico e dados

laboratoriais, é possivel identificar o estagio da doenga e direcionar o tratamento mais adequado

ao paciente®.
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Quadro 4. Exames ao diagndstico e no monitoramento de pacientes com LMC®2

Exames ao diagndstico e tratamento
1- Mielograma: necessario para avaliacdo da morfologia, contagem de blastos e basofilos e
determinacéo acurada da fase da doenga;

2- Citogenética/Cariétipo: Para demonstracdo do cromossomo Philadelphia e avaliar
presenca de mutagdes cromossdmicas adicionais;

3- RT-PCR qualitativo ou quantitativo: Recomendado para a identifica¢do do tipo especifico
de rearranjo BCR::ABL1 ao diagnostico (RT-PCR qualitativo), sendo este outro fundamental
para 0 monitoramento e acompanhamento do tratamento (RT-PCR quantitativo). Também
possibilita diagnostico em pacientes Philadelphia negativos;

4- Hibridizacdo in situ ou FISH: para BCR::ABL1: deve ser realizado quando néo for
possivel estabelecer o diagnostico por cariétipo ou RT-PCR.

Exames quando hé falha terapéutica
1) Mielograma: para determinar fase da doenca;

2) Cariotipo: para avaliagdo da evolugéo clonal;

3) Pesquisa de mutagOes de ponto no gene BCR :: ABLL.

Se a doenga ndo for tratada de forma eficaz, a LMC podera evoluir?, e entdo progredir
para a crise blastica, que nesta fase se assemelha a leucemia aguda®“°. Nos casos em que a LMC
apresenta sintomas/sinais clinicos (Quadro 5), os aspectos gerais sdo fadiga, mal-estar, perda

de peso, suores noturnos e anemia, e cerca de 50% dos pacientes tém esplenomegalia palpavel®.

Quadro 5. Aspectos clinicos da LMC?

Sintomas/ Sinais clinicos da LMC
- Frequentes: - Menos frequentes:
1. Fadiga; 1. Priapismo;
2. Suor noturno; 2. Hemorragias retinianas;
3. Febre 3. Trombose, sangramento ou ambos;
4. Mal-estar; 4. Dor 0ssea;
5. Perda de peso; 5. Hepatomegalia;
6. Dor no quadrante superior esquerdo; e | 6. Linfadenopatia;
7. Esplenomegalia. 7. Infiltrag&o cutanea

8. Massa extramedular
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Os parametros hematologicos e clinicos sdo usados como base para definir as fases da
doenca. No entanto, a resisténcia a medicamentos, ou o surgimento de anormalidades
cromossémicas adicionais em células com Ph+ (ACA) levantam preocupacdes para a
progressdo da doenca® e exige um monitoramento mais proximo desses pacientes, pois o
aparecimento de ACAs no tratamento € visto como evolucdo clonal e tem sido associado a

evolugéo da doenca, uma vez que a frequéncia dos ACAs é maior nas fases avangadas®.

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Leucemia Mieloide Crdnica
do Adulto (PCDT), ha outros critérios que sugerem que a LMC esté passando por um estagio
de transformacdes, além do apresentado no quadro 2, como: evolucdo citogenética clonal
observada apds a cariotipagem diagnoéstica, anormalidades cromossémicas adicionais nas
celulas com Ph+, duplo Ph, trissomia 8, isocromossomol7q, trissomia 19, ou qualquer
anormalidade cromossdmica nas células com o Ph+ adquirida durante a terapia. Todas essas

caracteristicas sdo indicativos de progressdo da doengal>2,

O reconhecimento da progressdo da doenca € importante para fins de tratamento e
prognostico. Sinais clinicos como febre e perda de peso e sintomas relacionados a anemia grave,
trombocitopenia, aumento da contagem de leucécitos e aumento do bago sdo caracterizados
clinicamente nos casos de evolugédo da doenga e sem acompanhamento e tratamento adequado,
essa transformagcéo das fases da LMC pode ocorrer em 3 — 5 anos apds o diagnosticol. Com
terapia direcionada e um cuidadoso monitoramento da doenca, a incidéncia da FB diminui e a

taxa de sobrevida global de 10 anos da LMC aumenta para 80-90%7,

2.5.3 Tratamento da LMC

No Brasil, o tratamento dos pacientes com LMC ¢é realizado de acordo com as diretrizes
do Ministério da Satde, que recomenda o uso de inibidores de tirosina quinase (ITK)>*. Porém,
antes do tratamento iniciar com o inibidor, pode ser administrado, por um curto periodo,
hidroxiuréia nos pacientes sintomaticos com contagem elevada de glébulos brancos ou
plaquetas, enquanto a confirmacdo molecular e citogenética do diagnostico de LMC estiver

pendente®2,

Até os anos 2000, entretanto, era limitado a agentes inespecificos, como busulfan,
hidroxiuréia e interferon alfa. Quando surgiu o inibidor da tirosina quinase (ITK) foi um marco
para o tratamento dos pacientes com LMC*. O beneficio foi tamanho com a introducédo do

primeiro ITK, que os resultados do tratamento em muitos pacientes melhoraram a ponto de
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mostrar uma rapida diminuigdo da carga da doenca abaixo do limite de deteccdo de ensaios,

como na citogenética da medula 6ssea®®.

O mesilato de imatinibe ou imatinibe foi o primeiro ITK a conseguir a aprovagdo para
o tratamento de pacientes com LMC pela Food and Drug Administration (FDA)>® e, também,
o primeiro ITK desenvolvido que tem taxas de resposta altas em pacientes com LMC*,
Segundo Feriotto e colaboradores, desde a introducdo do imatinibe, a mortalidade anual na
LMC diminuiu de 10-20% para 1-2%. Esse medicamento é padrdo de tratamento para
pacientes com Leucemia que apresentam o cromossomo Ph* *°, pois ele age na proteina hibrida
traduzida devido a translocagio dos cromossomos 9 e 22%2 e influenciou uma resposta
hematoldgica e citogenética completa na maioria dos pacientes na fase cronica®®>’, sendo
considerado o medicamento de primeira linha ou primeira geragdo para tratamento dos

pacientes com LMC35%8,

A terapia com os ITK tem como objetivo principal atingir uma resposta citogenética
completa, e esta acontece quando as células com Ph+ ndo sdo mais detectaveis na medula 6ssea,
em um periodo de 12 meses ap6s o inicio do tratamento. Em pacientes sem tratamento prévio
com ITK, o imatinibe é o medicamento de primeira escolha para o tratamento das 3 fases da
doenca™.

Em caso de falha do tratamento de primeira linha ou intolerancia a medicagdo , os ITK
de segunda geracéo sdo recomendados®. Dasatinibe e Nilotinibe sdo os inibidores utilizados
como segunda linha no tratamento dos pacientes com LMC pois eles surgiram ap6s o imatinibe
e por isso sdo chamados de segunda geracdo®. Eles sdo mais potentes do que o imatinibe,
inibem varios mutantes BCR::ABL1 resistentes ao imatinibe®? e também podem ser usados
como medicamentos de primeira linha. Contudo, o mais indicado é que sejam usados por
pacientes que ndo podem tomar o imatinibe devido as reacdes adversas ou porque 0 mesmo nao

esta fazendo o efeito desejado® %,

O Dasatinibe tem toxicidade pleuro-pulmonar, de modo que a insuficiéncia respiratoria
e doencgas pleuro-pulmonares ou pericardicas prévias ou concomitantes sdo fortes
contraindicacBes ao uso deste medicamento como tratamento de primeira linha. Historico de
doenca cardiaca coronéria, acidente vascular cerebral ou doenca arteriooclusiva periférica
também representa uma forte contraindicacdo para o uso de Nilotinibe como terapia de primeira

linha entre outros efeitos®.
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Se a falha terapéutica ocorrer também com a segunda linha de tratamento, o paciente
podera utilizar o outro inibidor de segunda geracdo que ainda ndo tenha utilizado. Se os trés
inibidores do tratamento falharem, principalmente no caso de perda de resposta citogenética e
hematolGgica, a Unica opg¢ao para esses pacientes é o transplante de células-tronco alogénico
(Figura 6), visto que os ITKs de terceira geracio ndo estio disponiveis no mercado brasileiro®,
apesar da Associacdo Brasileira de Linfoma e Leucemia listar o Ponatinibe como um
medicamento aprovado no Brasil, no PCDT do Ministério da Saude esse medicamento ndo esta

recomendado para tratar os pacientes com LMC®>3%0,

@ . r . ' ™
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Figura 6. Esquema de escolha de tratamento para pacientes com LMC. TCT: Transplante de
células-tronco.
Fonte: Adaptado do PCDT da Leucemia Mieloide Cronica do Adulto®,

A resposta ao tratamento com ITKs é o mais importante fator prognostico®. E relevante
para os pacientes com LMC em terapia 0 monitoramento molecular, pois ele fornece
informac0es progndsticas e ajuda a determinar se um paciente esta respondendo bem ou ndo ao
tratamento®?. A resposta molecular deve ser analisada de acordo com a Escala Internacional
(IS) como a proporgdo de transcricdes de BCR:: ABL1 para transcricbes de ABL1%, e
monitorada usando a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QRT-PCR) do transcrito
BCR :: ABL1, um ensaio que pode detectar apenas uma célula maligna em 100.000 células ndo
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malignas®. Deve ser expressas e relatadas em % do BCR :: ABL1 em uma escala logaritmica,
em que 1%, 0,1%, 0,01%, 0,0032% e 0,001% correspondem a uma diminuicdo de 2, 3,4,4,5¢e

5 logs, respectivamente®? (Quadro 6).

Quadro 6. Resposta molecular — Nivel de transcricio®

Monitoramento molecular
1. BCR-ABLI < 1% - equivale a remisséo citogenética completa (CCyR).

2. BCR-ABLI1 <0,1% - equivale a resposta molecular maior (MMR) ou MR*
3. BCR-ABLI <0,01% - equivale a doenga indetectavel em cDNA com> 10.000

transcricdes ABL1 ou MR*

4. BCR-ABLI <0,0032% - equivale & doenca indetectdvel em cDNA com> 32.000
transcricdes ABL1 ou MR*®

5. BCR-ABL1 <0.001% - equivale a doenca indetectdvel em cDNA com> 100.000
transcricdes ABL1 ou MR®

A resposta ao tratamento e monitoramento dos niveis de transcricdo BCR :: ABL1 pela
IS pode ser classificada em Otima, Alerta e Falha e devem ser averiguadas em periodos de trés
meses, seis meses, doze meses e qualquer tempo®26! (Quadro 7). A investigagio das respostas
ao tratamento possibilita 0 monitoramento da doenca, propiciando mudancas na terapia se
houver necessidade, ja que as reacdes adversas resultante do uso dos ITKs podem causar a nao
ades&o ao tratamento e influenciar na qualidade de vida dos pacientes®*®! ja que o tratamento e

acompanhamento da LMC deve ser realizada por toda a vida®* .

O estagio e curso da doenca € um fator importante a ser considerado na hora da escolha
do tratamento®’. Leva-se em consideracéo para a escolha de terapias, a eficacia, tolerabilidade,
toxicidade precoce e tardia e custos de medicamentos. Porém, ultimamente, vem crescendo o
foco na qualidade de vida desse paciente e na prevencdo de toxicidades organicas de longo
prazo e, também, na possibilidade de maximizar estratégias para interromper a terapia com ITK

resultando na chamada "remissdo livre de tratamento"?2.



Quadro 7. Avaliacdo da resposta Terapéutica®

Tempo Resposta 6tima Alerta® ou aviso Falha
Linha de base Alto risco de ACA
3 meses BCR-ABL'S <10% BCR-ABL'S >10% Ph+ >95%
Ph <35% (PCyR) Ph+ 36-95%
6 meses BCR-ABL'"S <1% BCR-ABL'S 1-10% BCR-ABL'S >10%
Ph +0% (CCyR) Ph+ 1-35% Ph+ >35%
12 meses BCR-ABL'" <0.1% BCR-ABL'S 0.1-1% BCR-ABL'S >1%
(RMM) Ph+ >0%
Qualquer RMM ou melhor ACA/Ph Perda de CCyR
temno Perda de MMR,
P confirmar**
MutacgOes
ACA/Ph+

** em dois consecutivos testes, do qual um > 1%; IS: BCR-ABL na Escala Internacional; RMM: resposta molecular maior; ACA/Ph:
anormalidades cromossdmicas adicionais em células Ph.

Como a expectativa de vida dos pacientes com LMC esta se aproximando da populagéo
em geral, e alcangando um namero significativo de pacientes com resposta molecular profunda
sustentada %7, o proposito para muitos pacientes, agora, € a remissdo sem tratamento®®, E
possivel considerar uma tentativa de descontinuacdo do tratamento, se a remissdo molecular
profunda sustentada for alcancada por uma duragdo suficientemente longa®2%. Hoje, falamos
de cura funcional, quando o paciente mantém o resultado de 4,5 log por 3 anos consecutivos®® .
Pode-se entdo, sugerir a suspencdo da medicacdo, porém é obrigatorio seguir alguns requisitos
para a descontinuagdo do ITK, como por exemplo, concordar em ser monitorado
frequentemente apds a interrupgdo do tratamento (mensalmente nos primeiros 6 meses, a cada

2 meses nos meses 6 a 12 e a cada 3 meses a partir de ent&0)®®.

As respostas imunes adaptativas s@o disfuncionais em pacientes com LMC no momento
do diagnostico. Isso facilita a progressdo e autopreservacdo do tumor, impedindo o
desenvolvimento de respostas imunes antileucémicas. No estudo de Hsieh e colaboradores, os
dados clinicos mostraram que 0s pacientes tratados com imatinibe ou dasatinibe exibem expansao
de células T citotoxicas CD8+ ou células NK que estdo associadas a uma melhor resposta a

terapia®’ (Figura 7).

As células NK estdo associadas a sobrevida livre de recidiva molecular, pois pacientes

com maior porcentagem de células NK, no momento da descontinuacdo do medicamento,
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tinham maior probabilidade de permanecer em remissdo®. Ilander e colaboradores relataram
que as células NK secretam citocinas TNF-a/IFN-y, que sdo capazes de ativar as células T. Eles
observaram que em pacientes ndo recidivantes, o nimero de células NK estava associado a uma
resposta do tipo Thl de células T CD4 +, que também podem contribuir para a imunidade
antitumoral. E levantaram a hipétese de que o aumento de células NK maduras podem ser
capazes de matar diretamente as células tumorais e potencializar as respostas imunes

adaptativas contra a leucemia, mantendo assim a remissdo ap6s a descontinuacdo do

imatinibe®®.
Citotoxicidade limitada; Alta CTLs expandidos restringiram
expressio de PD1; CTLs a citotoxicidade e diminuiram
especificas de LAAs detectados PD1em DMR e TFR
2 Cél. T
-,
Céel.NK, <~

d 3 Células laucémicas

Aumento da proporgiao de
células NK mais maduras e

Diminuigéao da frequéncia

e fungao clonogénica das h
células NK semelhantes A4 meméria e

citotoxicidade na TFR.

Figura 7. Efeito imunolégico — Esquema a esquerda — efeitos da LMC em células imunes,
células natural killer (NK) e células T citotdxicas (CTLs), sem tratamento. Esquema a direita —
efeitos nas células CTLs e NK apés o tratamento com ITKs. Antigenos associados a leucemia
(LAASs), morte programada (PD1), remissao livre de tratamento (TFR), resposta molecular
profunda (DMR).

Fonte: adaptado de Hsieh, 20217,

A vigilancia imunoldgica de células leucémicas residuais € um fator critico para a
manutencdo da remissdo livre de tratamento. Quando a maioria das células de LMC séo
eliminadas com o tratamento, as células imunes podem limitar o crescimento das células
leucémicas residuais fazendo com que a remissdo sem tratamento seja sustentavel. Desta forma,
a compreensdo das caracteristicas imunologicas e seus mecanismos de interacdo das células
imunes com células da LMC contribuem no desenvolvimento de novas imunoterapias, visando

as células residuais para melhorar as taxas de remissao livre de tratamento®’.
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2.6 Vesiculas extracelulares

As Vesiculas Extracelulares (VEs) fazem parte de um grupo variado e heterogéneo de
estruturas membranosas que sdo liberadas por diversas células e se originam em grande parte
do sistema endossdémico e/ ou da membrana plasmatica”’®. Elas contém em seu interior varias
proteinas, lipidios, glicolipidios, glicoproteinas e acidos nucléicos, incluindo DNA, mRNA e
RNAs ndo codificantes. E por isso elas tém o potencial de fornecer varias mensagens aos tecidos
circundantes’. A partir do momento que as VEs sdo liberadas no espaco extracelular, elas
podem alcangar as células receptoras e transferir seu contetdo para obter respostas funcionais,
podendo promover mudangas fenotipicas que afetardo sua condicao fisioldgica ou patoldgica’™
(Figura 8).

Ambiente extracelular

VEs
Antigenos de k
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Figura 8. Origem das Vesiculas Extracelulares. Vesiculas surgindo a partir do brotamento
da membrana plasmatica ou do sistema endossomico.
Fonte: Adaptado de Stomka, 2018°

A comunicagdo intercelular é uma caracteristica essencial dos organismos
multicelulares e pode ocorrer através de transferéncias de moléculas segregadas ou contato
direto entre célula-célula. Nos ultimos 30 anos, surgiu um terceiro mecanismo de comunicacao
entre as células que envolve a transferéncia intercelular por meio de vesiculas extracelulares® .

As VEs surgiram como um novo e importante mecanismo de comunicacdo intercelular,
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principalmente devido sua capacidade de transferir seu contetdo bioldgico composto por
proteinas, lipidios e acidos nucléicos para as células receptoras®.

A comunicacdo entre as células mediadas por VEs pode acontecer por meio do
acoplamento na membrana plasmatica, seguida pela ativacdo dos receptores e sinalizacdo de
superficie, a célula pode internalizar essa vesicula atraves da endocitose ou as VES podem se
fundir a célula alvo. A interagdo da vesicula com a superficie celular, a transferéncia de cargas

vai depender da origem das VEs e da origem das células receptoras’®.

Nas ultimas décadas houve um aumento do interesse da comunidade cientifica em
estudar VEs, devido a descoberta de que elas estdo presente nos fluidos corporais’> como
sémen, leite materno, liquido amniético, fluido de ascites, liquido cefalorraquidiano, bile ™,
urina, saliva e sangue’’, transportam RNA, mostram uma gama de fungdes regulatdrias’™ e
também devido a possibilidade de usa-las como biomarcadores para acompanhar a progressao
de varios estados patoldgicos, por exemplo, para avaliar o risco de progressdo e metastase
tumoral ou para fornecer biomarcadores precoces de doencas neurodegenerativas’™. As fungdes
das VEs nesses processos fisiologicos e patoldgicos vao depender da capacidade das VEs de
interagir com as células receptoras e fornecer seu contetdo (proteinas, lipidios e acidos

nucleicos como 0 RNAs)"*73,

Para se estabelecer uma definicdo clara e precisa das VES sdo necessarios varios debates
pela comunidade cientifica, como por exemplo, o fato das VEs serem liberadas de diferentes
tipos de células, o que resulta em suas variadas composicdes e fungbes. Além disso, elas sdo
liberadas através de mecanismos diversos, variam em tamanhos (30 a 2.000 nm de didmetro),
por isso, sdo usados diferentes métodos analiticos para seu isolamento e identificacdo a partir
do meio extracelular®. Por isso, conhecer os mecanismos moleculares envolvidos na biogénese
das VES e no recrutamento de carga nos ajudara a decifrar seu papel nos processos fisiologicos.
Pensando em resolver esses desafios a comunidade cientifica criou a Sociedade Internacional
de Vesiculas Extracelulares (SIVE) para padronizar métodos para purificagdo mais precisos das
VEs para a implementacdo em um ambiente clinico como biomarcadores, vacinas ou

dispositivos de administragdo de medicamentos’:.

2.6.1 Classificacdo das VES

As VEs podem ser classificadas no minimo em trés populagdes principais: exossomos

(EXOs), microvesiculas (MVs, também foram chamadas de vesiculas de liberagéo,



36

microparticulas™ " ou ectossomos’™) e corpos apoptdticos (APOs)®8%™ Ha também uma
populacdo de VEs que parecem ser exclusivas das células cancerosas, surge diretamente da
membrana plasmatica e sua formacao ndo coincide com o aumento das taxas de morte celular,
sendo uma classe Unica com biogénese diferente dos APOS, elas sd@o chamadas de grandes
oncossomas (OGs) e tem capacidade de transferir material oncogénico e seu tamanho € atipico
variando de 1-10 um® (Figura 9). Todas esses tipos de VES possuem caracteristicas em comum,
como tamanho nanométrico, compostas por bicamadas fosfolipidicas com formato esferoidal e
a presenca de proteinas, receptores de membrana e acidos citosélicos originarios de sua célula

de origem® e apresentam propriedades estruturais que podem, por vezes, se sobrepor®.

APOs

MVs
EXOs

10000 nm 2000 nm 1000 nm 150 nm 50nm  30nm

Figura 9. Liberacdo das populacGes heterogéneas de VEs. As células liberam populagoes
heterogéneas de VEs com tamanhos sobrepostos. Os APOs (azul) séo liberados por células
submetidas a apoptose. OGs (vermelho) e MVs (marrom) sdo derivados diretamente da
membrana plasmatica. EXOs (mix de cores) sdo derivados de compartimentos endossomais
intracelulares. VIL — Vesiculas Intraluminais; EMV — Endossoma Multivesicular.

Fonte: Adaptado de Wilms, 20182

Os EXOS sdo formados como vesiculas intraluminais dentro de um corpo
multivesicular, e depois sdo secretados pela fusdao do corpo multivesicular com a membrana
plasmatica”’®. Eles tém tamanho que variam de 30 a 100 nm de didmetro’®, mas outras

pesquisas mostram que eles podem chegar a um tamanho de 120nm?® a 150nm de diametro®”3.
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Existem dois mecanismos envolvidos na geragéo de EXOs. Um deles depende do Complexo de
triagem endossomal necessario para o transporte (ESCRT), enquanto o outro € independente
do ESCRT. Naturalmente, nem todas as vesiculas intraluminais se tornam EXOs, ja que parte

dos corpos multivesiculares se fundem com lisossomos e sofrem degradagio®® (Figura 10).

O Microvesiculas

Sistema
endossomico

Figura 10. Processo de Liberagdo de Exossomos e Microvesiculas.
Fonte: Raposo e Stoorvogel, 2013

As MVs sdo formadas por brotamento externo direto da membrana plasmatica de células
e pela subsequente fissdo dessas vesiculas no meio extracelular”’®’, Em relagio ao tamanho
das MVs, ha um autor que afirmar que elas tém um tamanho maior que 100nm de didmetro’®,
outro que elas podem variar de 50nm a 1000nm® enquanto lzadirad e colaboradores
encontraram um tamanho de 100nm a 1000nm de didmetro”™. As MVs sdo conhecidas
principalmente pelo seu papel na coagulacdo sanguinea, porém, estudos recentes mostraram
que elas tem um papel na comunicacao intercelular em varios tipos de células, englobando as
células cancerigenas, estas sdo chamadas de oncossomas e podem ser bem maiores chegando

até 10pm’™ .

Os corpos apoptoticos (APOs) sdao formados durante a formacdo de bolhas e

fragmentacéo celular apos ocorrer a morte celular programada, chamada de apoptose’. Os APOs
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sdo liberadas através da ruptura da célula. Seu tamanho varia 50 e 2.000 nm de didmetro® mas
ha autores que afirmam que podem chegar a 5000nm de didmetro’®, sendo possivel encontrar
em seu no interior organelas citosélicas e/ou fragmentos nucleares'®. Portanto, é possivel notar
a complexidade de estudar a caracterizacao das populagdes de VESs puras, devido a sobreposi¢édo
na composicao, e biogénese® (Figura 11).
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Figura 11. Caracteristicas das trés principais populagdes de VEs em termos de tamanho,

biogénese e conteldo.

Fonte: adaptado de Forte et al.,202177

Em 2017, a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (SIVE), propds
classificar as VES tendo como base as condicGes de centrifugacdo em: VES sedimentando a
100.000 x g seréo classificadas como VEs pequenas, em vez de exossomos; VESs sedimentando
em velocidades inferiores a 20.000 x g em VEs médias no lugar dos termos microvesiculas e
ectossomos. E VESs sedimentando a 2.000 x g serdo VESs grandes para grandes fragmentos de
células, grandes corpos apoptoticos. Como essas recomendacBes sdo novas, a maioria dos

autores ainda usam os termos anteriores®.
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Estudos indicam que a maioria dos tipos de células formam e liberam VES, no entanto,
parece que o estresse celular e a doenca frequentemente regulam positivamente sua formacéo e
alteram a carga contida dentro delas’. Em neoplasias hematoldgicas, como na leucemia, as VEs
demostraram participar do crescimento do tumor primario, bem como estimular resisténcia a
varios medicamentos por meio do recrutamento de células residentes no microambiente, como

células endoteliais ou leucécitos’ 78,

2.7 Microvesiculas

A liberagdo de MVs se inicia por brotamento externo da superficie da membrana
plasmatica, seguida por um evento de fissdo que, de varias maneiras, se assemelha ao passo de
abscisdo na citocinese. Durante esse processo de abscisdo as membranas opostas se unem antes
de beliscar a conexdo da membrana e separar as células filhas. No entanto, a composicao das
MVs vai depender do tipo de célula que a originou, mas a composi¢do da membrana das MVs
permanece um pouco diferente da célula parental, pois parece ocorrer uma remodelacédo
significativa com o enriquecidas de algumas moléculas, por exemplo o colesterol,
possibilitando fungdes especializadas. Ou seja, nem todas as proteinas e moléculas da

membrana plasmatica sdo incorporadas nas vesiculas'® (Figura 12).
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Figura 12. Composi¢do das MVs.
Fonte: Criada através do BioRender, adaptado de Chari et al., 2010,

O colesterol presente na membrana plasmatica, por exemplo, tem um papel importante

na origem das MVs, pois sua diminuicao reduz a formacdo de MV. A ceramida, um lipidio com
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formato de cone, que viabiliza a flexdo da membrana, também demonstrou regular a formacao
de MVs’. A fosfatidilserina é realocada para o folheto da membrana externa, especificamente
em locais na superficie celular onde vai ocorrer a liberagdo de microvesiculas, enquanto a
topologia das proteinas da membrana permanece intactal®’®, A maioria das MVs expde a
fosfatidilserina em sua membrana. Porém, outras revisdes sugerem outro antigeno de superficie
das MVs, o fator tecidual. Essas MVs estdo sendo cada vez mais utilizadas para avaliar
complicacdes tromboembdlicas em variadas condi¢bes patoldgicas, incluindo doencas
cardiovasculares e cancer. Uma gama de moléculas bioativas (proteinas, lipidios e acidos
nucléicos) que podem ser transportadas por MVs de célula em célula, permite que essas
particulas de tamanho nanométrico desempenhem muitas func¢Ges na coagulagdo, inflamacéo,

cancer e angiogénese®.

Estudos indicam que a concentracdo extracelular de calcio pode abalar a origem das
MVs, o seu aumento pode induzir uma forte liberacio de MVs’®, Isso se torna interessante, pois
a sinalizacdo do calcio se apresenta frequentemente desregulada no céncer e diferentes
oncogenes e supressores de tumor afetam sua regulacéo. Esses estudos demostraram que niveis
aumentados de calcio levam ao embaralhamento dos fosfolipidios da membrana e também ao
aumento da formacdo de MVs em eritrdcitos e plaquetas e um mecanismo parecido nas células

cancerosas pode ser visto’,

Diversas funcdes biologicas foram atribuidas as VES nos ultimos anos, e agora se sabe
que os EXOs e MVs representam importantes veiculos de comunicacdo intercelular entre
células proximas ou distantes’. Portanto, o papel das microvesiculas é promover a
comunicacdo entre as células das quais elas derivam e seus ambientes circundantes®®. Essas
VEs sdo liberadas por diferentes tipos celulares, tanto no espaco intersticial quanto em fluidos
corporais, podendo chegar a longas distancias até serem capturadas por células receptoras,
podendo promover mudangas fenotipicas que afetardo sua condigdo fisiologica ou
patologica®’®. Elas atuam em diversos processos fisiologicos, como no reparo tecidual, na
coagulacdo sanguinea e na manutencao das células tronco, bem como em processos patologicos,
como em disturbios imunologicos, doencas neuroldgicas, disseminacdo de oncoproteinas e

propagacio de agentes patogénicos, como o virus do HIV®,

A comunicacdo entre as células mediadas por VEs pode acontecer por meio do
acoplamento na membrana plasmatica, seguida pela ativacdo dos receptores e sinalizacdo de
superficie, a célula pode internalizar essa vesicula através da endocitose ou as VEs podem se

fundir a célula alvo. A interacdo da vesicula com a superficie celular, a transferéncia de cargas
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dependem da origem da VEs e da identidade e origem das células receptoras’®. A maneira que
ocorrera a captacdo de carga das MVs pelas células receptoras podem ser por fusdo simples
entre as membrana plasmaticas com a deposic¢éo direta de carga no citoplasma ou por captacéo
das vesiculas intactas por meio de um mecanismo de trafego que as leva para um compartimento
endossdmico ou lisossomal’. A absor¢do dessas VEs pelas células receptoras ocorre por Varios
modos: internalizadas por endocitose mediada por clatrina ou indepedente de clatrina, como
macropinocitose e fagocitose, ou por endocitose mediada por caveola e jangadas lipidicas, ou

podem apenas permanecer na membrana plasmatica da células ligadas a sua superficie”°.

As VEs estabelecem interacdes com a superficie de suas células-alvo, seguidas em
muitos casos pela fusdo com a membrana plasmatica ou membranas endociticas. Essa interacdo
entre célula-alvo e VEs se assemelha a interacdo analoga de células hospedeiras com a de alguns
virus, que sao construidas em torno de uma glicoproteina central que atua como um ‘ativador’
de sua ligacdo a superficie celular. Estudos recentes, levaram a uma compreensao melhor desse
processo de interacdo e mostraram que as mesmas VES podem se ligar de maneiras diferentes
a varias células-alvo. Por exemplo, quando as MVs liberadas da microglia interagem com outras
células microgliais, eles comecam a rolar sobre a superficie até atingir locais apropriados para

a internalizacdo™.

Estudos demonstraram que a quantidade de microvesiculas perdidas pelas células
tumorais se correlaciona com sua capacidade de invasio in vitro®. Foi percebido, que um dos
papéis principais das MVs na progressdo do tumor é a habilidade de alterar o comportamento
de outros tipos de células facilitando assim a sobrevivéncia das células tumorais. Dessa forma,
as MVs podem facilitar a progressdo do tumor ao orientar a carga citotoxica para as células
imunes circulantes’. Como estio envolvidas em processos angiogénicos e podem afetar a
sobrevivéncia / apoptose celular em orgdos distantes como baco e figado em doencas
hematoldgicas. Afetam também os processos metastaticos e o desenvolvimento de resisténcia

a multiplas drogas’®.

Além das implicacfes das MVs em relagéo a sobrevivéncia e progressao do tumor, hé
também seu papel na resisténcia aos medicamentos. Foi observado que as MVs mediam o
derramamento de quimioterapicos promovendo a sobrevivéncia celular, e 0 nimero de MVs
formadas ap0s o tratamento com farmacos tem correlagdo com sua resisténcia quimioterapica’,

coincidindo com um aumento progressivo da gravidade da doenga’.
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Muitos pesquisadores testaram as MVs como potenciais biomarcadores prognosticos e
preditivos para a progressio do cancer'®. Nos dias de hoje, muitos autores definem MVs, e
também exossomos, como uma "bidpsia liquida™, o que as torna uma alternativa a uma biopsia
classica, que tem como caracteristica varias limitaces. Por outro lado, até que um método
analitico preciso, rapido e barato seja desenvolvido, o uso de MVs como biomarcador sera

bastante incomum?®.

Como discutido anteriormente, as VEs podem acumular-se em varios fluidos corporais
e suas analises podem revelar a presenca de VES em doencas especificas, ou alguns de seus
componentes ser reconhecido como biomarcadores para o diagnostico da doenca e terapia
personalizada. Além disso, 0 aumento ou diminuicdo desses biomarcadores pode fornecer
informagdes sobre o estado dos pacientes e pode ser usado como indicador progndstico’.

2.8 MVs na LMC

As MVs carregam informac@es valiosas sobre o céncer, e a sua quantidade liberada,
fenotipo e carga molecular, incluindo proteinas, lipidios, metabdlitos e acidos nucleicos,
espelham a natureza e a origem das células parentais’®®, contribuindo para a progresséo de
malignidades, influenciando o sistema imunoldgico, criando um microambiente propicio para

um fenotipo favoravel de progressdo tumoral e leucémica®l,

Estudos prévios sugeriram que as VEs, principalmente as MVs, estdo envolvidas na
inflamac&o, regulacdo imunoldgica, metéastases tumorais e angiogénese, podendo também ser
indicadores para o diagndstico e prognéstico da doenca®. No geral, elas modulam as células
alvo transferindo proteinas e miRNA para células vizinhas, elevando a expressao da proteina
na membrana da célula alvo e induzindo as vias de sinalizacdo celular que afetam as funcdes

celulares, incluindo diferenciagdo, proliferacdo, migracdo, invasio e apoptose’®8384,

Além disso, MVs contendo moléculas de coagulacdo e adesao, desempenham um papel
central na iniciagdo da coagulacéo e formacéo de trombos. A exposi¢do celular a citocinas ou
qguimioterapia resulta na secrecdo de microvesiculas bem como a acdo de quimioterapicos
levam a ativacdo plaquetaria e geracdo de MVs associados ao aumento do risco de trombose.
Desta forma, gatilhos adicionais, como proteinas da cascata do complemento, estados de

hipoxia, irradiacio ou lesdo oxidativa aumentam o nimero de VEs liberadas pelas células’.

Estudos recentes apontam que as MVs derivadas da linhagem celular LAMA84 LMC,
por meio da secrecdo de interleucina-8 (IL-8), podem induzir a expressdo das moléculas de
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adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) em células
endoteliais da veia umbilical humana. Esse processo tem sido associado ao aumento na adesdo
e migracdo de células da LMC. E importante notar que as moléculas ICAM-1 e VCAM-1
podem mediar a adesdo de células leucémicas as células endoteliais, 0 que sugere que a
liberacdo de IL-8 de MVs derivadas de células leucémicas pode contribuir com o

desenvolvimento do processo trombotico nessa doenca maligna’®85:86,

As MVs da LMC podem liberar de forma livre e invasiva o gene BCR :: ABL1 das
células da LMC em neutrofilos normais e, em seguida, influenciar sua fun¢do na medula déssea.
Embora VEs normais possam direcionar a medula dssea a prevenir a leucemia metastéatica, as
MVs leucémicas podem promover a mobiliza¢do de neutrofilos que podem desempenhar um
papel importante na invasao leucémica e metastase. Isso pode explicar por que a maioria das

malignidades hematolgicas, especialmente a leucemia, progride rapidamente®’.

Um estudo mostrou que as MVs derivadas das células leucémicas K562 continham o
MRNA do BCR :: ABL1. Apds a incubacdo com MVs positivas para o oncogene BCR :: ABL1,
as células mononucleares derivadas de transplantes normais apresentaram um fendétipo maligno
semelhante a leucemia tanto in vitro quanto in vivo. Foi observado que a transferéncia
horizontal do MRNA BCR :: ABL1 das MVs para as células receptoras foi um fator critico para

a transformaco®.

Um outro estudo mostrou que VEs liberados das células de LMC estimulam as células
do estroma da medula 6ssea a produzir interleucina (IL-8), um potente fator pré-angiogénico
que modula in vitro e in vivo o fendtipo maligno das células leucémicas’®’®. Em outro estudo,
Jin Cai e colaboradores descobriram que as MVs derivadas de tumor podem “educar” as células
normais em direcdo a um fendtipo tumoral. O gene hibrido BCR :: ABL1 que foi transferido de
MVs de células de LMC, foram injetadas em ratos e induziram em caracteristicas parciais de

LMC, 2 meses ap06s a administragio®”.

As MVs também estdo envolvidas em processos angiogénicos®® que podem
desempenhar um papel significativo na comunicagdo do microambiente da medula 0ssea e
podem afetar a sobrevivéncia/ apoptose celular em 6rgédos distantes como baco e figado em
doencas hematoldgicas™. Além disso, esta bem estabelecido que a hipoxia desempenha um
papel no aumento da angiogénese tumoral. Muitos estudos demonstraram que a exposi¢do de
células cancerigenas humanas a hipdxia aumenta o desprendimento de microvesiculas, a fim de

modificar seu microambiente para facilitar a angiogénese e metastase de tumores’®.
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A superficie das MVs dos pacientes contém uma série de marcadores que podem ser
rastreados por citometria de fluxo e sdo usados rotineiramente no diagndstico de células
malignas caracteristicas de uma determinada doenca®. Assim, as MVs podem ser utilizados
como biomarcadores progndsticos para 0 monitoramento da doenca em neoplasias

hematoldgicas®.

Por exemplo, no estudo de Zhang et. al as MVs derivadas de blastos de pacientes com
LMC expressaram niveis aumentados de CD123 nas células CD34 + em associagdo com a
progressdo da doenca. Assim, as MVs derivadas de células CD34 + podem ser um preditor da
progressdo da doenca e podem ser usadas como um marcador residual minimo de doenca®?.
Dada a baixa expressdo de CD123 em células hematopoiéticas normais, a superexpressao desse
marcador em MVs derivadas de células leucémicas indicou a estimulagdo da proliferacdo de
células de LMC®. Devido ao papel das MVs no processo bioldgico e achado clinico na LMC,

elas podem ser um potencial biomarcador de progndstico e terapia alvo nessa doenga®®8s,

2.9 Marcadores de superficies celular e MVs

Os marcadores de superficie celular podem ser carboidratos ligados a membrana celular
ou proteinas expressas na superficie das células e sdo utilizados para identificar diferentes tipos
de células. Em resumo, os marcadores de superficie celular séo como uma impressao digital,
especificos para cada tipo de célula, e podem ser identificados de acordo com os tipos de
marcadores presentes na membrana. Os mais comuns sao o antigeno CD, também conhecido
como moleculas CD (do inglés, Cluster of differentiation) e agrupamentos de diferenciacdo. As
moléculas de CD podem atuar de varias maneiras, por exemplo, atuando como receptores ou
ligantes importantes para a célula. E possivel uma cascata de sinal ser iniciada, alterando o
comportamento da célula. Nem sempre elas desempenham um papel na sinalizacao celular, mas

podem ter outras fungdes, como a ades&o celular®.

As MVs apresentam inlimeras proteinas e lipidios sinalizadores em sua superficie®?, e
por isso sdo conhecidas por terem uma assinatura unica de lipidios, proteinas e acidos nucleicos,
refletindo sua célula e tecido de origem® e potencialmente, podem refletir a patologia molecular
em diferentes doengas®. As VEs sio liberadas de muitos tipos de células, incluindo glébulos
vermelhos, plaquetas, linfocitos, células dendriticas, células endoteliais e células tumorais®®. A
medida que as VEs circulam no sangue, eles podem atuar como vetores de transporte ou
transdutores de sinal tanto no local quanto distante de seu local de origem, além de ajudar a

remover moléculas indesejadas ou residuos celulares afim de manter a integridade celular®,
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Estudos tém demonstrado que o nivel de liberacdo de MVs em doencas é
significativamente maior do que os niveis normais. As microvesiculas provém de varios tipos
de células, carregam ingredientes ativos que possuem semelhanca com os componentes das
células maternas e contém alguns componentes ativos similares e marcadores especificos das
células de origem. As células liberam MVs que carregam moléculas ativas das células parentais
sob varios estimulos, incluindo proteinas de conteddo e proteinas de superficie. Os
componentes ativos protéicos expressos por MVs podem interagir com células-alvo, promover
a adesdo e internalizacdo de VEs as células-alvo, induzir angiogénese e regular reacGes de
coagulacdo®. As MVs refletem ndo apenas o tipo de célula da qual ela foi liberado, mas também
as vias de trafego intracelular que levam essa carga a superficie celular. As cargas identificadas
incluem varias formas de proteinas que variam de receptores de integrina, proteases ativas, varias
pequenas GTPases, proteinas de resisténcia a maltiplas drogas e maquinas de processamento de
miRNAY’

Os lipidios expressos por MVs vém principalmente dos componentes da membrana
plasmética das células parentais, incluindo esfingosina-1-fosfato, fosfatidilserina, colesterol,
ceramida, e acido araquiddnico®*®8. O &cido araquiddnico e outras moléculas sinalizadoras de
acidos graxos poliinsaturados foram identificados como biomarcadores e determinados como
envolvidos na regulacdo da resposta imune distal. Além disso, a cascata pré-coagulante e a
regeneracdo da cartilagem mediadora também sdo funcdes fisiol6gicas importantes dos lipidios
ativos. A fosfatidilserina e o fator tecidual (FT), que séo expressos por MVs, estdo envolvidos
na ativacdo da cascata de coagula¢do no organismo. O FT € inibido em células em repouso
porém, a esfingosina € hidrolisada apés leséo por estresse, eliminando assim a inibicdo do FT,
0 que leva a ativacdo do mesmo, e afetando o efeito pré-coagulante das células receptoras. As
microvesiculas que contém &cido araquiddnico liberado apds a ativacdo plaquetaria também
tém esse efeito pro-coagulante apds serem ingeridas pelas células endoteliais. Além disso,
varias moléculas ativas podem ser transferidas para células receptoras com a captacdo de MVs

pelas células, mediando mudancas nos efeitos bioldgicos celulares®.

As VEs exercem um papel importante na promocao de respostas imunes, afetando tanto
a imunidade inata quanto a adaptativa. Exossomos derivados de células dendriticas aumentaram
a atividade citotoxica de celulas Natural Killer. Além disso, MVs de células dendriticas
induziram as células epiteliais a liberar citocinas pro-inflamatérias, MVs derivadas de
leucdcitos ativaram o endotélio, regulando positivamente as moléculas de adeséo e liberando

citocinas, levando ao recrutamento de leucdécitos e as MVs plaquetarias afetaram a adesao de



46

mondcitos ao endotélio®.

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas visando células-tronco cancerigenas
depende principalmente do uso de marcadores de superficie celular para identificar, enriquecer
e/ou isolar essas células leucémicas, por exemplo. Um tanto de marcadores de superficie de
células-tronco cancerigenas ja foram identificados, mas é necessario mais investigacdes pois
alguns marcadores sdo controversos. Curiosamente, a maioria dos marcadores de superficie de
células-tronco cancerigenas atuais sao derivados de marcadores de superficie de células-tronco
adultas ou embrionarias normais conhecidas. A semelhanca dos marcadores de superficie celular
sugere que essas células-tronco cancerigenas se originam predominantemente de células-tronco
normais por meio do acumulo de alteracfes epigenéticas e genéticas. Para melhor isolar as
células-tronco cancerigenas funcionais, é necessario procurar marcadores de superficie mais

especificos ou usar varios marcadores de superficie em combinag&o®.

As microvesiculas circulantes sdo principalmente de origem plaquetaria, eritrocitaria,
leucocitaria e endotelial®?. Ou seja, especificando os marcadores de superficie celular das
células, € possivel identificar as MVs derivadas de cada célula, por exemplo, o antigeno comun
dos leucdcitos, 0 marcador CD45 é uma proteina transmembrana essencial dos sistemas
hematologico e imunoldgico. Todas as células-tronco hematopoiéticas expressam o marcador

de superficie CD45, exceto plaquetas e eritrocitos.

Se uma MV for identificada com esse marcador, é possivel afirmar que ela foi secretada
por uma célula leucocitaria® 1%, e desta forma ter certeza de qual populacio de MVs derivada
das células estd sendo estudada. Além do antigeno comum dos leucécitos, CD45, outros
marcadores de superficie também foram analisados nesta pesquisa para diferentes células do
sangue, como plaquetas (CD41a), linfdcitos (CD3), eritrocitos (CD235a) e outros (Figura 13),
assim como ocorreu nos estudos de Bonilla e colaboradores que usaram 20 marcadores
celulares para realizarem a comparagio de VES em pacientes com sindrome da fadiga cronica®®
e também no estudo de Miljkovic-Licina et al. que caracterizaram as vesiculas de pacientes com
leucemia mieloide aguda e linfoblastica de células B, mostrando como esses antigenos sdo

potenciais biomarcadores da doenca®®?,
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2.9.1 Marcador celular para Plaquetas

O Marcador de superficie celular CD41a, é um receptor de glicoproteina mais abundante
na superficie plaquetaria. Os receptores GP IIb/Illa sdo responsaveis pelas interacbes célula-
célula e célula-proteinas em diversos processos biologicos e reconhecendo dois sitios

especificos na molécula de fibrinogénio que estd diretamente ligado a cascata de

coagulag&o?3104,

Figura 13. Liberacdo de MVs derivadas de células hematopoiéticas. Células na corrente
sanguinea com seus marcadores especificos secretando MVs.

2.9.2 Marcador celular para linfécitos T

O complexo proteico CD3 é uma caracteristica definidora da linhagem de células T,
portanto, anticorpos anti-CD3 podem ser usados efetivamente como marcadores de células T%.
O complexo TCR-CD3 transmite o sinal para o citosol para ativar eventos de sinalizacdo, além
de ser a molécula chave para iniciar eventos bioquimicos na ativacéo e diferenciacéo de celulas
T que podem levar a diferentes resultados, dependendo da quantidade e qualidade do

estimulo®,
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2.9.3 Marcador celular para linfécitos B

O CD19 é uma proteina de superficie celular especifica dos linfocitos B1%, e é regulado
positivamente na etapa de comprometimento da linhagem B apo6s a diferencia¢do da célula-
tronco pluripotente!®®, Ela faz parte da superfamilia de imunoglobulinas. E uma glicoproteina
de cadeia simples presente na superficie de linfocitos B e células dendriticas foliculares do

sistema hematopoiético’®,

Essa proteina forma um complexo com varias proteinas de membrana, incluindo o
receptor do complemento tipo 2 (CD21) e a tetraspanina (CD81) e esse complexo reduz o limiar
para a ativacdo de células B iniciada por antigeno. A ativacdo desse complexo receptor de
antigeno de célula B ativa a via de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase e a subsequente

liberacdo de estoques intracelulares de ions de calcio?’.

Pacientes com LMC expostos ao IFN-o e posteriormente tratados com imatinibe
apresentaram niveis reduzidos de imunoglobulina e hipogamaglobulinemia. O imatinibe parece
ter um efeito na desregulacdo da funcéo das células B, ja que a reducdo dos niveis de Ig foi
maior em pacientes com resposta citogenética. Também foi observada perda de subconjuntos
de células B de memoria IgM em pacientes com LMC ao diagndstico e apds a remissdo
citogenética completa com imatinibe, sugerindo que os ITKs podem interferir na producéo e

manuten¢do da memoria de células B®'.

As células que sofreram transformagdo neoplasica continuam expressando o antigeno
CD19, tornando essa molécula uma ferramenta valiosa para o diagnostico de leucemias e
linfomas por meio de anticorpos monoclonais (MAbs) e citometria de fluxo®. A terapia com
células T do receptor de antigeno quimérico (CAR-T) tem se destacado como uma historia de
sucesso clinico em malignidades de células B, e ha esperanca de que essa abordagem possa ser
aplicada com éxito também em malignidades mieldides®’. Na pesquisa de Lu Zhou e
colaboradores foi possivel obter a remissdo molecular completa e retorno a fase cronica em um
paciente com LMC linfoide que possuia a mutacdo T315l no oncogene BCR-ABL1, apds

tratamento com a terapia anti-CD19 CAR-T*10,

2.9.4 Marcadores celulares para Mondcitos

Os Mondcitos podem ser tipicamente definidos com base na expressdo diferencial de

CD14M1112 Eles se apresentaram adequados para apresentacio de antigenos, secrecio de
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citocinas, regulacdo de apoptose e diferenciacdo. Além disso, os ndmeros de mondcitos
CD14 * sdo expandidos no sangue de pacientes com infeccOes sistémicas, o que implica que

eles devem desempenhar um papel importante na defesa rapida contra patgenos**>-115,

MVs derivadas de mondcitos CD14*, podem estar ativamente implicados na homeostase
vascular, atraves da regulacdo da funcao das células endoteliais e na coagulacao do sangue por
efeitos pré ou anticoagulantes. Esses efeitos podem ser combinados com a imunomodulacéo,

principalmente pela indugéo da liberagio de citocinas por outras células!t®.

2.9.5 Marcador celular para Células Dendriticas

O marcador de superficie CD11c é conhecido como integrina aX, ¢ ¢ o marcador de
definicdo mais amplamente utilizado para células dendricias!!’. As células dendriticas sdo
fundamentais para o processo de captura e apresentacdo de antigenos as células T, tendo um
papel critico na regulacdo das respostas imunologicas do hospedeiro contra infeccBes e
cancer'!8, O CD11c tem um papel importante na morte de células T citotoxicas, na adesdo de
mondcitos e neutréfilos ao endotélio e induz a ativagdo celular!!®?°, Foi descoberto que esse
receptor interage com outras moléculas sollveis, como heparina e fibrinogénio, e com

moléculas de adesdo?!,

2.9.6 Marcador celular para Células Endoteliais

O marcador CD51/CD61 € um complexo de integrina conhecido como integrina o v 3 3.
E expresso em niveis elevados em células endoteliais, osteoclastos e células de melanoma e em

niveis baixos em plaquetas e macrofagos!??

. O aumento da expressédo da integrina desempenha
um papel na adesdo da célula endotelial a matriz da membrana basal e na migragdo da célula

endotelial'®.

O CD51/CD61, também é conhecido como receptor da vitronectina, e medeia a ligacao
das plaquetas a vitronectina imobilizada sem ativacdo prévia. Outros ligantes incluem proteinas
contendo RGD, tais como fibrinogénio, fibronectina, fator de von Willebrand (vWf), laminina,
trombospondina e a molécula de adesdo neural L1. Atua também, como um receptor
independente de ativacdo para fixacdo e disseminacdo de plaquetas em vitronectina e outras
proteinas contendo RGD, incluindo componentes da matriz!?2. Além disso, CD51/CD61+

poderia ser um biomarcador especifico para monitorar a disfuncdo endotelial devido esta
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envolvido em diferentes papéis fisiopatoldgicos, como por exemplo, em pacientes obesos com

hipertensdo devido sua alta expressio’?*.

2.9.7 Marcador celular para Eritrécitos

Os eritrécitos também podem estar envolvidos em aspectos patoldgicos de muitas
doencas, incluindo leucemias, doencgas infecciosas e anomalias genéticas. Portanto, estudos
sobre essas células sdo igualmente importantes para entender seu papel em diversas doencas. O
marcador de superficie celular que independente da maturagdo celular a expressao permance
constante é a glicoforina-A (GPA) ou CD235a'%®. As proteinas da membrana dos globulos
vermelhos podem ser classificadas em proteinas transmembranares e proteinas periféricas da
membrana que se associam ao lado citoplasmatico da bicamada lipidica. A glicoforina-A, é
uma Unica cadeia polipeptidica e esta ligada a varios sialo-oligossacarideos, que carregam

alguns antigenos dos grupos sanguineos M e N%,

No estudo conduzido por Barr e colaboradores, foi constatado que o0s eritrocitos sao
capazes de participar da trombose, agindo como mediadores na adeséo de plaquetas a uma
superficie endotelial integra em um modelo de trombose mediada por FeCls*?’ As MVs
derivadas de eritrocitos também surgiram como mediadores potenciais da morbidade

relacionada a transfusdo pela ativacdo dependente da trombina do sistema complemento??,

Além disso, niveis elevados de MVs CD235a* foram detectados em pacientes com
disturbios hematologicos como [-talassemia, hemoglobindria paroxistica noturna, anemia
falciforme, pré-eclampsia grave, sindrome nefrdtica e doenca de Crohn e na glicose-6 pacientes
com deficiéncia de fosfato desidrogenase. Além de ser preditores sensiveis de eventos
trombéticos em pacientes HIV trombocitopénicos'?°. Devido ao seu contetido de hemoglobina
e pela exposicdo da fosfatidilserina em sua membrana, as MVs CD235a" podem ser
responsaveis pela eliminacdo de 6xido nitrico e aumento da atividade pré-coagulante. Além
disso, as superficies das MVs CD235a* também sdo adequadas para as reacdes anticoagulantes
do sistema da proteina C, devido a sua capacidade de se ligar a proteina S, sendo importante

para equilibrar a coagulacéo in vivo'?,

2.9.8 Marcador celular para Neutrofilo

Os neutrdéfilos sdo os glébulos brancos mais abundantes e sdo um componente essencial
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do sistema imunoldgico inato. O CD66b e o CD16 sdo marcadores de superficie celular
consistentemente expressos em neutrofilos, independentemente da localizacéo da célula, nivel
de ativacdo e estado da doenca®*3, Além disso, os neutrofilos sdo altamente pro-
inflamatorios; portanto, o acumulo excessivo de neutréfilos somado a ativagdo prolongada
podem resultar em dano tecidual como resultado de uma inflamagé&o cronica e podem contribuir
para a progressdo da doenca do cancer, favorecendo a metastase, angiogénese e inibindo células

imunes antitumorais®?,

Outro evento interessante, sdo as MVs derivadas neutrofilos que demonstraram ter
efeitos antimicrobianos ao induzir a agregacdo bacteriana!®®. As MVs também podem
desempenhar um papel imunoldgico importante em suas células-mae. Um exemplo disso é
observado nas MVs derivadas de neutrdfilos, que tém a capacidade de aumentar a expressao de
moléculas pro-inflamatdrias, como IL-6 e moléculas de adesdo em células endoteliais, facilitando
assim sua transmigracdo através das barreiras endoteliais. Além disso, essas MVs sdo ricas em
varias quimiocinas, o que sugere que elas podem desempenhar um papel fundamental na atraco

de leucdcitos para o local da inflamag&o®%,

2.9.9 Marcadores celulares para Células Progenitoras

A imunofenotipagem na LMC tem um papel importante na analise dos blastos, e este
estd aumentado principalmente na fase blastica, porém a maioria dos pacientes com LMC sao
diagnosticados na fase crénica e os blastos normalmente representam <2% dos leucécitos nessa

fasel.

O CD34 ou proteina fosfoglicoproteina transmembrana foi identificada pela primeira vez
em células-tronco e células progenitoras hematopoiéticas*®. E considerado um marcador comum
de células progenitoras e é expresso por uma ampla gama de tipos de células, como células-tronco
hematopoiéticas (HSCs), mesenquimais (MSCs) e células progenitoras endoteliais (EPCs)*%. O
uso deste marcador para progndstico, diagndstico e tratamento de neoplasias tem sido cada vez
mais discutido®®. Além de ser considerado como um marcador para progenitores
hematopoiéticos, sua expressdo nessas células tem sido aproveitada para aplicacdes de terapia

celular em varios distdrbios hematoldgicos®.

O CD33 ¢ altamente expresso em celulas comprometidas com a linhagem mieloide da

medula 6ssea e mondcitos circulantes. A expressdo de CD33 é regulada a niveis baixos em
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granulécitos periféricos e macréfagos residentes, e é constitutiva em células dendriticas. Este
padrdo de expressdo sugere um papel de CD33 na diferenciacdo mieldide e funcéo celular de

monacitos e células dendriticas'®’.

O CD33, também conhecido como p67 ou Siglec-3, é uma proteina transmembrana do
tipo I que pertence a superfamilia das imunoglobulinas. Embora seja amplamente considerada
como um receptor inibitério mieldide especifico, alguns estudos sugerem que a molécula CD33
também pode estar presente em células da linhagem linfoide%,

Essa molécula deve ser considerada como um antigeno hematopoiético restrito com
expressdo em linhagens mieldides e linfoides™®’. Sugere-se que o CD33 possa exercer um papel
regulador importante na proliferacdo e/ou diferenciacdo celular, modulando respostas
inflamatorias e imunes. Estudos in vitro tém mostrado que essa proteina é capaz de suprimir

constitutivamente a producao de citocinas pro-inflamatdriast®.

As MVs celulares vém se destacando com seu papel essencial na resposta hemostéatica
e seu potencial como marcadores de doencas, mas também sua implicacdo em uma ampla gama
de processos fisiologicos e patoldgicos. As MVs carregam marcadores de suas células parentais,

e podem ser usadas como ferramentas de investigacio e diagndstico?°.

Sabe-se que os estudos com MVs derivadas de neoplasias hematoldgicas sao
escassos’® %8 e quase ndo ha dados sofre seus efeitos e as caracteristicas das MVs em estudos
no Brasil. Desta forma, nos propusemos estudar a populacdo amazonense diagnosticada com
LMC visando a caracterizacdo do perfil das MVs circulantes durante o tratamento, buscando
identificar possiveis biomarcadores que possam contribuir com a literatura existente para que

que seja possivel buscar novas possibilidades para os pacientes acometidos com esta doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil de MVs em pacientes com Leucemia Mieloide Cronica ao

diagnostico e no seguimento clinico durante o tratamento terapéutico.

3.2 Objetivo Especificos

e Descrever as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com
LMC ao diagndstico e no seguimento clinico, durante o tratamento terapéutico;

e Caracterizar o perfil de MVs de pacientes com LMC, ao diagndstico e durante o
tratamento;

e Investigar a associacdo entre o perfil de MVs com a resposta terapéutica e resisténcia

ao tratamento nos pacientes com LMC.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos Eticos:

Seguindo as normas da Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Salde, o presente
estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da Fundacio
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP/HEMOAM) e foi aprovado no
dia 06 de julho de 2021 sob o n° de CAAE: 48463121.3.0000.0009 e n° de parecer:4.831.211.

4.2 Tipo e Area de estudo:

Trata-se de uma pesquisa descritiva e exploratéria, do tipo bidirecional, que visa
caracterizar as populacGes de MVs derivadas de células leucémicas e leucdcitos inflamatérios
de pacientes diagnosticados com LMC, tratados na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e

Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM, localizada na cidade de Manaus, Amazonas.

4.3 Populacéo de estudo:

A populacdo de estudo foi constituida por 15 pacientes, atendidos no servigo de
hematologia da Fundagdo HEMOAM, diagnosticados com LMC no periodo de julho/2021 a

junho/2022, com idade a partir dos 18 anos e de ambos 0s sexos.

Além dos pacientes, também foram recrutados 15 doadores de sangue, atendidos no
servico de hemoterapia da Fundacdo HEMOAM, como grupo controle para analise pareada por

género com a populacéo de pacientes estudados.

4.4 Critérios de inclusao, exclusdo e ndo-inclusao:

Os critérios de inclusao utilizados em conjunto para os casos foram: pacientes admitidos
no Servico de Hematologia da Fundacdo HEMOAM, que foram diagnosticados com LMC no
periodo de julho de 2021 a junho de 2022, maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos € que
aceitaram participar da pesquisa assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Como critérios de exclusdo foram utilizados os seguintes parametros: material
bioldgico insuficiente, coagulado, malconservado ou com contaminacao, paciente com reacao
leucemoide e paciente diagnésticado com LMC em fase aguda. Os critérios de ndo-incluséo
foram: diagnostico diferente de LMC, e a ndo concordancia do paciente em participar do
estudo.

Os criterios de inclusdo utilizados para o grupo controle foram: doadores de sangue

atendidos no Servico de Hemoterapia da Fundacdo HEMOAM, no periodo de julho/2022 a
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agosto/2022, com idade entre 49 e 56 anos, que aceitaram participar da pesquisa, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e com sorologia negativa. Como critérios
de exclusdo foram utilizados os seguintes parametros: material bioldgico insuficiente,
coagulado e malconservado ou com contaminacdo e doadores que tiveram sorologia positiva.

Os critérios de ndo-incluséo foram: a ndo concordancia do doador em participar do estudo.

4.5 Riscos e beneficios:

Esta pesquisa apresentou riscos minimos aos participantes da pesquisa. Devido a coleta
de amostras de sangue periférico ser um procedimento invasivo, alguns participantes tiveram

desconforto devido a picada da agulha, mas nenhuma complicagdo maior foi observada.

Em relacdo a utilizacdo dos dados e prontuarios dos participantes da pesquisa para o
desenvolvimento do estudo, foi garantido o sigilo dessas informacdes, protegendo-os por

anonimato e usando as informagdes somente para fins investigativos.

Desta maneira, a participacdo do voluntario, nesta pesquisa, contribuira com a
comunidade cientifica para uma melhor compreensdo das caracteristicas das microvesiculas nos
pacientes com LMC, além de identificar o uso potencial das MVs como biomarcador, visando

auxiliar o prognéstico da doenca.

4.6 Obtencao dos dados clinicos e laboratoriais:

Os dados clinico-laboratoriais dos pacientes foram coletados a partir de registros do
sistema iDoctor e de prontuarios da Fundacdo HEMOAM, através do Setor de atendimento
médico e estatistico (SAME), pelos registros do laboratério de Gendmica e do laboratério de
Analises Clinicas da Fundacdo HEMOAM. As variaveis coletadas, foram: idade, sexo,
procedéncia,hemograma, BCR::ABL1 (qualitativo e quantitativo), citogenética. Os dados dos
doadores de sangue para o grupo controle foram coletados a partir do sistema Hemosys do Setor
de triagem e coleta da Fundacdo HEMOAM, sendo essas as variaveis coletadas: idade, género,

procedéncia.

4.7 Obtencao das amostras biologicas:

Para realizacdo do estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico (SP) de
pacientes com LMC, as quais foram obtidas através de pungdo venosa. Foram coletados, de

cada paciente, 2 tubos de 4mL de sangue periférico com sistema a vacuo, contendo
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anticoagulante citrato de sodio. As amostras foram coletadas ao diagnostico (DO0), antes de
iniciar o tratamento com o inibidor de tirosina-quinase — ITK (F1), com 3 meses (F2) e 6 meses
apos o inicio do tratamento com o ITK (F3), totalizando 4 coletas de amostras de cada paciente
(Figura 14).

b—b—46—4

DO F1 F2 F3
Coleta ao * 2meses apos 3 meses de 6 meses de
diagnostico D0/ sem ITK tratamento tratamento

Figura 14. Linha do tempo para obtencdo das amostras de sangue periférico.

DO — coleta ao diagnostico; F1 — Coleta aproximadamente 2 meses apds o diagnostico
e sem tratamento com ITK; F2 — Coleta com 3 meses de tratamento com ITK; e F3 —
Coleta com 6 meses de tratamento com ITK.

Para a obtengédo das amostras bioldgicas dos doadores de sangue foram coletados 4 tubos
de 4mL de sangue periférico com sistema a vacuo, contendo anticoagulante citrato de sodio,
em apenas um momento. As amostras, tanto dos pacientes quanto do grupo controle foram
identificadas com o codigo do projeto e foram centrifugadas a 400 x g por 15 min, no
Laboratorio Multidisciplinar da Fundacdo HEMOAM. Em seguida, o sobrenadante
denominado Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi aliquotado e transferido para criotubos e
armazenado no biorrepositorio do laboratério, em freezer -80°C. As amostras selecionadas,

foram utilizadas para a realizagdo da caracteriza¢ao de Microvesiculas (Figura 15).
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Figura 15. Fluxograma do desenvolvimento das atividades do projeto.

4.8 Obtencao das microvesiculas (MVs):

As amostras de sobrenadante / PPP derivadas de Sangue Periférico (SP) foram
descongeladas em banho-maria a 37°C, e aliquotadas em microtubos. Em seguida, essas
amostras foram centrifugados a 21475 x g por 10 minutos em temperatura ambiente (TA) para
obtencdo do Plasma Livre de Plaquetas (PLP).

Posteriormente as amostras foram tratadas com tampao citrato-heparina, e novamente
centrifugadas a 21475 x g por 90 min a 18°C, o sobrenadante foi descartado e os pellets foram

ressuspendidos em 100 pl de tampdo anexina, e entdo foram distribuidos nos pocos (placa)
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contendo os anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se ligam aos marcadores
de superficie especificos presentes nas populacdes de MVs. As amostras forma incubados por
30 minutos ao abrigo de luzem TA. Apds a incubacdo, foi aplicado 300 ul de tampao de ligagdo
de anexina nos pocos, e entdo os contetidos foram transferidos para os microtubos de citometria

de fluxo.

4.9 Analise fenotipica das Mvs:

A caracterizacdo fenotipica das MVs para determinacdo de sua origem celular foi
realizada a partir da incubagdo de 100 puL do PLP contendo as MVs, com anticorpos
especificos. As amostras foram incubadas por 30 min, ao abrigo da luz. As MVs foram
ressuspendidas em 100 uL do tampao de ligagdo de Anexina V com a adi¢do de 5 uLL de Anexina
V-fluorescente.

A aquisicdo das amostras foi realizada no citdometro de fluxo CytoFLEX S (Beckman
Coulter), um equipamento altamente sensivel que permite a deteccdo e caracterizagdo de MVs
numa escala de 100-900nm através da utilizagdo de microesferas sintéticas de calibracdo
denominadas Gigamix. Estas microesferas possuem tamanhos definidos (100nm; 160nm:;
200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) e sdo utilizadas como referéncia para caracterizacdo
de MVs. O método foi padronizado pelo Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores —
GIPB do Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas. Foram adquiridos aproximadamente
1.000.000MVs/amostra. Os resultados serdo expressos em numero de MVs/UL de amostra

bioldgica. Para marcacdo das MVs foi utilizado o seguinte painel:

Quadro 8. Painel para imunofenotipagem das populagdes de MVs.

‘ Tubo ‘ MVs ‘ FITC PE - PE-Cy5| APC
1 Controle (Anexina V) Anex V - - - -
2 Granulécitos/Leucécitos | ANeXV | cpeeh - - CD45
3 Cél. Endoteliais/ Eritrocitos | A"eXV |cps1/cDel| - CD235a i
4 Cél. T/ Plaquetas/Cél. B | AnexV CD3 |cD4la| - CDI9
Neutrofilo/Monoccitos/ Cél. |, \, i
5 Dendriticas CD16 CD14 | CD1ic
6 Células Progenitoras AnexV | cp34 - - CD33
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4.10 Analise descritiva e estatistica:

Para realizar esta pesquisa, fez-se um pareamento metodologico em relagdo ao género
do N amostral. A anélise fenotipica foi realizada através do programa FlowJo e as analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 9.0.0. A normalidade dos
dados foi demonstrada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram descritos por meio da
mediana e intervalo interquartil (IQR) de acordo com a distribuicdo das varidveis. Para
comparacao entre variaveis categorica usou-se teste exato de Fisher. Devido aos parametros da
distribuicdo dos dados, para a analise de grupos independentes foi realizado o teste de Mann-
Whitney. Para analise de dois grupos pareados realizou-se o teste de Wilcoxon e para trés
grupos pareados utilizou-se o teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s para multiplas
comparacdes. Os dados obtidos com o valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

4.11 Anélise da Matriz de correlacgao e redes biologicas

Redes biologicas foram montadas para avaliar as associacOes entre as MVs dos
pacientes em cada tempo do acompanhamento e do grupo controle. A associagao entre 0s niveis
quantitativos de MVs foi determinada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman no software
GraphPad Prism 9.0.0, e a significancia estatistica foi considerada apenas se p< 0,05. Apos a
realizacdo da analise de correlacdo entre as MVs, um banco de dados foi criado no programa
Microsoft Excel 2013. Em seguida, as correlacdes significativas foram compiladas usando o
software de acesso aberto Cytoscape (versdo 3.10.0). Para representar cada populagéo MV
analisada usou-se nos circulares, cada tempo tem uma cor especifica na rede e foram montados
em layouts circulares. O tamanho do nos depende do nimero de interacdes entre as populacdes
de MVs e a conexdo dos nos indica a forga da correlacdo como positiva forte (r>0,68=linha

preta) e positiva moderada (0,36 > r <0,67=linha azul) conforme proposto por Taylor'®,
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Resumo

As microvesiculas sdo importantes mediadores de comunicagéo entre as células. Elas medeiam o efluxo
de quimioterapicos promovendo a sobrevivéncia celular, e o nimero de MVs formadas apds o
tratamento com farmacos pode ter relacdo com sua resisténcia a medicacdo. Por isso caracterizar o perfil
das MVs nos pacientes diagndsticados com LMC e durante o tratamento terapéutica se torna importante
também para o estudo da resposta ao tratamento desses pacientes. Nesta pesquisa foi coletado sangue
periférico de 15 pacientes (ao diagnostico, em citorreducdo, em 3 meses e em 6 meses de tratamento
com o ITK) e de 15 doadores de sangue (em momento Unico). Em seguida, foi realizada a
imunofenotipagem das MVs por citometria de fluxo, utilizando os marcadores de superficie especificos
para identificar células progenitoras, células mieloides, leucécitos, células dendriticas, mondcitos,
neutrofilos, células T, células B, plaquetas, eritrécitos e células endoteliais. Esta pesquisa mostrou que
0s pacientes com LMC expressam mais MVs CD34+, CD16+, CD66b, CD11c, CD235a, CD51/61, em

comparagdo aos doadores de sangue. Além disso, durante o tratamento com o inibidor tirosina quinase,
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houve queda na expressdo de todas as MVs aos 3 meses de tratamento. Porém, aos 6 meses de uso do
ITK foi observado o aumento das MVs, e paralelamente, mais de 80% dos pacientes tiveram resposta
terapéutica inadequada. Assim, pode-se sugerir que as MVs podem ser usadas como indicador de

resisténcia terapéutica.

1. INTRODUCAO

A LMC ¢é uma neoplasia mieloproliferativa [1-4] que se origina de uma célula-tronco
hematopoiética [1,5] e apresenta, em 95% dos casos [6,7], 0 cromossomo Philadelphia (Ph+), que é
resultado de uma translocacdo reciproca entre 0s bracos longos dos cromossomos 9 e 22 t(9;22)
(934.1;9q11.2)[1,2,5,8], e produz um gene de fusdo9 BCR :: ABL1 [1,5,8,10] que traduz uma proteina
quimérica com atividade tirosina quinase aumentada [2,7,11]. Além disso, h& outros efeitos celulares
gerados na LMC, como por exemplo, desregulacdo da adesdo celular, descontrole do ciclo celular e
inibicdo da apoptose e autofagia [12]. O diagnostico dos pacientes geralmente ocorre na fase cronica e
se a doenca nao for tratada de forma eficaz, a LMC pode evoluir [13] e progredir para a crise blastica,
fase que se assemelha a leucemia aguda [12,14].

O tratamento é realizado com inibidores tirosina quinase (ITK) [15,16]. Este medicamento age
na proteina hibrida traduzida devido a translocacdo dos cromossomos 9 e 22 [17] e mostra uma rapida
diminui¢do da carga da doenca, abaixo do limite de deteccao de ensaios, como na citogenética da medula
Ossea [18]. O principal objetivo de realizar a terapia com os ITK é atingir uma resposta citogenética
completa. Esta acontece quando o cromossomo (Ph+) ndo é mais detectavel na medula éssea [18], sendo
relevante, portanto, o monitoramento dos pacientes com LMC em terapia, ja que a resposta molecular
fornece informacges progndsticas e ajuda a determinar se um paciente esta respondendo ao tratamento
[19].

Visando ajudar no prognostico da doenca, tratamento e acompanhamento desses pacientes,
estudar o papel das microvesiculas (MVs) nos pacientes com LMC, se torna importante, pois elas sdo
importantes mediadores de comunicacdo intercelular [20]. Um dos papéis principais das MVs na
progressdo do tumor ¢ a habilidade de alterar o comportamento de outros tipos de células propiciando
assim a sobrevivéncia das células tumorais. Dessa forma, as MVs podem facilitar a progressdo da doenca
ao orientar a carga citotoxica para as células imunes circulantes [21]. Visto que estdo envolvidas em
processos angiogénicos e podem afetar a sobrevivéncia / apoptose celular em 6rgéos distantes como
baco e figado em doencas hematoldgicas, as MVs afetam também 0s processos metastaticos e o
desenvolvimento de resisténcia a maltiplas drogas [22].

Sabe-se que as MVs medeiam o efluxo de quimioterapicos promovendo a sobrevivéncia celular,
e 0 numero de MVs formadas apds o tratamento com farmacos demonstrou correlagdo com sua
resisténcia quimioterapica [21], coincidindo com um aumento progressivo da gravidade da doenca [23].
Como existe a possibilidade de surgir células resistente a terapia, intolerancia ao tratamento, bem como

efeitos adversos ou até mesmo evolucdo da doenca para uma forma mais grave [12], é necessario que as
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pesquisas continuem buscando alternativas, referentes ao tratamento dos pacientes com LMC com o
proposito de melhorar o prognostico da doenga e a qualidades de vida desses pacientes.

Diante disso, foi proposto um estudo exploratério a fim de caracterizar o perfil de MVs em
pacientes com Leucemia Mieloide Crbnica ao diagndstico e no seguimento clinico durante o tratamento

terapéutico através da imunofenotipagem por citometria de fluxo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Tipo e local do estudo

Foi realizado um estudo descritivo e exploratdrio, do tipo bidirecional, visando caracterizar as
populacbes de MVs derivadas de células leucémicas e leucécitos inflamatorios em pacientes
diagnosticados com LMC tratados na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas, HEMOAM, localizada na cidade de Manaus, AM, Brasil. O estudo foi realizado no periodo
de julho de 2021 a Fevereiro de 2023. O processamento e as analises laboratoriais foram realizadas nos
Laboratério Multidisciplinar da Fundagdo HEMOAM e no Laboratério do Grupo Integrado de Pesquisas
em Biomarcadores - GIPB, Instituto René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ-Minas, Belo

Horizonte, MG, Brasil.

2.2 Aspectos Eticos

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica da Fundacao Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas sob o n° de parecer: 4.831.211. Todos os participantes
aceitaram fazer parte do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
atendo a resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude para pesquisas envolvendo seres

humanos.

2.3 Populagéo do Estudo

Trinta individuos, de ambos o0s sexos, com idade a partir de 18 anos, foram pareados por género
e divididos em dois grupos: 15 pacientes com LMC (LMC) em fase cronica da doencga, atendidos no
servico de hematologia da Fundagdo HEMOAM e 15 candidatos a doadores de sangue saudaveis
considerados grupo controle (GC), com teste de triagem soroldgica e tecnologia de amplificacdo de
acidos nucleicos (NAT HIV/HCV/HBV) ndo detectaveis, atendidos no servico de hemoterapia da
Fundacdo HEMOAM.

24 Coleta de dados clinicos e laboratoriais
Os dados clinico-laboratoriais dos pacientes foram coletados a partir de registros do sistema
iDoctor e de prontuérios da Fundacdo HEMOAM, através do Setor de atendimento médico e estatistico

(SAME), pelos registros do laboratério de Genémica e do laboratério de Analises Clinicas da Fundacéo
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HEMOAM. As varidveis coletadas, foram: idade, sexo, procedéncia, hemograma, exame de
monitoramento molecular por reagdo em cadeia da polimerase por Transcriptase reversa (RT-gPCR)
BCR::ABL1 (qualitativo e quantitativo), citogenética. Os dados dos doadores de sangue para 0 grupo
controle foram coletados a partir do sistema Hemosys do Setor de triagem e coleta da Fundacéo

HEMOAM, sendo essas as variaveis coletadas: idade, sexo, procedéncia.

2.5 Amostras Bioldgicas

As amostras de sangue periférico foram coletadas por puncdo venosa utilizando tubos com
sistema a vacuo, contendo anticoagulante citrato de s6dio. Amostras dos Pacientes foram coletadas em
guatro momentos: no diagndstico (Tempo 1 — DO0), aproximadamente 2 meses apds o diagndstico, em
citorreducdo (Tempo 2 — F1), aos trés meses de tratamento com o ITK (Tempo 3 — F2) e aos 6 meses de
uso do ITK (Tempo 4 — F3). Amostras do grupo controle foram coletadas em um Gnico momento.
As amostras foram processadas ap6s a coleta para obter o plasma pobre em plaquetas (PPP) por
centrifugacdo a 400 x g por 15 min em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras de PPP foram
aliquotadas e transferidas para criotubos e armazenadas no biorrepositério do Laboratdrio
Multidisciplinar da Fundacdo HEMOAM, em freezer -80°C, até o momento da analise das MVs por

citometria de fluxo.

2.6 Analise fenotipica de MVs circulantes por citometria de fluxo

A analise das MVs, por citometria de fluxo, foi realizada conforme descrito por Bode e
Hickerson24. As amostras de PPP foram descongeladas em banho-maria a 37°C, e em seguida,
aliquotadas em microtubos e centrifugadas em alta velocidade a 21475 x g por 10 minutos para se obter
0 Plasma Livre de Plaguetas (PLP). Em seguida, as amostras foram tratadas com tampdo citrato-
heparina, e novamente centrifugadas a 21475 x g por 90 min a 15°C, o sobrenadante foi descartado e 0s
pellets foram ressuspendidos em tubos contendo 100 pl de tampao anexina e distribuidos nos pogos
(placa) contendo os anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos distintos para identificar:
CD34PE (células progenitoras), CD33APC (células mieloides), CD45APC (leucdcitos), CD11cPE-Cy5
(células dendriticas), CD14PerCP (mondcitos), CD16PE e CD66bPE (neutréfilos), CD3PE (células T),
CD19APC (células B), CD41aPerCP (plaquetas), CD235aPE-Cy5 (eritrdcitos), CD51/CD61PE (células
endoteliais) e Anexina V-FITC, marcador de fosfatidilserina. Depois as amostras foram entéo incubados
por 30 minutos ao abrigo de luz em TA. Como controle interno, a autofluorescéncia foi incluido em
cada corrida experimental, na qual uma aliquota de suspensdo de MV foi incubada na auséncia de
anticorpos monoclonais e Anexina V-FITC. Enquanto que aliquotas de anticorpos monoclonais e
Anexina V-FITC foram incubadas na auséncia de MV. Em seguida, adicionou-se 300 ul de tampao
Anexina V nos pocos, e entdo os contelildos foram transferidos para os microtubos de citometria de
fluxo. A aquisicdo das amostras foi realizada no citémetro de fluxo CytoFLEX S (Beckman Coulter)

com controle de volume aspirado/minuto. O equipamento é altamente sensivel e possui um sistema de
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injecdo de amostra volumétrica que permite a contagem absoluta de particulas. A aquisi¢cdo da amostra

foi feita durante 2 min por amostra.

2.7 Anélise descritiva e estatistica

A andlise fenotipica foi realizada através do programa FlowJo. Microesferas de calibracdo com
tamanho padrdo de 100nm a 900nm, chamadas de Gigamix, foram utilizadas como referéncia para
caracterizagdo das MVs. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad
Prism 9.0.0. A normalidade dos dados foi demonstrada pelo teste de Shapiro-Wilk. Apds a identificacdo
da distribuicdo dos dados, descrevemos os resultados por meio da mediana e intervalo interquartil (IQR)
de acordo com a distribui¢do das variaveis. Para comparacdo entre varidveis categdrica usou-se teste
exato de Fisher. Devido aos parametros da distribuicdo dos dados, para a andlise de grupos
independentes, foi realizado o teste de Mann-Whitney. Para analise de dois grupos pareados, realizou-
se o teste de Wilcoxon e para trés grupos pareados, utilizou-se o teste de Friedman, seguido do teste de
Dunn’s para multiplas compara¢des. Os dados obtidos com o valor de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

2.8 Anélise da Matriz de correlacdo e redes interativas

As Redes interativas foram montadas para avaliar as associa¢fes entre as MVs dos pacientes
em cada tempo do acompanhamento e do grupo controle. A associagdo entre os niveis quantitativos de
MVs foi determinada pelo coeficiente de correlacdo de Spearman no software GraphPad Prism 9.0.0, e
a significancia estatistica foi considerada apenas se p< 0,05. Em seguida, as correlagdes significativas
foram compiladas usando o software de acesso aberto Cytoscape (versdo 3.10.0). Para representar cada
populacdo de MV analisada, usou-se n6s em forma de circulo, montados em layouts circulares, onde
cada tempo tem uma cor especifica na rede. O tamanho do n6 depende do nimero de interagdes entre
as populacdes de MVs e a conexdo dos nos indica a forca da correlagdo como positiva forte

(r>0,68=linha preta) e positiva moderada (0,36 > r <0,67=linha azul) conforme proposto por Taylor [25].

3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da populacao do estudo

Tanto pacientes quanto o grupo controle possuem a mesma porcentagem em relagdo ao género,
60% sdo homens e 40% mulheres. Os pacientes apresentaram mediana de idade de 43 anos (IQR 39-57)
e 0 grupo controle apresentou mediana de idade de 52 anos (IQR 51-53). Todos os participantes do
grupo controle residiam na capital, enquanto que no grupo dos pacientes 33.33% eram procedentes de

municipios do interior do Amazonas, e 0s demais pacientes viviam em Manaus (66,7%).
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Todos os pacientes foram diagnosticados na fase cronica da LMC, e apresentavam 0
cromossomo Ph+ e /ou a proteina BCR::ABL1. Durante o periodo de diagnostico, 0s pacientes
apresentaram diversos sinais e sintomas clinicos. Entre eles, o mais observado foi a perda de peso
(66,7%), sequido da esplenomegalia (60%), febre (53,3%), além das dores no corpo, costa, peito ou
pescogo e fadiga/astenia (40%). Os demais sintomas estavam presentes em menos de 34% desses

pacientes (Tabela 1).

A partir dos 3 meses de tratamento com ITKSs, 0s pacientes iniciam o monitoramento molecular
através da quantificacdo de transcritos provenientes de blastos leucémicos por reacdo em cadeia da
polimerase por Transcriptase reversa (RT-qPCR), mas neste estudo, foi analisado os exames a partir dos
6 meses de tratamento com o ITKs. Dos 15 pacientes, 20% n&o realizaram 0 exame no tempo estudado,
e 80% dos pacientes realizaram o exame de monitoramento molecular (RT-qPCR). Dos 80% que
realizaram o exame, 50% apresentaram falha ao tratamento (BCR::ABL >10%), 33,3% estavam em
alerta (BCR::ABL >1-10%) e 16,7% apresentaram resposta molecular 6tima (BCR::ABL < 1%).

Tabela 1. Dados sociodemogréficos e sinais clinicos da populacéo estudada.

Caracteristicas ?\1315 hi’ll% P value
Idade
Mediana (IQR) 52 (51-53) 43 (39-57) 0,1073
Género N (%0)
Feminino 6 (40) 6 (40)

) >0,9999
Masculino 9 (60) 9 (60)
Procedéncia N (%0)
Manaus 15 (100) 10 (66,67) 0.0421
Interior do Amazonas* 0(0) 5 (33,33) '

Manifestacgdes Clinicas e laboratoriais N (%6)

Perda de peso - 10 (66,7) -
Esplenomegalia. - 9 (60) -
Febre - 8 (53,3) -
Dor em diversas partes do corpo - 6 (40) -
Fadiga/Astenia - 6 (40) -
Desconforto ou dor abdominal - 5(33,3) -
Dor dos membros inferiores - 4 (26,7) -
Tontura - 4 (26,7) -
Calafrio - 4 (26,7) -
Cefaleia - 3(20) -
Cansaco - 3(20) -

Outros* - 12 (80) -
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Reposta ao Tratamento(RT-gPCR)

RM - Otima 2(16,7) -
Alerta 6 (50) -
Falha 4 (33,3) -

Os dados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil - IQR, (%) e n° da amostragem - N. Os dados foram
comparados usando o teste exato de Fisher para variaveis categoricas e para varidveis continuas usou-se teste t ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Os dados com valor de p<0,05 foram considerados significativo. * Municipios: Barreirinha
(1), Caapiranga (1), Itacoatiara (1), Tapaua (1) e Tefé (1) * Sintomas apresentados por 2 ou apenas 1 paciente: Nausea; Tosse
seca; Edema nos membros inferiores; Vertigem; Equimoses; Gengivorragia; Hepatomegalia; Diarreia; Priaprismo; Falta de
ar; Palidez; Falta de apetite; Constipagao e flatuléncia; Rinorragia e Metrorragia; RM — Resposta molecular. Resposta Otima
BCR::ABL < 1%; Alerta, BCR::ABL >1-10%; Falha, BCR::ABL >10%.

A mediana das contagem totais de glébulos vermelhos (RBC) dos pacientes com LMC foi de
3,38 milhdes/mm3 (2,85-3,87), isto &, abaixo dos valores de referéncia (3,9 -6,0) em DO. A plaquetose
foi observada em 60% dos pacientes em DO e a mediana da contagem total de Leucdcitos (WBC) nesses
pacientes foi muito maior em comparacéo ao valor de referéncia (3600-11000) em DO e F1. Observa-se
a presenca exacerbada de células imaturas ao diagnostico e também o aumento de outras células, como
monocitos, eosinofilos e basofilos (Tabela 2). Observou-se que a medida que os pacientes aderiam ao

tratamento os paramentos hematoldgicos foram se restabelecendo (DO, F1, F2 e F3).



Tabela 2. Dados hematoldgicos dos pacientes com LMC ao diagnéstico e ao tratamento.
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Hemograma LMC P value
DO F1 F2 F3
2>0,9999
RBC (X 10%/mm’) 3,38 3,77 4,19 4,03 °0,0973
(2,85-3,87) (3,30-3,86) (3,61-4,84) (3,55-4,49) ¢0,9999
40,2034
WBC (cells/mm3) 171600 27865 5200 4320 P<0,0001
(65410-279700)  (21560-50800) (4100-7150) (3530-6040) €<0,0001
40,0973
Blastos (cells/mms?) 5159 0 0 0 b0,0088
(0-8150) (0-570) (0-0) (0-0) °<0,0032
40,1419
Promieldcitos (cells/mm3) 6324 5295 0 0 ®0,0001
(2161-11433) (0-1481) (0-0) (0-0) °<0,0001
30,4626
Mieldcitos (cells/mm?) 7849 608,5 0 0 ®0,0024
(0-27970) (0-3479) (0-0) (0-0) ©<0,0011
30,0349
Metamielécitos (cells/mm3) 22820 1863 0 0 b<0,0001
(6541-33564)  (0-4236) (0-0) (0-0) °<0,0001
30,0349
Neutrofilos-Bastao (cells/mm3) 20592 2462 0 0 b<0,0001
(5232-31620)  (0-5080) (0-0) (0-0) ©<0,0001
40,2863
Neutrofilos Segmentado (cells/mms3) 59254 15860 2667 2213 b<0,0001
(30958-116994)  (11110-23468)  (2276-4719) (1500-3382) ©<0,0001
30,0433
Linfdcitos (cells/mm3) 6860 2761 1852 2157 b<0,0001
(4322-9780) (2210-3990) (1588-2133) (1458-2365) ©<0,0001
2>0,9999
Mondcitos (cells/mms3) 1730 758 235 2125 ®0,1419
(0-3432) (378-1656) (180-254) (143-250) ©<0,0433
4>0,9999
Eosindfilos (cells/mms3) 6520 887,5 196 99 b0,0041
(1420-17300)  (431-2432) (138-294) (71-131) °<0,0001
40,5381
Basofilos (cells/mm3) 5594 382 33 28 b0,0433
(1420-8650) (0-1124) (18-116) (17-35) ©0,0024
4>0,9999
Plaguetas (cells/mm3) 539000 521500 201000 233000 °0,0655
(289000-981000)  (390000-898000)  (183000-434000)  (184000-246000) <0 0069

Os dados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil - IQR, e n°® da amostragem— N; DO — Ao diagnéstico ; F1 — follow-up/seguimento; F2 — follow-up/tratamento 3
meses com ITK; F3 — follow-up/tratamento 6 meses com ITK; D0 vs F1; °D0 vs F2; °D0 vs F3; Os dados foram comparados usando o teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s

para multiplas comparagdes. Os dados com valor de p<0,05 foram considerados significativo.
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3.2 Perfil geral de microvesiculas plasméticas em pacientes diagnosticados com LMC em
comparacdo com controles saudaveis

A Figura 1 apresenta a contagem absoluta de MVs circulantes do plasma de Pacientes
com LMC ao diagndstico e compara com o grupo controle. A andlise dos dados revelou uma
diferenca entre os grupos, indicando que os pacientes com leucemia expressaram um maior
namero de MVs Anexina V++ (MVs totais) em comparacao aos individuos saudaveis. Esse perfil
aumentando nos pacientes com LMC e com significancia estatistica foi encontrado também nas
MVs de CD34+ (Cel. Progenitoras), CD11c+ (Cel. Dendriticas), CD16+ e CD66b+ (Neutrofilos),
CD235a+ (Eritrocitos) e CD51/61+ (Cel. Endoteliais) em comparag&o ao controle. Os marcadores
das Células mieloide (CD33), de leuctcitos totais (CD45), mondcitos (CD14), Células T (CD3),
e 0 marcador plaquetario (CD41a) estavam aumentados mas ndo mostraram diferenca estatisticas
entre 0s grupos na expressdo dessas MVs. A Unica populacdo de MV que apresentou uma

diminuicdo em sua expressdo foi a MV CD19+ (Células B), porém sem diferenca significativa.
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Figura 1. Perfil geral das MVs plasmaticas de pacientes com LMC ao diagnéstico comparados ao grupo controle. Os niveis de MVs
foram quantificados por citometria de fluxo conforme descrito na metodologia. Comparagéo entre os niveis de MVs totais — Anexina
++; MVs derivadas de Progenitores — CD34; Mieloides — CD33; Leucdcitos — CD45; Células dendriticas — CD11c; Monécitos —
CD14; Neutrofilos — CD16 e CD66b; Células T — CD3; Células B — CD19; Plaquetas — CD41a; Eritrocitos — CD235a; e Células
Endoteliais — CD51/61. Os resultados estdo apresentados em gréaficos de barras, mostrando a mediana (intervalo interquartil) do
ntmero absoluto de MV/mm? de plasma. A analise dos dados foi realizada através do teste de Mann-Whitney. Diferengas significativas
foram destacadas por linha de conexao e asteriscos para p<0,001 (***), para p<0,01 (**) ou p<0,05 (*). Abrevia¢do: GC — Grupo
Controle; DO — Pacientes com LMC ao diagnéstico.
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3.3 Perfil panoramico de microvesiculas plasmaticas de pacientes diagnosticados com
LMC e em tratamento com o Inibidor Tirosina Quinase

A Figura 2 apresenta a contagem absoluta de MVs circulantes do plasma de Pacientes
com LMC ao diagnéstico (D0) comparados aos 3 meses (F2) e 6 meses (F3) de tratamento com
0 ITK. A Andlise dos dados mostrou que ha uma queda na expressao das MVs de Anexina V**
(MVs totais) ao longo do tratamento com o ITK em 3 meses (F2) e em 6 meses (F3) quando
comparado com as MVs produzidas ao diagndésticos (D0). Essa diferenca significativa entre os
tempos também foi vista has MVs CD16* e CD66b* (Neutréfilos) e MVs CD3* (Células T) (DO
vs F2 e DO vs F3). Também houve queda significativa na expressdo das MVs CD34* (Células
Progenitoras), MVs CD33* (Células Mieloides), MVs CD45" (Leucécitos), MVs CD11c*
(Células Dendriticas), MVs CD14* (Mondcitos), MVs CD19* (Células B), MVs CD235a*
(Eritrécitos) e MVs CD51/61* (Células Endoteliais), porém essa diferenca significativa entre os
grupos ocorreu entre DO vs F2. As MVs derivadas de plaquetas (CD41a) ndo mostraram diferenca
alguma entre os tempos. Além disso, quando se compara 0s grupos no tempo F2 vs F3 ndo ha
significancia estatistica, porém é possivel notar em quase todas as populacbes de MVs, um
aumento no numero de MVs em F3 em relacdo a F2, esse perfil s6 ndo é encontrado nas

populacdes de MVs de CD3* e CD19* que estdo diminuidas ao longo do tempo.
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Figura 2. Perfil panoramico de MVs plasmaticas de pacientes com LMC ao diagnéstico e em tratamento com ITK. Comparagéo ao longo
do tempo (3 e 6 meses de tratamento) entre os niveis de MVs totais — Anexina ++; MVs derivadas de Progenitores — CD34; Mieloides —
CD33; Leucdécitos — CD45; Células dendriticas — CD11c; Monécitos — CD14; Neutréfilos — CD16 e CD66b; Células T — CD3; Células B
— CD19; Plaquetas — CD41a; Eritrocitos — CD235a; e Células Endoteliais — CD51/61. Os resultados estdo apresentados em graficos de
barras, mostrando a mediana (intervalo interquartil) do nimero absoluto de MV/mm?3 de plasma, (n=12 pacientes). A analise dos dados foi
realizada através do teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s para miltiplas comparagdes. Diferencas significativas foram destacadas
por linha de conexdo e asteriscos para p<0,0001 (****), para p<0,001 (***), para p<0,005 (**) ou p<0,05 (*). Abreviagdo: DO — Pacientes
com LMC ao diagnéstico; F2 — follow-up/tratamento — 3 meses com ITK; F3 — follow-up/tratamento — 6 meses com ITK.

3.3 Redes de interagdes de MVs circulantes dos Pacientes com LMC ao longo do
tratamento e grupo controle

As redes construidas representam a interacdo entre as populacbes de MVs circulantes.
Essa interacdo € ilustrada por meio das conexdes entre uma populacdo de microvesicula e outra,
em cada tempo de tratamento dos pacientes com LMC e do grupo controle (Figura 3). Nota-se,
em todas as redes de interacdo, que as conexdes entre as populacbes de MVs possuem uma
correlacdo positiva forte (linha preta), mas é possivel observar que ha também correlacfes
moderadas (linha azul) entre algumas populacGes. Percebe-se uma menor interacdo das MVs em
D0 em comparacdo ao grupo controle. Na rede DO, CD14 (mondcitos) e CD45 (leucécitos) se
correlacionaram com apenas um tipo de MV e CD66b (neutrofilo) interagiu com duas populagoes
de MVs. CD41a (plaquetas) ndo interagiu com nenhuma outra MV e CD3, CD16 e CD34 foram

as MVs que mais interagiram com outras popula¢des de MVs, nessa rede. Enquanto que na rede
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do controle, observa-se que as MVs de CD66b+ (neutréfilos) e CD33* (células mieloides)
apresentam um maior nimero de interagcbes. CD