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RESUMO 

 

A Leucemia Mieloide Crônica é uma neoplasia hematológica que afeta as células da 

linhagem mieloide. A grande maioria dos pacientes apresentam o cromossomo 

Philadelphia, que produz uma proteína híbrida com a atividade tirosina quinase 

aumentada. O tratamento é realizado com inibidores tirosina quinase, que bloqueiam a 

expressão da oncoproteína. Os inibidores atuam no controle de células imaturas sendo de 

extrema importância o monitoramento molecular dos pacientes. Nos últimos anos tem 

sido estudado a importância das Microvesículas, pois elas podem ser usadas como 

marcador de recidiva durante a doença, e fornecer informações sobre resistência à 

farmacos. Visto que elas têm um papel importante na comunicação intercelular e estudos 

indicam que sua liberação aumenta em processos patológicos. O objetivo deste estudo foi 

caracterizar o perfil de Microvesículas em pacientes com Leucemia Mieloide Crônica ao 

diagnóstico e durante o primeiro ano de tratamento. Esta pesquisa se trata de um estudo 

descritivo e exploratório, do tipo bidirecional. Foram recrutados trinta pacientes de ambos 

os 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 diagnóstico, em citorredução, 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 quantificações e análises fenotípicas através da técnica de Citometria de 

fluxo usando marcadores de superfície para identificar células progenitoras, células 

mieloides, leucócitos, células dendríticas, monócitos, neutrófilos, células T, células B, 

plaquetas, eritrócitos e células endoteliais. Os resultados da pesquisa demonstraram que 

as microvesículas liberas de células progenitoras (CD34), neutrófilos (CD16 e CD66), 

eritrócitos (CD235a), células dendríticas (CD11c) e células endoteliais (CD51/61) são 

significativamente mais expressas nos pacientes com LMC ao diagnóstico em 

comparação ao grupo controle. Contudo, ao inicio do tratamento com inibidores tirosina 

quinase, pode-se observar a diminuição da quantidade de microvesículas liberadas de 

células progenitoras, células mieloides, leucócitos, células dendríticas, monócitos, 

neutrófilos, células T, células B, eritrócitos e células endoteliais. Além disso, foram  

observadas mudanças nas interações entre as populações de microvesículas ao longo do 

acompanhamento dos pacientes. Investigações futuras são necessárias com o número 

maior de participantes e os acompanhando por mais tempo, para assim validar esses 

achados. 

 

 

 

Palavras Chaves: Leucemia mieloide crônica, vesículas extracelulares, microvesículas, 

células hematopoiéticas e tratamento terapêutico. 
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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 CD66), 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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INTRODUÇÃO 

 
 

A Leucemia Mieloide Crônica (LMC) é uma neoplasia hematológica que atinge as 

células da linhagem mieloide e uma das características da doença é a presença do cromossomo 

Philadelphia na maioria dos pacientes diagnosticados, este é resultado da translocação entre os 

cromossomos 9 e 22, que vai traduzir uma oncoproteína com sua atividade tirosina quinase 

aumentada1. 

A LMC é responsável por cerca de 15% de todas as leucemias e tem incidência 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 predominância no sexo masculino1,2. 

A história natural da LMC antes da introdução de inibidores de tirosina quinase (ITK) 

era bifásica ou trifásica: a Fase Crônica (FC) indolente seguida por uma Fase Blástica (FB), 

com ou sem uma Fase Acelerada (FA)3. O diagnóstico da LMC, geralmente, acontece na fase 

crônica durante exames de rotina4. Contudo, se a doença não for tratada de forma eficaz, a LMC 

pode evoluir para Fase Blástica, podendo se assemelhar à leucemia aguda5. 

Visando entender melhor a LMC e ajudar no prognóstico da doença, tratamento e 

acompanhamento desses pacientes, percebeu-se a importância de estudar o papel das 

Microvesículas nos pacientes com LMC, já que as Vesículas Extracelulares são importantes 

mediadores de comunicação intercelular6. 

As Vesículas Extracelulares (VEs) fazem parte de um grupo heterogêneo de partículas 

que são liberadas por vários tipos de células, e se formam no sistema endossômico ou por 

brotação da membrana plasmática7. Elas são classificadas no mínimo em três populações: 

exossomos, microvesículas e corpos apoptóticos8. A caracterização é feita a partir das 

diferenças de tamanho, biogênese, composição e funções9.  

O papel principal das VEs é promover a comunicação entre as células10. Há evidências 

que apontam que as microvesículas (MVs) participem de vários processos fisiológicos e 

patológicos e sua liberação é substancialmente maior durante a progressão do câncer7. Alguns 

estudos sugerem que elas têm potencial de biomarcador para fins de diagnóstico, prognóstico e 

monitoramento de pacientes, além de alvos terapêuticos10.  

Conhecer o perfil das MVs em pacientes com Leucemia Mieloide Crônica e seu possível 

papel, é fundamental para sua avaliação enquanto biomarcador de prognóstico clínico para os 

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

2.1 Hematopoese 

A hematopoese é o processo envolvido na produção e formação das células sanguíneas 

a partir de células-tronco humanas (HSCs) na medula óssea, com subsequente diferenciação e 

desenvolvimento celular, formando eritrócitos, granulócitos, monócitos, plaquetas e 

linfócito1,11 (Figura 1). 

A hematopoese inicia-se com uma célula-tronco pluripotente, que, por divisão celular 

assimétrica, tanto pode autorrenovar-se como pode dar origem a distintas linhagens celulares12. 

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 necessários 

para apoiar a proliferação, diferenciação e maturação de células-tronco ao longo das linhagens 

comprometidas (mielóide ou linfóide), pois o microambiente influencia o comportamento e 

controla a proliferação celular1. Caso ocorra desregulação no ciclo de divisão celular é possível 

o desenvolvimento de neoplasias ou câncer1,11,12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Diagrama mostrando as linhagens celulares originadas da célula-tronco 

hematopoiética da medula óssea.  

Fonte: adaptado de Jagannathan-Bogdan, 201311. 
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2.2 Câncer 

Câncer é o nome usado para descrever as formas mais agressivas de neoplasia, é um 

processo patológico caracterizado por uma proliferação celular descontrolada. Ele é o principal 

problema de saúde pública no mundo e já está entre as quatro principais causas de morte antes 

dos 70 anos de idade na maioria dos países13 de acordo com estimativas da Organização 

Mundial da Saúde (OMS)14.  A nomenclatura dos diferentes tipos de câncer está relacionada ao 

tipo de célula que deu origem a neoplasia15 (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Nomenclatura dos tipos de câncer15  

Nomenclaturas dos tipos de câncer 

Sarcomas Tumores malignos originados dos tecidos 

conjuntivos (mesenquimais). 

Carcinomas Tumores malignos originados dos epitélios 

de revestimento.  

Neoplasias hematopoiéticas Cânceres do sistema sanguíneo, tais como 

leucemia e linfoma. 
 

 

  

A Global cancer statistics (GLOBOCAN) estimou 18,1 milhões de novos casos de 

câncer e 9,6 milhões de mortes por câncer em 201813,16. O risco acumulado de incidência indica 

que 1 em cada 8 homens e 1 em cada 10 mulheres desenvolverão a doença durante a vida16, e 

que independentemente do nível de desenvolvimento humano, o câncer é uma importante causa 

de morbidade e mortalidade em todo o mundo14,16. 

Já em 2020, a Global cancer statistics (GLOBOCAN) indicou um aumento nos novos 

casos e mortes por câncer, sendo 19,3 milhões e quase 10 milhões respectivamente. O risco 

cumulativo de desenvolver e morrer de câncer foi de 1 em cada 5 homens ou mulheres 

desenvolve a doença e 1 em cada 8 homens e 1 em 11 mulheres morrem por causa 

dela.  Segundo Sung et al.14 “estima-se que 28,4 milhões de novos casos de câncer ocorram em 

2040, um aumento de 47% dos 19,3 milhões de casos correspondentes em 2020, assumindo que 

as taxas nacionais estimadas em 2020 permaneçam constantes”. 

A ocorrência de novos casos e a mortalidade por câncer é crescente em todo o 

mundo14,16. Em parte, isso é reflexo do envelhecimento populacional, pois nessa fase há uma 

diminuição da imunidade, da fagocitose, das modificações do microambiente medular, de 
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mutações mieloides17. Além disso, considera-se o crescimento populacional como um reflexo 

das modificações na prevalência e na distribuição dos principais fatores de risco para o câncer, 

dos quais estão relacionados ao desenvolvimento socioeconômico13,14,16. 

O número de casos novos de câncer, no Brasil, também cresce a cada ano. O Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou, para 2018/2019, a 

ocorrência de cerca de 600 mil casos novos de câncer no Brasil para cada um desses anos18. 

Para o triênio 2020-2022, a estimativa indicou a ocorrência 625 mil casos novos13. E a última 

estimativa realizada pelo INCA para o triênio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerão 704 mil 

casos novos de câncer19 (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Comparação das estimativas de novos casos de câncer no Brasil. 
Fonte: Estimativa INCA: 2020 e 202313,19. 

 

Conhecer essas estimativas é importante, pois, segundo a OMS, cerca de 40% das 

mortes por câncer poderia ser evitada. Por meio delas, gestores, profissionais da saúde e 

sociedade em geral poderiam utilizá-las como ferramenta na implementação das ações de 

prevenção e controle de câncer18. 

2.3 Neoplasias oriundas de tecidos hematopoiéticos 

Entre os tipos de câncer, as neoplasias hematológicas são doenças que se expressam por 

alterações localizadas no sangue ou em tecidos formadores dele20. Os cânceres de sangue 

pertencem a um grupo heterogêneo de doenças malignas21, e podem ser originados da evolução 
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clonal do compartimento das células-tronco hematopoiéticas ou da transformação de células 

progenitoras com potencial imunológico. Os principais grupos de neoplasia oriundas dos 

tecidos hematopoiéticos são os linfomas, mielomas e leucemias1,22. 

Os avanços nos cuidados dos pacientes com neoplasias hematológicas, nos últimos anos, 

têm melhorado a sobrevida e a qualidade de vida desses pacientes. Porém, ressalta-se a 

complexidade e os detalhes para se chegar ao diagnóstico e, consequentemente, o prognóstico 

dessas doenças21. Segundo os dados nacionais dos Registros de Câncer de Base Populacional 

mostram que as Neoplasias hematológicas correspondem a 5% do total de novos casos de todas 

as neoplasias e 7% de todos os óbitos por câncer22. Por isso, é necessário que o monitoramento 

da morbimortalidade por câncer seja contínuo na gestão da saúde, tornando-o instrumento 

essencial para o estabelecimento de ações de promoção da saúde, prevenção e controle do 

câncer e dos seus fatores de risco21. 

2.4 Leucemias 

A leucemia é uma das doenças malignas mais comuns que afetam a população 

mundial23. A nível global, em 2018, a leucemia foi classificada como o décimo quinto câncer 

mais comum diagnosticado com 437.033 casos e 309.006 óbitos, totalizando a décima primeira 

causa de morte por doenças malignas16,23. Já em 2020 houve um aumento na estimativa para 

474.519 de novos casos de leucemia e um aumento para 311.594 na mortalidade14,24.  

Na América do Sul, segundo a OMS, através do relatório da GLOBOCAN 202024 a 

incidência de Leucemia foi de 25.700 novos casos, e a taxa de mortalidade foi estimada em 

18.684 casos de mortes. Tanto a incidência mundial de casos novos e mortalidades quanto a 

incidência na América do Sul indicaram que homens são mais afetados que mulheres. 

Para o Brasil, o número estimado de casos novos de leucemia para cada ano do triênio 

2023-2025, é de 11.540 casos, sendo 6.250 casos em homens e de 5.290 em mulheres. Isso 

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 não melanoma, na região 

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)19. 
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 No Amazonas, em 2020, houve uma estimativa de 180 novos casos de leucemia, dos 

quais 130 foram registrados na capital, Manaus13. Para este ano, em 2023, a previsão é de 200 

novos casos no estado, com uma estimativa de 140 novos casos em Manaus19. Porém, segundo 

as estimativas de população do IBGE, a população de Manaus corresponde a aproximadamente 

53% da população do Estado do Amazonas25. Logo, infere-se um déficit em torno de 25% de 

casos esperados para o diagnóstico na população do interior do Estado do Amazonas.  

  

Figura 3. Representação espacial das taxas ajustadas de incidência por 100 mil 

homens/mulheres, estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade da Federação. 

Fonte: Estimativa INCA:202319. 

 

O Brasil tem um território com extensão continental25, mas não tem estratégia nacional 

e nem financiamento para a ciência para atender às necessidades do país, somente 8,5% dos 

médicos que trabalham exclusivamente no Sistema Único de Saúde (SUS) classificam como 

bom o acesso ao diagnóstico e tratamento do câncer, e como agravante, a pandemia de Covid-

19 aprofundou dificuldades e aumentou desigualdades entre o SUS e o setor privado26.  

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 hemovigilância do Centro de referência em Hemoterapia e Hematologia do 

Amazonas27. 
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A leucemia é classificada conforme o tipo de célula acometida e dependendo da 

velocidade de progressão da doença. Caso as células afetadas sejam da linhagem linfoide é 

denominada leucemia linfoide. Quando o alvo são as células mieloides são chamadas de 

leucemia mieloide, e de acordo com a progressão da doença as leucemias podem ser 

classificadas em agudas ou crônicas28. 

Combinando as duas classificações, existem quatro tipos mais comuns de leucemia: 

leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoide crônica 

(LLC), e Leucemia mieloide crônica (LMC)3,28,29. 

2.5 Leucemia Mieloide Crônica e sua fisiopatologia 

 A Leucemia Mieloide Crônica é uma neoplasia mieloproliferativa1,2,30,31 que se origina 

de uma célula-tronco hematopoiética alterada1,32 e apresenta em 95% dos casos28,33 o 

cromossomo Philadelphia (Ph+) que é resultado da translocação recíproca entre os braços 

longos dos cromossomos 9 e 22 t(9;22) (q34.1;q11.2)1,30,32–34 e produz um gene de fusão BCR 

:: ABL11,32,34 que traduz uma proteína quimérica com atividade tirosina quinase 

aumentada30,33,35 (Figura 4). 

 

 

 

 

 

  

Figura 4. Translocação recíproca entre os cromossomos 9 e 22 

Fonte: adaptada de Nussbaum, 2021 e de Apperley, 201532,36. 
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Essa oncoproteína BCR::ABL pode variar em tamanho dependendo do ponto de quebra 

dentro do gene BCR5,37. Essa interrupção ou quebra do gene pode ocorrer em uma das três 

posições, chamadas de maior-bcr (M-bcr), menor-bcr (m-bcr) e micro-bcr (μ-bcr)37, e dessa 

forma traduzir uma proteína de fusão de tamanho 190 kDa, 210 kDa ou 230 kDa. Na LMC o 

fenótipo BCR::ABL1 p210 é encontrado em 95% dos pacientes do que o fenótipo 

BCR::ABL1 p190, que é mais encontrado em paciente com LLA Philadelfia positivo (Ph+), 

apenas 1% dos pacientes com LMC apresenta o p190, já a proteína p230 foi pouco descrita na 

literatura5. O ponto de quebra mais associado a LMC é M-bcr e codifica a oncoproteína p210, 

a forma p190 é traduzida se o ponto de quebra ocorrer na região m-bcr37. 

Além da atividade de tirosinoquinase aumentada, os efeitos celulares gerados por esse 

processo neoplásico, podem ser a quebra e danos no reparo da fita de DNA, falta de controle 

do ciclo celular típico, desregulação da adesão celular e inibição da apoptose e autofagia5 Como 

resultado patológico, a diferenciação das células é interrompida e blastos leucêmicos da 

linhagem mieloide se acumulam na medula óssea e no sangue periférico, prejudicando vários 

processos biológicos, como hematopoiese, metabolismo e resposta imune38. 

A LMC é uma doença responsável por cerca de 15% de todas as leucemias2,35,39 e possui 

incidência de 1 a 2 casos para cada 100 mil indivíduos por ano2,35,39,40. Pode ocorrer em qualquer 

idade1,34, porém a maioria dos pacientes é diagnosticada após a quarta década de vida41, apesar 

de que alguns estudos também indicam que o pico pode ocorrer entre os 60 e 70 anos5,40, com 

uma leve predominância do sexo masculino1,5. 

Embora sua etiologia seja desconhecida, a exposição à radiação poderia ser um fator de 

risco. Tal implicação decorre de observações na população de sobreviventes da explosão da 

bomba atômica de Hiroshima, onde houve aumento da incidência relatada de LMC, 1,42 já que 

os casos se tornaram clinicamente evidentes, transcorrido de 3,5 a 6 anos do incidente42. 

2.5.1 História da LMC 

 A Leucemia Mieloide Crônica (LMC), foi descrita pela primeira vez em 1845,  como 

Leucemia Granulocítica Crônica.43,44. Em 1960, Nowell e Hungerford45 identificaram, em 

amostras de sangue de pacientes com LMC, um cromossomo pequeno, que foi chamado de 

“cromossomo diminuto” - uma descoberta que marcou o início de uma nova era na hematologia, 

que levou ao foco atual na medicina molecular44,46. 

A identificação do cromossomo alterado ocorreu após aprimorarem um método de 

visualização de cromossomos em células mitóticas (cariótipo)43, e esta foi a primeira alteração 
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genética encontrada diretamente ligada ao câncer47. Este cromossomo mais tarde foi nomeado 

como o “cromossomo Filadélfia (Ph+)”43, de acordo com o Comitê para a Normalização de 

cromossomos que sugeriram que os cromossomos transmutados são referidos pelo nome da 

cidade onde foram descobertos44. 

  Anos mais tarde, o cromossomo  Ph+ foi identificado como resultado de uma 

translocação entre os cromossomos 9 e 22, resultando na fusão de ABL proto-oncogene 1 

(ABL1)1 e do ativador BCR de RhoGEF e GTPase (BCR)2, o produto gerado é uma tirosina 

quinase com atividade aumentada46. A tirosina quinase oncogênica BCR::ABL1 é responsável 

por iniciar e manter o fenótipo leucêmico das células. Essa oncoproteína também é responsável 

pela fosforilação, ativação e desregulação de proteínas de sinalização intracelular que regulam 

a sobrevivência e o crescimento de células progenitoras na medula óssea48. 

 

2.5.2 Fases e diagnóstico da LMC 

 

A história natural da LMC não tratada era classificada em três fases: uma fase crônica, 

uma fase acelerada e uma fase blástica, também chamada de crise blástica4,49. A fase crônica 

da LMC apresenta-se relativamente indolente nos pacientes, com um aumento das células 

mieloides, tanto imaturas como as células maduras e também uma retenção da diferenciação 

hematopoiética. Este fenótipo facilita a identificação com precisão dos pacientes com LMC. Já 

os fenótipos na fase acelerada e na crise blástica são muito mais variados e agressivos 

comparados a fase crônica. Essas duas fases tem como característica uma diminuição severa da 

diferenciação celular, com a mudança de células maduras para blastos leucêmicos50. 

Em 2022, houve uma atualização na classificação da OMS em relação as fases da LMC 

tornando-se bifásica . Com a utilização dos inibidores de tirosina-quinase (ITK) e através do 

monitoramento cuidadoso da doença, tem-se observado uma redução significativa na incidência 

de progressão para a fase avançada, 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 resistência causada por mutações da quinase ABL1 e/ou anormalidades citogenéticas 

adicionais, bem como o desenvolvimento da Fase blástica (FB), têm sido identificados como 

os principais atributos que caracterizam a doença. Por isso, a FA foi omitida na classificação 

                                                     
1 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 ênfase nas características de alto risco associadas à progressão da fase 

crônica e resistência ao inibidores tirosina quinase3 (Quadro 2). 

 

Quadro 2. Evolução da LMC1,3 

 Classificação antiga - Fases da LMC 

Fase Crônica - FC -    O sangue periférico mostra leucocitose 12-1000 x 109/L.  

- Neutrófilos em vários estágios de maturação com 

predominância de mielócitos e neutrófilos segmentados. 

-   Blastos representam < 2% dos leucócitos.  

- A medula óssea mostra intensa hiperplasia celular com 

proliferação granulocítica e um padrão de maturação 

semelhante àquele no sangue.  

Fase Acelerada - FA Geralmente, o paciente evolui para esta fase, devido não ter 

resposta terapêutica.  

- Apresenta contagem alta de leucócitos persistente ou 

crescente > 10 x 109/L.  

-    Persistência ou esplenomegalia crescente.  

- Persistência de trombocitopenia <100 x 109/L ou 

trombocitose > 1000 x 109/L.  

-   Apresenta ≥ 20% de basófilos no sangue periférico e 10-19% 

de blastos no sangue periférico e/ou medula óssea. 

Fase blástica - FB -   A doença adquire características de leucemia aguda.  

-   ≥ 20% de blastos no sangue periférico ou na medula óssea - 

- Uma proliferação infiltrativa de blastos em um sítio 

extramedular, são diagnósticos da fase blástica da LMC. 

 Classificação atual – Atualização 2022 

Fase Crônica - FC Mantida 

Fase Blástica -   ≥ 20% de blastos mieloides no sangue periférico ou na 

medula óssea; 

- Presença de proliferação extramedular de blastos; ou 

- Presença de linfoblastos aumentados no sangue periférico ou 

na medula óssea. 

 

Geralmente, o diagnóstico dos pacientes com LMC ocorre na fase crônica4, durante 

consultas de rotina, através de exame de sangue e quase 50% dos recém-diagnosticados são 

assintomáticos1,5 Segundo Bavaro et al.49, mais de 90% dos casos de LMC são diagnosticados 

na fase crônica. A suspeita acontece devido os achados clínicos e hematológicos típicos 

(Quadro 3), como o esfregaço de sangue periférico mostrando leucocitose com desvio à 

esquerda, basofilia e medula óssea hipercelular, com hiperplasia granulocítica37 (Figura 5). 
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Quadro 3. Alterações Hematológicas1 

 Alterações hematológicas 

1. Leucocitose 200 x 103/µL. Um espectro completo é visto no sangue periférico de 

células mieloides. 

2. Aumento de basófilos no hemograma. 

3. Anemia normocítica normocrômica é comum. 

4. Contagem de plaqueta aumentada (mais frequente), normal ou diminuída. 

5. Medula óssea hipercelular com predominância granulocitopoética. 

6. Presença do gene de fusão BCR-ABL1 por análise RT-PCR e cromossomo Ph + na 

análise citogenética. 

7. Ácido úrico sérico geralmente aumentado. 

 

 

Figura 5. Microscopia da Leucemia mieloide crônica (Fase crônica). A) Esfregaço de sangue 

periférico mostrando leucocitose e células neutrofílicas em vários estágios de maturação; a 

basofilia é proeminente; B) Biópsia de medula óssea mostrando  

marcada hipercelularidade devido à proliferação granulocítica. 
Fonte: Swerdlow SH et al. 20171. 

 

O diagnóstico é confirmado com a presença do cromossomo Philadelphia (Ph+) e /ou 

com a proteína BCR::ABL11 no sangue periférico ou nas células da médula óssea51 através de 

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

laboratoriais, é possível identificar o estágio da doença e direcionar o tratamento mais adequado 

ao paciente5. 
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Quadro 4. Exames ao diagnóstico e no monitoramento de pacientes com LMC52 

Exames ao diagnóstico e tratamento 

1- Mielograma: necessário para avaliação da morfologia, contagem de blastos e basófilos e 

determinação acurada da fase da doença;  

2- Citogenética/Cariótipo: Para demonstração do cromossomo Philadelphia e avaliar 

presença de mutações cromossômicas adicionais;  

 

3- RT-PCR qualitativo ou quantitativo: Recomendado para a identificação do tipo específico 

de rearranjo BCR::ABL1 ao diagnóstico (RT-PCR qualitativo), sendo este outro fundamental 

para o monitoramento e acompanhamento do tratamento (RT-PCR quantitativo). Também 

possibilita diagnóstico em pacientes Philadelphia negativos;  

 

4- Hibridização in situ ou FISH: para BCR::ABL1: deve ser realizado quando não for 

possível estabelecer o diagnóstico por cariótipo ou RT-PCR. 

 

  Exames quando há falha terapêutica 

1) Mielograma: para determinar fase da doença;  

2) Cariótipo: para avaliação da evolução clonal;  

3) Pesquisa de mutações de ponto no gene BCR :: ABL1.  

 

 

Se a doença não for tratada de forma eficaz, a LMC poderá evoluir4, e então progredir 

para a crise blástica, que nesta fase se assemelha à leucemia aguda5,49. Nos casos em que a LMC 

apresenta sintomas/sinais clínicos (Quadro 5), os aspectos gerais são fadiga, mal-estar, perda 

de peso, suores noturnos e anemia, e cerca de 50% dos pacientes têm esplenomegalia palpável1. 

 

Quadro 5. Aspectos clínicos da LMC32 

 Sintomas/ Sinais clínicos da LMC 

- Frequentes: 

1. Fadiga; 

2. Suor noturno; 

3. Febre 

4. Mal-estar; 

5. Perda de peso; 

6. Dor no quadrante superior esquerdo; e 

7. Esplenomegalia. 

 - Menos frequentes: 

1. Priapismo; 

2. Hemorragias retinianas; 

3. Trombose, sangramento ou ambos; 

4. Dor óssea; 

5. Hepatomegalia; 

6. Linfadenopatia; 

7. Infiltração cutânea  

8. Massa extramedular 
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Os parâmetros hematológicos e clínicos são usados como base para definir as fases da 

doença. No entanto, a resistência a medicamentos, ou o surgimento de anormalidades 

cromossômicas adicionais em células com Ph+ (ACA) levantam preocupações para a 

progressão da doença52 e exige um monitoramento mais próximo desses pacientes, pois o 

aparecimento de ACAs no tratamento é visto como evolução clonal e tem sido associado à 

evolução da doença, uma vez que a frequência dos ACAs é maior nas fases avançadas49. 

Segundo o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas da Leucemia Mieloide Crônica 

do Adulto (PCDT), há outros critérios que sugerem que a LMC está passando por um estágio 

de transformações, além do apresentado no quadro 2, como: evolução citogenética clonal 

observada após a cariotipagem diagnóstica, anormalidades cromossômicas adicionais nas 

células  com Ph+, duplo Ph, trissomia 8, isocromossomo17q, trissomia 19, ou qualquer 

anormalidade cromossômica nas células com o Ph+ adquirida durante a terapia. Todas essas 

características são indicativos de progressão da doença1,53. 

O reconhecimento da progressão da doença é importante para fins de tratamento e 

prognóstico. Sinais clínicos como febre e perda de peso e sintomas relacionados a anemia grave, 

trombocitopenia, aumento da contagem de leucócitos e aumento do baço são caracterizados 

clinicamente nos casos de evolução da doença e sem acompanhamento e tratamento adequado, 

essa transformação das fases da LMC pode ocorrer em 3 – 5 anos após o diagnóstico1. Com 

terapia direcionada e um cuidadoso monitoramento da doença, a incidência da FB diminui e a 

taxa de sobrevida global de 10 anos da LMC aumenta para 80-90%1,3. 

 

2.5.3 Tratamento da LMC 

No Brasil, o tratamento dos pacientes com LMC é realizado de acordo com as diretrizes 

do Ministério da Saúde, que recomenda o uso de inibidores de tirosina quinase (ITK)54. Porém, 

antes do tratamento iniciar com o inibidor, pode ser administrado, por um curto período, 

hidroxiuréia nos pacientes sintomáticos com contagem elevada de glóbulos brancos ou 

plaquetas, enquanto a confirmação molecular e citogenética do diagnóstico de LMC estiver 

pendente52. 

Até os anos 2000, entretanto, era limitado a agentes inespecíficos, como busulfan, 

hidroxiuréia e interferon alfa. Quando surgiu o inibidor da tirosina quinase (ITK) foi um marco 

para o tratamento dos pacientes com LMC4. O benefício foi tamanho com a introdução do 

primeiro ITK, que os resultados do tratamento em muitos pacientes melhoraram a ponto de 
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mostrar uma rápida diminuição da carga da doença abaixo do limite de detecção de ensaios, 

como na citogenética da medula óssea55. 

O mesilato de imatinibe ou imatinibe foi o primeiro ITK a conseguir a aprovação para 

o tratamento de pacientes com LMC pela Food and Drug Administration (FDA)56 e, também, 

o primeiro ITK desenvolvido que tem taxas de resposta altas em pacientes com LMC42. 

Segundo Feriotto e colaboradores, desde a introdução do imatinibe, a mortalidade anual na 

LMC diminuiu de 10–20% para 1–2%56. Esse medicamento é padrão de tratamento para 

pacientes com Leucemia que apresentam o cromossomo Ph+ 50, pois ele age na proteína híbrida 

traduzida devido a translocação dos cromossomos 9 e 2242 e influenciou uma resposta 

hematológica e citogenética completa na maioria dos pacientes na fase crônica50,57, sendo 

considerado o medicamento de primeira linha ou primeira geração para tratamento dos 

pacientes com LMC35,58. 

A terapia com os ITK tem como objetivo principal atingir uma resposta citogenética 

completa, e esta acontece quando as células com Ph+ não são mais detectáveis na medula óssea, 

em um período de 12 meses após o início do tratamento. Em pacientes sem tratamento prévio 

com ITK, o imatinibe é o medicamento de primeira escolha para o tratamento das 3 fases da 

doença55.  

Em caso de falha do tratamento de primeira linha ou intolerância a medicação , os ITK 

de segunda geração são recomendados53.  Dasatinibe e Nilotinibe são os inibidores utilizados 

como segunda linha no tratamento dos pacientes com LMC pois eles surgiram após o imatinibe 

e por isso são chamados de segunda geração59. Eles são mais potentes do que o imatinibe, 

inibem vários mutantes BCR::ABL1 resistentes ao imatinibe52 e também podem ser usados 

como medicamentos de primeira linha. Contudo, o mais indicado é que sejam usados por 

pacientes que não podem tomar o imatinibe devido as reações adversas ou porque o mesmo não 

está fazendo o efeito desejado59,60.  

O Dasatinibe tem toxicidade pleuro-pulmonar, de modo que a insuficiência respiratória 

e doenças pleuro-pulmonares ou pericárdicas prévias ou concomitantes são fortes 

contraindicações ao uso deste medicamento como tratamento de primeira linha. Histórico de 

doença cardíaca coronária, acidente vascular cerebral ou doença arteriooclusiva periférica 

também representa uma forte contraindicação para o uso de Nilotinibe como terapia de primeira 

linha entre outros efeitos52. 
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Se a falha terapêutica ocorrer também com a segunda linha de tratamento, o paciente 

poderá utilizar o outro inibidor de segunda geração que ainda não tenha utilizado. Se os três 

inibidores do tratamento falharem, principalmente no caso de perda de resposta citogenética e 

hematológica, a única opção para esses pacientes é o transplante de células-tronco alogênico 

(Figura 6), visto que os ITKs de terceira geração não estão disponíveis no mercado brasileiro54, 

apesar da Associação Brasileira de Linfoma e Leucemia listar o Ponatinibe como um 

medicamento aprovado no Brasil, no PCDT do Ministério da Saúde esse medicamento não está 

recomendado para tratar os pacientes com LMC53,60. 

 

 

 
Figura 6. Esquema de escolha de tratamento para pacientes com LMC. TCT: Transplante de 

células-tronco. 

Fonte: Adaptado do PCDT da Leucemia Mieloide Crônica do Adulto53. 

 

A resposta ao tratamento com ITKs é o mais importante fator prognóstico61. É relevante 

para os pacientes com LMC em terapia o monitoramento molecular, pois ele fornece 

informações prognósticas e ajuda a determinar se um paciente está respondendo bem ou não ao 

tratamento62. A resposta molecular deve ser analisada de acordo com a Escala Internacional 

(IS) como a proporção de transcrições de BCR:: ABL1 para transcrições de ABL152, e 

monitorada usando a reação em cadeia da polimerase quantitativa (qRT-PCR) do transcrito 

BCR :: ABL1, um ensaio que pode detectar apenas uma célula maligna em 100.000 células não 
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malignas55. Deve ser expressas e relatadas em % do BCR :: ABL1 em uma escala logarítmica, 

em que 1%, 0,1%, 0,01%, 0,0032% e 0,001% correspondem a uma diminuição de 2, 3, 4, 4,5 e 

5 logs, respectivamente52 (Quadro 6). 

 

Quadro 6. Resposta molecular – Nível de transcrição52 

 Monitoramento molecular 

1. BCR-ABL1 ≤ 1% - equivale à remissão citogenética completa (CCyR). 

2. BCR-ABL1 ≤0,1% - equivale à resposta molecular maior (MMR) ou MR3. 

3. BCR-ABL1 ≤0,01% - equivale à doença indetectável em cDNA com> 10.000 

transcrições ABL1 ou MR4  

4. BCR-ABL1 ≤0,0032% - equivale à doença indetectável em cDNA com> 32.000 

transcrições ABL1 ou   MR4.5 

5. BCR-ABL1 ≤0.001% - equivale à doença indetectável em cDNA com> 100.000 

transcrições ABL1 ou   MR5 

 

A resposta ao tratamento e monitoramento dos níveis de transcrição BCR :: ABL1 pela 

IS pode ser classificada em Ótima, Alerta e Falha e devem ser averiguadas em períodos de três 

meses, seis meses, doze meses e qualquer tempo52,61 (Quadro 7). A investigação das respostas 

ao tratamento possibilita o monitoramento da doença, propiciando mudanças na terapia se 

houver necessidade, já que as reações adversas resultante do uso dos ITKs podem causar a não 

adesão ao tratamento e influenciar na qualidade de vida dos pacientes54,61 já que o tratamento e 

acompanhamento da LMC deve ser realizada por toda a vida54 .  

O estágio e curso da doença é um fator importante a ser considerado na hora da escolha 

do tratamento57. Leva-se em consideração para a escolha de terapias, a eficácia, tolerabilidade, 

toxicidade precoce e tardia e custos de medicamentos. Porém, ultimamente, vem crescendo o 

foco na qualidade de vida desse paciente e na prevenção de toxicidades orgânicas de longo 

prazo e, também, na possibilidade de maximizar estratégias para interromper a terapia com ITK 

resultando na chamada "remissão livre de tratamento"52.  
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Quadro 7. Avaliação da resposta Terapêutica52 

Tempo Resposta ótima Alerta61 ou aviso Falha 

Linha de base  Alto risco de ACA  

3 meses BCR-ABLIS ≤10%  

Ph ≤35% (PCyR)  

BCR-ABLIS >10%  

Ph+ 36-95%  

Ph+ >95% 

6 meses BCR-ABLIS ≤1% 

Ph +0% (CCyR)  

BCR-ABLIS 1-10%  

Ph+ 1-35%  

BCR-ABLIS >10%  

Ph+ >35%  

12 meses BCR-ABLIS ≤0.1% 

(RMM)  

 

BCR-ABLIS 0.1-1%  

 

BCR-ABLIS >1%  

Ph+ >0%  

Qualquer 

tempo 

RMM ou melhor  

 

ACA/Ph 

 

Perda de CCyR  

Perda de MMR, 

confirmar**  

Mutações  

ACA/Ph+  

** em dois consecutivos testes, do qual um ≥ 1%; IS: BCR-ABL na Escala Internacional; RMM: resposta molecular maior; ACA/Ph: 

anormalidades cromossômicas adicionais em células Ph. 

 

Como a expectativa de vida dos pacientes com LMC está se aproximando da população 

em geral, e alcançando um número significativo de pacientes com resposta molecular profunda 

sustentada 57, o propósito para muitos pacientes, agora, é a remissão sem tratamento63. É 

possível considerar uma tentativa de descontinuação do tratamento, se a remissão molecular 

profunda sustentada for alcançada por uma duração suficientemente longa52,64. Hoje, falamos 

de cura funcional, quando o paciente mantém o resultado de 4,5 log por 3 anos consecutivos65,66. 

Pode-se então, sugerir a suspenção da medicação, porém é obrigatório seguir alguns requisitos 

para a descontinuação do ITK, como por exemplo, concordar em ser monitorado 

frequentemente após a interrupção do tratamento (mensalmente nos primeiros 6 meses, a cada 

2 meses nos meses 6 a 12 e a cada 3 meses a partir de então)66. 

As respostas imunes adaptativas são disfuncionais em pacientes com LMC no momento 

do diagnóstico. Isso facilita a progressão e autopreservação do tumor, impedindo o 

desenvolvimento de respostas imunes antileucêmicas. No estudo de Hsieh e colaboradores, os 

dados clínicos mostraram que os pacientes tratados com imatinibe ou dasatinibe exibem expansão 

de células T citotóxicas CD8+ ou células NK que estão associadas a uma melhor resposta à 

terapia67 (Figura 7).  

As células NK estão associadas à sobrevida livre de recidiva molecular, pois pacientes 

com maior porcentagem de células NK, no momento da descontinuação do medicamento, 
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tinham maior probabilidade de permanecer em remissão68. Ilander e colaboradores relataram 

que as células NK secretam citocinas TNF-α/IFN-γ, que são capazes de ativar as células T. Eles 

observaram que em pacientes não recidivantes, o número de células NK estava associado a uma 

resposta do tipo Th1 de células T CD4 +, que também podem contribuir para a imunidade 

antitumoral. E levantaram a hipótese 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 remissão após a descontinuação do 

imatinibe69. 

 

 

 

Figura 7. Efeito imunológico – Esquema à esquerda – efeitos da LMC em células imunes, 

células natural killer (NK) e células T citotóxicas (CTLs), sem tratamento. Esquema à direita – 

efeitos nas células CTLs e NK após o tratamento com ITKs. Antígenos associados à leucemia 

(LAAs), morte programada (PD1), remissão livre de tratamento (TFR), resposta molecular 

profunda (DMR). 

Fonte: adaptado de Hsieh, 202167. 

 

A vigilância imunológica de células leucêmicas residuais é um fator crítico para a 

manutenção da remissão livre de tratamento. Quando a maioria das células de LMC são 

eliminadas com o tratamento, as células imunes podem limitar o crescimento das células 

leucêmicas residuais fazendo com que a remissão sem tratamento seja sustentável. Desta forma, 

a compreensão das características imunológicas e seus mecanismos de interação das células 

imunes com células da LMC contribuem no desenvolvimento de novas imunoterapias, visando 

as células residuais para melhorar as taxas de remissão livre de tratamento67. 
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2.6 Vesículas extracelulares 

As Vesículas Extracelulares (VEs) fazem parte de um grupo variado e heterogêneo de 

estruturas membranosas que são liberadas por diversas células e se originam em grande parte 

do sistema endossômico e/ ou da membrana plasmática7,70. Elas contêm em seu interior várias 

proteínas, lipídios, glicolipídios, glicoproteínas e ácidos nucléicos, incluindo DNA, mRNA e 

RNAs não codificantes. E por isso elas têm o potencial de fornecer várias mensagens aos tecidos 

circundantes7. A partir do momento que as VEs são liberadas no espaço extracelular, elas 

podem alcançar as células receptoras e transferir seu conteúdo para obter respostas funcionais, 

podendo promover mudanças fenotípicas que afetarão sua condição fisiológica ou patológica70 

(Figura 8). 

 

 

Figura 8. Origem das Vesículas Extracelulares. Vesículas surgindo a partir do brotamento 

da membrana plasmática ou do sistema endossômico. 

Fonte: Adaptado de Słomka, 20189 

 

A comunicação intercelular é uma característica essencial dos organismos 

multicelulares e pode ocorrer através de transferências de moléculas segregadas ou contato 

direto entre célula-célula. Nos últimos 30 anos, surgiu um terceiro mecanismo de comunicação 

entre as células que envolve a transferência intercelular por meio de vesículas extracelulares6,71. 

As VEs surgiram como um novo e importante mecanismo de comunicação intercelular, 
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principalmente devido sua capacidade de transferir seu conteúdo biológico composto por 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos para as células receptoras8,70.  

A comunicação entre as células mediadas por VEs pode acontecer por meio do 

acoplamento na membrana plasmática, seguida pela ativação dos receptores e sinalização de 

superfície, a célula pode internalizar essa vesícula através da endocitose ou as VES podem se 

fundir a célula alvo. A interação da vesícula com a superfície celular, a transferência de cargas 

vai depender da origem das VEs e da origem das células receptoras70.  

Nas últimas décadas houve um aumento do interesse da comunidade científica em 

estudar VEs, devido a descoberta de que elas estão presente nos fluidos corporais72  como 

sêmen, leite materno, líquido amniótico, fluido de ascites, líquido cefalorraquidiano, bile 71, 

urina, saliva e sangue7,71, transportam RNA, mostram uma gama de funções regulatórias71 e 

também devido a possibilidade de usá-las como biomarcadores para acompanhar a progressão 

de vários estados patológicos, por exemplo, para avaliar o risco de progressão e metástase 

tumoral ou para fornecer biomarcadores precoces de doenças neurodegenerativas70. As funções 

das VEs nesses processos fisiológicos e patológicos vão depender da capacidade das VEs de 

interagir com as células receptoras e fornecer seu conteúdo (proteínas, lipídios e ácidos 

nucleicos como o RNAs)71,73. 

Para se estabelecer uma definição clara e precisa das VEs são necessários vários debates 

pela comunidade científica, como por exemplo, o fato das VEs serem liberadas de diferentes 

tipos de células, o que resulta em suas variadas composições e funções. Além disso, elas são 

liberadas através de mecanismos diversos, variam em tamanhos (30 a 2.000 nm de diâmetro), 

por isso, são usados diferentes métodos analíticos para seu isolamento e identificação a partir 

do meio extracelular9. Por isso, conhecer os mecanismos moleculares envolvidos na biogênese 

das VES e no recrutamento de carga nos ajudará a decifrar seu papel nos processos fisiológicos. 

Pensando em resolver esses desafios a comunidade científica criou a Sociedade Internacional 

de Vesículas Extracelulares (SIVE) para padronizar métodos para purificação mais precisos das 

VEs para a implementação em um ambiente clínico como biomarcadores, vacinas ou 

dispositivos de administração de medicamentos71. 

 

2.6.1 Classificação das VEs 

 As VEs podem ser classificadas no mínimo em três populações principais: exossomos 

(EXOs), microvesículas (MVs, também foram chamadas de vesículas de liberação, 
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micropartículas71,73 ou ectossomos74) e corpos apoptóticos (APOs)6,8,9,75. Há também uma 

população de VEs que parecem ser exclusivas das células cancerosas, surge diretamente da 

membrana plasmática e sua formação não coincide com o aumento das taxas de morte celular, 

sendo uma classe única com biogênese diferente dos APOS, elas são chamadas de grandes 

oncossomas (OGs)  e tem capacidade de transferir material oncogênico e seu tamanho é atípico 

variando de 1-10 μm8 (Figura 9). Todas esses tipos de VEs possuem características em comum, 

como tamanho nanométrico, compostas por bicamadas fosfolipídicas com formato esferoidal e 

a presença de proteínas, receptores de membrana e ácidos citosólicos originários de sua célula 

de origem9 e apresentam propriedades estruturais que podem, por vezes, se sobrepor6. 

 

 
Figura 9. Liberação das populações heterogêneas de VEs. As células liberam populações 

heterogêneas de VEs com tamanhos sobrepostos. Os APOs (azul) são liberados por células 

submetidas à apoptose. OGs (vermelho) e MVs (marrom) são derivados diretamente da 

membrana plasmática. EXOs (mix de cores) são derivados de compartimentos endossomais 

intracelulares.  VIL – Vesículas Intraluminais; EMV – Endossoma Multivesicular. 
Fonte: Adaptado de Wilms, 20188 

 

 

 Os EXOS são formados como vesículas intraluminais dentro de um corpo 

multivesicular, e depois são secretados pela fusão do corpo multivesicular com a membrana 

plasmática7,75. Eles têm tamanho que variam de 30 a 100 nm de diâmetro76, mas outras 

pesquisas mostram que eles podem chegar a um tamanho de 120nm8 a 150nm de diâmetro9,73. 
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Existem dois mecanismos envolvidos na geração de EXOs. Um deles depende do Complexo de 

triagem endossomal necessário para o transporte (ESCRT), enquanto o outro é independente 

do ESCRT. Naturalmente, nem todas as vesículas intraluminais se tornam EXOs, já que parte 

dos corpos multivesiculares se fundem com lisossomos e sofrem degradação9,70 (Figura 10). 

 

 

 

 
Figura 10. Processo de Liberação de Exossomos e Microvesículas. 

Fonte: Raposo e Stoorvogel, 201371. 

 

As MVs são formadas por brotamento externo direto da membrana plasmática de células 

e pela subsequente fissão dessas vesículas no meio extracelular7,70,75.  Em relação ao tamanho 

das MVs, há um autor que afirmar que elas têm um tamanho maior que 100nm de diâmetro76,  

outro que elas podem variar de 50nm a 1000nm8 enquanto Izadirad e colaboradores 

encontraram um tamanho de 100nm a 1000nm de diâmetro73. As MVs são conhecidas 

principalmente pelo seu papel na coagulação sanguínea, porém, estudos recentes mostraram 

que elas tem um papel na comunicação intercelular em vários tipos de células, englobando as 

células cancerígenas, estas são chamadas de oncossomas e podem ser bem maiores chegando 

até 10µm7,70 . 

Os corpos apoptóticos (APOs) são formados durante a formação de bolhas e 

fragmentação celular após ocorrer a morte celular programada, chamada de apoptose7. Os APOs 
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são liberadas através da ruptura da célula. Seu tamanho varia 50 e 2.000 nm de diâmetro8, mas 

há autores que afirmam que podem chegar a 5000nm de diâmetro73, sendo possível encontrar 

em seu no interior organelas citósólicas e/ou fragmentos nucleares10. Portanto, é possível notar 

a complexidade de estudar a caracterização das populações de VEs puras, devido a sobreposição 

na composição, e biogênese8 (Figura 11). 

 
 

 

Figura 11. Características das três principais populações de VEs em termos de tamanho, 

biogênese e conteúdo. 
Fonte: adaptado de Forte et al.,202177 

Em 2017, a Sociedade Internacional de Vesículas Extracelulares (SIVE), propôs 

classificar as VES tendo como base as condições de centrifugação em:  VES sedimentando a 

100.000 × g serão classificadas como VEs pequenas, em vez de exossomos; VEs sedimentando 

em velocidades inferiores a 20.000 × g em VEs médias no lugar dos termos microvesículas e 

ectossomos. E VEs sedimentando a 2.000 × g serão VEs grandes para grandes fragmentos de 

células, grandes corpos apoptóticos. Como essas recomendações são novas, a maioria dos 

autores ainda usam os termos anteriores9.  
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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 doença frequentemente regulam positivamente sua formação e 

alteram a carga contida dentro delas7. Em neoplasias hematológicas, como na leucemia, as VEs 

demostraram participar do crescimento do tumor primário, bem como estimular resistência a 

vários medicamentos por meio do recrutamento de células residentes no microambiente, como 

células endoteliais ou leucócitos73,78. 

2.7 Microvesículas 

 A liberação de MVs se inicia por brotamento externo da superfície da membrana 

plasmática, seguida por um evento de fissão que, de várias maneiras, se assemelha ao passo de 

abscisão na citocinese. Durante esse processo de abscisão as membranas opostas se unem antes 

de beliscar a conexão da membrana e separar as células filhas. No entanto, a composição das 

MVs vai depender do tipo de célula que a originou, mas a composição da membrana das MVs 

permanece um pouco diferente da célula parental, pois parece ocorrer uma remodelação 

significativa com o enriquecidas de algumas moléculas, por exemplo o colesterol, 

possibilitando funções especializadas. Ou seja, nem todas as proteínas e moléculas da 

membrana plasmática são incorporadas nas vesículas10 (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Composição das MVs.  

Fonte: Criada através do BioRender, adaptado de Chari et al., 201010. 

 

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

na origem das MVs, pois sua diminuição reduz a formação de MV. A ceramida, um lipídio com 
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formato de cone, que viabiliza a flexão da membrana, também demonstrou regular a formação 

de MVs7. A fosfatidilserina é realocada para o folheto da membrana externa, especificamente 

em locais na superfície celular onde vai ocorrer a liberação de microvesículas, enquanto a 

topologia das proteínas da membrana permanece intacta10,70. A maioria das MVs expõe a 

fosfatidilserina em sua membrana. Porém, outras revisões sugerem outro antígeno de superfície 

das MVs, o fator tecidual. Essas MVs estão sendo cada vez mais utilizadas para avaliar 

complicações tromboembólicas em variadas condições patológicas, incluindo doenças 

cardiovasculares e câncer. Uma gama de moléculas bioativas (proteínas, lipídios e ácidos 

nucléicos) que podem ser transportadas por MVs de célula em célula, permite que essas 

partículas de tamanho nanométrico desempenhem muitas funções na coagulação, inflamação, 

câncer e angiogênese9. 

Estudos indicam que a concentração extracelular de cálcio pode abalar a origem das 

MVs, o seu aumento pode induzir uma forte liberação de MVs70. Isso se torna interessante, pois 

a sinalização do cálcio se apresenta frequentemente desregulada no câncer e diferentes 

oncogenes e supressores de tumor afetam sua regulação. Esses estudos demostraram que níveis 

aumentados de cálcio levam ao embaralhamento dos fosfolípidios da membrana e também ao 

aumento da formação de MVs em eritrócitos e plaquetas e um mecanismo parecido nas células 

cancerosas pode ser visto7.   

Diversas funções biológicas foram atribuídas as VEs nos últimos anos, e agora se sabe 

que os EXOs e MVs representam importantes veículos de comunicação intercelular entre 

células próximas ou distantes71. Portanto, o papel das microvesículas é promover a 

comunicação entre as células das quais elas derivam e seus ambientes circundantes10. Essas 

VEs são liberadas por diferentes tipos celulares, tanto no espaço intersticial quanto em fluídos 

corporais, podendo chegar a longas distâncias até serem capturadas por células receptoras, 

podendo promover mudanças fenotípicas que afetarão sua condição fisiológica ou 

patológica6,70. Elas atuam em diversos processos fisiológicos, como no reparo tecidual, na 

coagulação sanguínea e na manutenção das células tronco, bem como em processos patológicos, 

como em distúrbios imunológicos, doenças neurológicas, disseminação de oncoproteínas e 

propagação de agentes patogênicos, como o vírus do HIV6.  

A comunicação entre as células mediadas por VEs pode acontecer por meio do 

acoplamento na membrana plasmática, seguida pela ativação dos receptores e sinalização de 

superfície, a célula pode internalizar essa vesícula através da endocitose ou as VEs podem se 

fundir a célula alvo. A interação da vesícula com a superfície celular, a transferência de cargas 
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dependem da origem da VEs e da identidade e origem das células receptoras70. A maneira que 

ocorrerá a captação de carga das MVs pelas células receptoras podem ser por fusão simples 

entre as membrana plasmáticas com a deposição direta de carga no citoplasma ou por captação 

das vesículas intactas por meio de um mecanismo de tráfego que as leva para um compartimento 

endossômico ou lisossomal7. A absorção dessas VEs pelas células receptoras ocorre por vários 

modos: internalizadas por endocitose mediada por clatrina ou indepedente de clatrina, como 

macropinocitose e fagocitose, ou por endocitose mediada por caveola e jangadas lipídicas, ou 

podem apenas permanecer na membrana plasmática da células ligadas a sua superfície7,70. 

As VEs estabelecem interações com a superfície de suas células-alvo, seguidas em 

muitos casos pela fusão com a membrana plasmática ou membranas endocíticas. Essa interação 

entre célula-alvo e VEs se assemelha à interação análoga de células hospedeiras com a de alguns 

vírus, que são construídas em torno de uma glicoproteína central que atua como um 'ativador' 

de sua ligação à superfície celular. Estudos recentes, levaram a uma compreensão melhor desse 

processo de interação e mostraram que as mesmas VEs podem se ligar de maneiras diferentes 

a várias células-alvo. Por exemplo, quando as MVs liberadas da microglia interagem com outras 

células microgliais, eles começam a rolar sobre a superfície até atingir locais apropriados para 

a internalização74.  

Estudos demonstraram que a quantidade de microvesículas perdidas pelas células 

tumorais se correlaciona com sua capacidade de invasão in vitro10. Foi percebido, que um dos 

papéis principais das MVs na progressão do tumor é a habilidade de alterar o comportamento 

de outros tipos de células facilitando assim a sobrevivência das células tumorais. Dessa forma, 

as MVs podem facilitar a progressão do tumor ao orientar a carga citotóxica para as células 

imunes circulantes7. Como estão envolvidas em processos angiogênicos e podem afetar a 

sobrevivência / apoptose celular em órgãos distantes como baço e fígado em doenças 

hematológicas. Afetam também os processos metastáticos e o desenvolvimento de resistência 

a múltiplas drogas79.  

Além das implicações das MVs em relação a sobrevivência e progressão do tumor, há 

também seu papel na resistência aos medicamentos. Foi observado que as MVs mediam o 

derramamento de quimioterápicos promovendo a sobrevivência celular, e o número de MVs 

formadas após o tratamento com fármacos tem correlação com sua resistência quimioterápica7, 

coincidindo com um aumento progressivo da gravidade da doença74.  
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Muitos pesquisadores testaram as MVs como potenciais biomarcadores prognósticos e 

preditivos para a progressão do câncer10. Nos dias de hoje, muitos autores definem MVs, e 

também exossomos, como uma "biópsia líquida", o que as torna uma alternativa a uma biópsia 

clássica, que tem como característica várias limitações. Por outro lado, até que um método 

analítico preciso, rápido e barato seja desenvolvido, o uso de MVs como biomarcador será 

bastante incomum9. 

Como discutido anteriormente, as VEs podem acumular-se em vários fluidos corporais 

e suas análises podem revelar a presença de VEs em doenças específicas, ou alguns de seus 

componentes ser reconhecido como biomarcadores para o diagnóstico da doença e terapia 

personalizada. Além disso, o aumento ou diminuição desses biomarcadores pode fornecer 

informações sobre o estado dos pacientes e pode ser usado como indicador prognóstico74. 

2.8 MVs na LMC 

As MVs carregam informações valiosas sobre o câncer, e a sua quantidade liberada, 

fenótipo e carga molecular, incluindo proteínas, lipídios, metabólitos e ácidos nucleicos, 

espelham a natureza e a origem das células parentais76,80, contribuindo para a progressão de 

malignidades, influenciando o sistema imunológico, criando um microambiente propício para 

um fenótipo favorável de progressão tumoral e leucêmica81. 

Estudos prévios sugeriram que as VEs, principalmente as MVs, estão envolvidas na 

inflamação, regulação imunológica, metástases tumorais e angiogênese, podendo também ser 

indicadores para o diagnóstico e prognóstico da doença82. No geral, elas modulam as células 

alvo transferindo proteínas e miRNA para células vizinhas, elevando a expressão da proteína 

na membrana da célula alvo e induzindo as vias de sinalização celular que afetam as funções 

celulares, incluindo diferenciação, proliferação, migração, invasão e apoptose79,83,84. 

Além disso, MVs contendo moléculas de coagulação e adesão, desempenham um papel 

central na iniciação da coagulação e formação de trombos. A exposição celular a citocinas ou 

quimioterapia resulta na secreção de microvesículas bem como a ação de quimioterápicos 

levam à ativação plaquetária e geração de MVs associados ao aumento do risco de trombose. 

Desta forma, gatilhos adicionais, como proteínas da cascata do complemento, estados de 

hipóxia, irradiação ou lesão oxidativa aumentam o número de VEs liberadas pelas células79. 

Estudos recentes apontam que as MVs derivadas da linhagem celular LAMA84 LMC, 

por meio da secreção de interleucina-8 (IL-8), podem induzir a expressão das moléculas de 
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adesão intercelular 1 (ICAM-1) e de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) em células 

endoteliais da veia umbilical humana. Esse processo tem sido associado ao aumento na adesão 

e migração de células da LMC. É importante notar que as moléculas ICAM-1 e VCAM-1 

podem mediar a adesão de células leucêmicas às células endoteliais, o que sugere que a 

liberação de IL-8 de MVs derivadas de células leucêmicas pode contribuir com o 

desenvolvimento do processo trombótico nessa doença maligna79,85,86. 

As MVs da LMC podem liberar de forma livre e invasiva o gene BCR :: ABL1 das 

células da LMC em neutrófilos normais e, em seguida, influenciar sua função na medula óssea. 

Embora VEs normais possam direcionar a medula óssea a prevenir a leucemia metastática, as 

MVs leucêmicas podem promover a mobilização de neutrófilos que podem desempenhar um 

papel importante na invasão leucêmica e metástase. Isso pode explicar por que a maioria das 

malignidades hematológicas, especialmente a leucemia, progride rapidamente87. 

Um estudo mostrou que as MVs derivadas das células leucêmicas K562 continham o 

mRNA do BCR :: ABL1. Após a incubação com MVs positivas para o oncogene BCR :: ABL1, 

as células mononucleares derivadas de transplantes normais apresentaram um fenótipo maligno 

semelhante à leucemia tanto in vitro quanto in vivo. Foi observado que a transferência 

horizontal do mRNA BCR :: ABL1 das MVs para as células receptoras foi um fator crítico para 

a transformação88. 

Um outro estudo mostrou que VEs liberados das células de LMC estimulam as células 

do estroma da medula óssea a produzir interleucina (IL-8), um potente fator pró-angiogênico 

que modula in vitro e in vivo o fenótipo maligno das células leucêmicas76,79. Em outro estudo, 

Jin Cai e colaboradores descobriram que as MVs derivadas de tumor podem “educar” as células 

normais em direção a um fenótipo tumoral. O gene híbrido BCR :: ABL1 que foi transferido de 

MVs de células de LMC, foram injetadas em ratos e induziram em características parciais de 

LMC, 2 meses após a administração87. 

As MVs também estão envolvidas em processos angiogênicos89 que podem 

desempenhar um papel significativo na comunicação do microambiente da medula óssea e 

podem afetar a sobrevivência/ apoptose celular em órgãos distantes como baço e fígado em 

doenças hematológicas79. Além disso, está bem estabelecido que a hipóxia desempenha um 

papel no aumento da angiogênese tumoral. Muitos estudos demonstraram que a exposição de 

células cancerígenas humanas à hipóxia aumenta o desprendimento de microvesículas, a fim de 

modificar seu microambiente para facilitar a angiogênese e metástase de tumores76. 
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A superfície das MVs dos pacientes contém uma série de marcadores que podem ser 

rastreados por citometria de fluxo e são usados rotineiramente no diagnóstico de células 

malignas características de uma determinada doença90. Assim, as MVs podem ser utilizados 

como biomarcadores prognósticos para o monitoramento da doença em neoplasias 

hematológicas85. 

Por exemplo, no estudo de Zhang et. al as MVs derivadas de blastos de pacientes com 

LMC expressaram níveis aumentados de CD123 nas células CD34 + em associação com a 

progressão da doença. Assim, as MVs derivadas de células CD34 + podem ser um preditor da 

progressão da doença e podem ser usadas como um marcador residual mínimo de doença82. 

Dada a baixa expressão de CD123 em células hematopoiéticas normais, a superexpressão desse 

marcador em MVs derivadas de células leucêmicas indicou a estimulação da proliferação de 

células de LMC85. Devido ao papel das MVs no processo biológico e achado clínico na LMC, 

elas podem ser um potencial biomarcador de prognóstico e terapia alvo nessa doença80,85. 

2.9 Marcadores de superfícies celular e MVs 

Os marcadores de superfície celular podem ser carboidratos ligados à membrana celular 

ou proteínas expressas na superfície das células e são utilizados para identificar diferentes tipos 

de células. Em resumo, os marcadores de superfície celular são como uma impressão digital, 

específicos para cada tipo de célula, e podem ser identificados de acordo com os tipos de 

marcadores presentes na membrana. Os mais comuns são o antígeno CD, também conhecido 

como moléculas CD (do inglês, Cluster of differentiation) e agrupamentos de diferenciação. As 

moléculas de CD podem atuar de várias maneiras, por exemplo, atuando como receptores ou 

ligantes importantes para a célula. É possível uma cascata de sinal ser iniciada, alterando o 

comportamento da célula. Nem sempre elas desempenham um papel na sinalização celular, mas 

podem ter outras funções, como a adesão celular91.  

As MVs apresentam inúmeras proteínas e lipídios sinalizadores em sua superfície92, e 

por isso são conhecidas por terem uma assinatura única de lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, 

refletindo sua célula e tecido de origem93 e potencialmente, podem refletir a patologia molecular 

em diferentes doenças94. As VEs são liberadas de muitos tipos de células, incluindo glóbulos 

vermelhos, plaquetas, linfócitos, células dendríticas, células endoteliais e células tumorais95. À 

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 resíduos celulares afim de manter a integridade celular92. 
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Estudos têm demonstrado que o nível de liberação de MVs em doenças é 

significativamente maior do que os níveis normais. As microvesículas provêm de vários tipos 

de células, carregam ingredientes ativos que possuem semelhança com os componentes das 

células maternas e contêm alguns componentes ativos similares e marcadores específicos das 

células de origem.  As células liberam MVs que carregam moléculas ativas das células parentais 

sob vários estímulos, incluindo proteínas de conteúdo e proteínas de superfície. Os 

componentes ativos protéicos expressos por MVs podem interagir com células-alvo, promover 

a adesão e internalização de VEs às células-alvo, induzir angiogênese e regular reações de 

coagulação96. As MVs refletem não apenas o tipo de célula da qual ela foi liberado, mas também 

as vias de tráfego intracelular que levam essa carga à superfície celular. As cargas identificadas 

incluem várias formas de proteínas que variam de receptores de integrina, proteases ativas, várias 

pequenas GTPases, proteínas de resistência a múltiplas drogas e máquinas de processamento de 

miRNA97. 

Os lipídios expressos por MVs vêm principalmente dos componentes da membrana 

plasmática das células parentais, incluindo esfingosina-1-fosfato, fosfatidilserina, colesterol, 

ceramida, e ácido araquidônico93,98. O ácido araquidônico e outras moléculas sinalizadoras de 

ácidos graxos poliinsaturados foram identificados como biomarcadores e determinados como 

envolvidos na regulação da resposta imune distal. Além disso, a cascata pró-coagulante e a 

regeneração da cartilagem mediadora também são funções fisiológicas importantes dos lipídios 

ativos. A fosfatidilserina e o fator tecidual (FT), que são expressos por MVs, estão envolvidos 

na ativação da cascata de coagulação no organismo. O FT é inibido em células em repouso 

porém, a esfingosina é hidrolisada após lesão por estresse, eliminando assim a inibição do FT, 

o que leva à ativação do mesmo, e afetando o efeito pró-coagulante das células receptoras. As 

microvesículas que contêm ácido araquidônico liberado após a ativação plaquetária também 

têm esse efeito pró-coagulante após serem ingeridas pelas células endoteliais. Além disso, 

várias moléculas ativas podem ser transferidas para células receptoras com a captação de MVs 

pelas células, mediando mudanças nos efeitos biológicos celulares96. 

As VEs exercem um papel importante na promoção de respostas imunes, afetando tanto 

a imunidade inata quanto a adaptativa. Exossomos derivados de células dendríticas aumentaram 

a atividade citotóxica de células Natural Killer. Além disso, MVs de células dendríticas 

induziram as células epiteliais a liberar citocinas pró-inflamatórias, MVs derivadas de 

leucócitos ativaram o endotélio, regulando positivamente as moléculas de adesão e liberando 

citocinas, levando ao recrutamento de leucócitos e as MVs plaquetárias afetaram a adesão de 
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monócitos ao endotélio92. 

 O desenvolvimento de estratégias terapêuticas visando células-tronco cancerígenas 

depende principalmente do uso de marcadores de superfície celular para identificar, enriquecer 

e/ou isolar essas células leucêmicas, por exemplo. Um tanto de marcadores de superfície de 

células-tronco cancerígenas já foram identificados, mas é necessário mais investigações pois 

alguns marcadores são controversos. Curiosamente, a maioria dos marcadores de superfície de 

células-tronco cancerígenas atuais são derivados de marcadores de superfície de células-tronco 

adultas ou embrionárias normais conhecidas. A semelhança dos marcadores de superfície celular 

sugere que essas células-tronco cancerígenas se originam predominantemente de células-tronco 

normais por meio do acúmulo de alterações epigenéticas e genéticas. Para melhor isolar as 

células-tronco cancerígenas funcionais, é necessário procurar marcadores de superfície mais 

específicos ou usar vários marcadores de superfície em combinação99.  

 As microvesículas circulantes são principalmente de origem plaquetária, eritrocitária, 

leucocitária e endotelial92. Ou seja,  especificando os marcadores de superfície celular das 

células, é possível identificar as MVs derivadas de cada célula, por exemplo, o antígeno comun 

dos leucócitos, o marcador CD45 é uma proteína transmembrana essencial dos sistemas 

hematólogico e imunológico. Todas as células-tronco hematopoiéticas expressam o marcador 

de superfície CD45, exceto plaquetas e eritrócitos.  

Se uma MV for identificada com esse marcador, é possível afirmar que ela foi secretada 

por uma célula leucocitária94,100, e desta forma ter certeza de qual população de MVs derivada 

das células está sendo estudada. Além do antígeno comum dos leucócitos, CD45, outros 

marcadores de superfície também foram analisados nesta pesquisa para diferentes células do 

sangue, como plaquetas (CD41a), linfócitos (CD3), eritrócitos (CD235a) e outros (Figura 13), 

assim como ocorreu nos estudos de Bonilla e colaboradores que usaram 20 marcadores 

celulares para realizarem a comparação de VEs em pacientes com síndrome da fadiga crônica101 

e também no estudo de Miljkovic-Licina et al. que caracterizaram as vesículas de pacientes com 

leucemia mieloide aguda e linfoblástica de células B, mostrando como esses antígenos são 

potenciais biomarcadores da doença102. 
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2.9.1 Marcador celular para Plaquetas 

O Marcador de superfície celular CD41a, é um receptor de glicoproteína mais abundante 

na superfície plaquetária. Os receptores GP IIb/IIIa são responsáveis pelas interações célula-

célula e célula-proteínas em diversos processos biológicos e reconhecendo dois sítios 

específicos na molécula de fibrinogênio que está diretamente ligado a cascata de 

coagulação103,104. 

 

Figura 13. Liberação de MVs derivadas de células hematopoiéticas. Células na corrente 

sanguínea com seus marcadores específicos secretando MVs. 

 

 

2.9.2 Marcador celular para linfócitos T 

O complexo proteico CD3 é uma característica definidora da linhagem de células T, 

portanto, anticorpos anti-CD3 podem ser usados efetivamente como marcadores de células T105. 

O complexo TCR-CD3 transmite o sinal para o citosol para ativar eventos de sinalização, além 

de ser a molécula chave para iniciar eventos bioquímicos na ativação e diferenciação de células 

T que podem levar a diferentes resultados, dependendo da quantidade e qualidade do 

estímulo106. 
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2.9.3 Marcador celular para linfócitos B 

O CD19 é uma proteína de superficie celular específica dos linfócitos B107, e é regulado 

positivamente na etapa de comprometimento da linhagem B após a diferenciação da célula-

tronco pluripotente108. Ela faz parte da superfamília de imunoglobulinas. É uma glicoproteína 

de cadeia simples presente na superfície de linfócitos B e células dendríticas foliculares do 

sistema hematopoiético109.  

Essa proteína forma um complexo com várias proteínas de membrana, incluindo o 

receptor do complemento tipo 2 (CD21) e a tetraspanina (CD81) e esse complexo reduz o limiar 

para a ativação de células B iniciada por antígeno. A ativação desse complexo receptor de 

antígeno de célula B ativa a via de sinalização da fosfatidilinositol 3-quinase e a subsequente 

liberação de estoques intracelulares de íons de cálcio107. 

Pacientes com LMC expostos ao IFN-α e posteriormente tratados com imatinibe 

apresentaram níveis reduzidos de imunoglobulina e hipogamaglobulinemia. O imatinibe parece 

ter um efeito na desregulação da função das células B, já que a redução dos níveis de Ig foi 

maior em pacientes com resposta citogenética. Também foi observada perda de subconjuntos 

de células B de memória IgM em pacientes com LMC ao diagnóstico e após a remissão 

citogenética completa com imatinibe, sugerindo que os ITKs podem interferir na produção e 

manutenção da memória de células B67. 

As células que sofreram transformação neoplásica continuam expressando o antígeno 

CD19, tornando essa molécula uma ferramenta valiosa para o diagnóstico de leucemias e 

linfomas por meio de anticorpos monoclonais (mAbs) e citometria de fluxo108. A terapia com 

células T do receptor de antígeno quimérico (CAR-T) tem se destacado como uma história de 

sucesso clínico em malignidades de células B, e há esperança de que essa abordagem possa ser 

aplicada com êxito também em malignidades mielóides67. Na pesquisa de Lu Zhou e 

colaboradores foi possível obter a remissão molecular completa e retorno à fase crônica em um 

paciente com LMC linfóide que possuía a mutação T315I no oncogene BCR-ABL1, após 

tratamento com a terapia anti-CD19 CAR-T110. 

 

2.9.4 Marcadores celulares para Monócitos 

Os Monócitos podem ser tipicamente definidos com base na expressão diferencial de 

CD14111,112. Eles se apresentaram adequados para apresentação de antígenos, secreção de 
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citocinas, regulação de apoptose e diferenciação. Além disso, os números de monócitos 

CD14 + são expandidos no sangue de pacientes com infecções sistêmicas, o que implica que 

eles devem desempenhar um papel importante na defesa rápida contra patógenos113–115. 

MVs derivadas de monócitos CD14+, podem estar ativamente implicados na homeostase 

vascular, através da regulação da função das células endoteliais e na coagulação do sangue por 

efeitos pró ou anticoagulantes. Esses efeitos podem ser combinados com a imunomodulação, 

principalmente pela indução da liberação de citocinas por outras células116. 

 

2.9.5 Marcador celular para Células Dendríticas 

O marcador de superfície CD11c é conhecido como integrina αX, e é o marcador de 

definição mais amplamente utilizado para células dendrícias117. As células dendríticas são 

fundamentais para o processo de captura e apresentação de antígenos às células T, tendo um 

papel crítico na regulação das respostas imunológicas do hospedeiro contra infecções e 

câncer118. O CD11c tem um papel importante na morte de células T citotóxicas, na adesão de 

monócitos e neutrófilos ao endotélio e induz a ativação celular119,120. Foi descoberto que esse 

receptor interage com outras moléculas solúveis, como heparina e fibrinogênio, e com 

moléculas de adesão121. 

 

2.9.6 Marcador celular para Células Endoteliais 

O marcador CD51/CD61 é um complexo de integrina conhecido como integrina α v β 3. 

É expresso em níveis elevados em células endoteliais, osteoclastos e células de melanoma e em 

níveis baixos em plaquetas e macrófagos122. O aumento da expressão da integrina desempenha 

um papel na adesão da célula endotelial à matriz da membrana basal e na migração da célula 

endotelial123. 

 O  CD51/CD61, também é conhecido como receptor da vitronectina, e medeia a ligação 

das plaquetas à vitronectina imobilizada sem ativação prévia. Outros ligantes incluem proteínas 

contendo RGD, tais como fibrinogênio, fibronectina, fator de von Willebrand (vWf), laminina, 

trombospondina e a molécula de adesão neural L1. Atua também, como um receptor 

independente de ativação para fixação e disseminação de plaquetas em vitronectina e outras 

proteínas contendo RGD, incluindo componentes da matriz122. Além disso, CD51/CD61+ 

poderia ser um biomarcador específico para monitorar a disfunção endotelial devido está 



50 

 

envolvido em diferentes papéis fisiopatológicos, como por exemplo,  em pacientes obesos com 

hipertensão devido sua alta expressão124. 

 

2.9.7 Marcador celular para Eritrócitos 

Os eritrócitos também podem estar envolvidos em aspectos patológicos de muitas 

doenças, incluindo leucemias, doenças infecciosas e anomalias genéticas. Portanto, estudos 

sobre essas células são igualmente importantes para entender seu papel em diversas doenças. O 

marcador de superfície celular que independente da maturação celular a expressão permance 

constante é a glicoforina-A (GPA) ou CD235a125. As proteínas da membrana dos glóbulos 

vermelhos podem ser classificadas em proteínas transmembranares e proteínas periféricas da 

membrana que se associam ao lado citoplasmático da bicamada lipídica. A glicoforina-A, é 

uma única cadeia polipeptídica e está ligada a vários sialo-oligossacarídeos, que carregam 

alguns antígenos dos grupos sanguíneos M e N126.  

No estudo conduzido por Barr e colaboradores, foi constatado que os eritrócitos são 

capazes de participar da trombose, agindo como mediadores na adesão de plaquetas a uma 

superfície endotelial íntegra em um modelo de trombose mediada por FeCl3
127

. As MVs 

derivadas de eritrócitos também surgiram como mediadores potenciais da morbidade 

relacionada à transfusão pela ativação dependente da trombina do sistema complemento128. 

Além disso, níveis elevados de MVs CD235a+ foram detectados em pacientes com 

distúrbios hematológicos como β-talassemia, hemoglobinúria paroxística noturna, anemia 

falciforme, pré-eclâmpsia grave, síndrome nefrótica e doença de Crohn e na glicose-6 pacientes 

com deficiência de fosfato desidrogenase. Além de ser preditores sensíveis de eventos 

trombóticos em pacientes HIV trombocitopênicos129. Devido ao seu conteúdo de hemoglobina 

e pela exposição da fosfatidilserina em sua membrana, as MVs CD235a+  podem ser 

responsáveis pela eliminação de óxido nítrico e aumento da atividade pró-coagulante. Além 

disso, as superfícies das MVs CD235a+   também são adequadas para as reações anticoagulantes 

do sistema da proteína C, devido à sua capacidade de se ligar à proteína S, sendo importante 

para equilibrar a coagulação in vivo128. 

 

2.9.8 Marcador celular para Neutrófilo 

Os neutrófilos são os glóbulos brancos mais abundantes e são um componente essencial 
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do sistema imunológico inato. O CD66b e o CD16 são marcadores de superfície celular 

consistentemente expressos em neutrófilos, independentemente da localização da célula, nível 

de ativação e estado da doença130,131. Além disso, os neutrófilos são altamente pró-

inflamatórios; portanto, o acúmulo excessivo de neutrófilos somado à ativação prolongada 

podem resultar em dano tecidual como resultado de uma inflamação crônica e podem contribuir 

para a progressão da doença do câncer, favorecendo a metástase, angiogênese e inibindo células 

imunes antitumorais132.  

Outro evento interessante, são as MVs derivadas neutrófilos que demonstraram ter 

efeitos antimicrobianos ao induzir a agregação bacteriana133. As MVs também podem 

desempenhar um papel imunológico importante em suas células-mãe. Um exemplo disso é 

observado nas MVs derivadas de neutrófilos, que têm a capacidade de aumentar a expressão de 

moléculas pró-inflamatórias, como IL-6 e moléculas de adesão em células endoteliais, facilitando 

assim sua transmigração através das barreiras endoteliais. Além disso, essas MVs são ricas em 

várias quimiocinas, o que sugere que elas podem desempenhar um papel fundamental na atração 

de leucócitos para o local da inflamação93,134. 

 

2.9.9 Marcadores celulares para Células Progenitoras 

 A imunofenotipagem na LMC tem um papel importante na análise dos blastos, e este 

está aumentado principalmente na fase blástica, porém a maioria dos pacientes com LMC são 

diagnosticados na fase crônica e os blastos normalmente representam <2% dos leucócitos nessa 

fase1.  

O CD34 ou proteína fosfoglicoproteína transmembrana foi identificada pela primeira vez 

em células-tronco e células progenitoras hematopoiéticas135. É 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)136. O 

uso deste marcador para prognóstico, diagnóstico e tratamento de neoplasias tem sido cada vez 

mais discutido135. Além de ser considerado como um marcador para progenitores 

hematopoiéticos, sua expressão nessas células tem sido aproveitada para aplicações de terapia 

celular em vários distúrbios hematológicos136. 

O CD33 é altamente expresso em células comprometidas com a linhagem mieloide da 

medula óssea e monócitos circulantes. A expressão de CD33 é regulada a níveis baixos em 
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granulócitos periféricos e macrófagos residentes, e é constitutiva em células dendríticas. Este 

padrão de expressão sugere um papel de CD33 na diferenciação mielóide e função celular de 

monócitos e células dendríticas137.  

O CD33, também conhecido como p67 ou Siglec-3, é uma proteína transmembrana do 

tipo I que pertence à superfamília das imunoglobulinas. Embora seja amplamente considerada 

como um receptor inibitório mielóide específico, alguns estudos sugerem que a molécula CD33 

também pode estar presente em células da linhagem linfóide138. 

Essa molécula deve ser considerada como um antígeno hematopoiético restrito com 

expressão em linhagens mielóides e linfóides137. Sugere-se que o CD33 possa exercer um papel 

regulador importante na proliferação e/ou diferenciação celular, modulando respostas 

inflamatórias e imunes. Estudos in vitro têm mostrado que essa proteína é capaz de suprimir 

constitutivamente a produção de citocinas pró-inflamatórias139. 

As MVs celulares  vêm se  destacando com seu papel essencial na resposta hemostática 

e seu potencial como marcadores de doenças, mas também sua implicação em uma ampla gama 

de processos fisiológicos e patológicos. As MVs carregam marcadores de suas células parentais, 

e podem ser usadas como ferramentas de investigação e diagnóstico129. 

Sabe-se que os estudos com MVs derivadas de neoplasias hematológicas são 

escassos76,79,89 e quase não há dados sofre seus efeitos e as características das MVs em estudos 

no Brasil. Desta forma, nos propusemos estudar a população amazonense diagnosticada com 

LMC visando a caracterização do perfil das MVs circulantes durante o tratamento, buscando 

identificar possíveis biomarcadores que possam contribuir com a literatura existente para que 

que seja possível buscar novas possibilidades para os pacientes acometidos com esta doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

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

diagnóstico e no seguimento clínico durante o tratamento terapêutico.  

3.2 Objetivo Específicos 

 Descrever as características epidemiológicas, clínicas e laboratoriais dos pacientes com 

LMC ao diagnóstico e no seguimento clínico, durante o tratamento terapêutico;  

 Caracterizar o perfil de MVs de pacientes com LMC, ao diagnóstico e durante o 

tratamento; 

 Investigar a associação entre o perfil de MVs com a resposta terapêutica e resistência 

ao tratamento nos pacientes com LMC. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Aspectos Éticos: 

Seguindo as normas da Resolução Nº 466/12 do Conselho Nacional de Saúde, o presente 

estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa com seres humanos da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP/HEMOAM) e foi aprovado no 

dia 06 de julho de 2021 sob o nº de CAAE: 48463121.3.0000.0009 e nº de parecer:4.831.211.  

4.2 Tipo e Área de estudo: 

Trata-se de uma pesquisa descritiva e exploratória, do tipo bidirecional, que visa 

caracterizar as populações de MVs derivadas de células leucêmicas e leucócitos inflamatórios 

de pacientes diagnosticados com LMC, tratados na Fundação Hospitalar de Hematologia e 

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

4.3 População de estudo: 

A população de estudo foi constituída por 15 pacientes, atendidos no serviço de 

hematologia da Fundação HEMOAM, diagnosticados com LMC no período de julho/2021 a 

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

 Além dos pacientes, também foram recrutados 15 doadores de sangue, atendidos no 

serviço de hemoterapia da Fundação HEMOAM, como grupo controle para análise pareada por 

gênero com a população de pacientes estudados.  

4.4 Critérios de inclusão, exclusão e não-inclusão: 

Os critérios de inclusão utilizados em conjunto para os casos foram: pacientes admitidos 

no Serviço de Hematologia da Fundação HEMOAM, que foram diagnosticados com LMC no 

período de julho de 2021 a junho de 2022, maiores de 18 anos, de ambos os sexos e que 

aceitaram participar da pesquisa assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). Como critérios de exclusão foram utilizados os seguintes parâmetros: material 

biológico insuficiente, coagulado, malconservado ou com contaminação, paciente com reação 

leucemoide e paciente diagnósticado com LMC em fase aguda. Os critérios de não-inclusão 

foram:  diagnóstico diferente de LMC, e a não concordância do paciente em participar do 

estudo. 

Os critérios de inclusão utilizados para o grupo controle foram: doadores de sangue 

atendidos no Serviço de Hemoterapia da Fundação HEMOAM, no período 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 exclusão foram utilizados os seguintes parâmetros: material biológico insuficiente, 

coagulado e malconservado ou com contaminação e doadores que tiveram sorologia positiva. 

Os critérios de não-inclusão foram:  a não concordância do doador em participar do estudo. 

 

 

4.5 Riscos e benefícios: 

 

Esta pesquisa apresentou riscos mínimos 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 complicação maior foi observada. 

Em relação a utilização dos dados e prontuários dos participantes da pesquisa para o 

desenvolvimento do estudo, foi garantido o sigilo dessas informações, protegendo-os por 

anonimato e usando as informações somente para fins investigativos. 

Desta maneira, a participação do voluntário, nesta pesquisa, contribuirá com a 

comunidade científica para uma melhor compreensão das características das microvesículas nos 

pacientes com LMC, além de identificar o uso potencial das MVs como biomarcador, visando 

auxiliar o prognóstico da doença.  

4.6 Obtenção dos dados clínicos e laboratoriais: 

Os dados clínico-laboratoriais dos pacientes foram coletados a partir de registros do 

sistema iDoctor e de prontuários da Fundação HEMOAM, através do Setor de atendimento 

médico e estatístico (SAME), pelos registros do laboratório de Genômica e do laboratório de 

Análises Clínicas da Fundação HEMOAM. As variáveis coletadas, foram: idade, sexo, 

procedência,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 Fundação HEMOAM, sendo essas as variáveis coletadas: idade, gênero, 

procedência.  

4.7 Obtenção das amostras biológicas: 

Para realização do estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico (SP) de 

pacientes com LMC, as quais foram obtidas através de punção venosa. Foram coletados, de 

cada paciente, 2 tubos de 4mL de sangue periférico com sistema à vácuo, contendo 
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anticoagulante citrato de sódio. As amostras foram coletadas ao diagnóstico (D0), antes de 

iniciar o tratamento com o inibidor de tirosina-quinase – ITK (F1), com 3 meses (F2) e 6 meses 

após o início do tratamento com o ITK (F3), totalizando 4 coletas de amostras de cada paciente 

(Figura 14). 

 
 

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

D0 – coleta ao diagnóstico; F1 – Coleta aproximadamente 2 meses após o diagnóstico 

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 obtenção das amostras biológicas dos doadores de sangue foram coletados 4 tubos 

de 4mL de sangue periférico com sistema à vácuo, contendo anticoagulante citrato de sódio, 

em apenas um momento. As amostras, tanto dos pacientes quanto do grupo controle foram 

identificadas com o código do projeto e foram centrifugadas a 400 x g por 15 min, no 

Laboratório Multidisciplinar da Fundação HEMOAM. Em seguida, o sobrenadante 

denominado Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi aliquotado e transferido para criotubos e 

armazenado no biorrepositório do laboratório, em freezer -80°C. As amostras selecionadas, 

foram utilizadas para a realização da caracterização de Microvesículas (Figura 15). 

 

 



57 

 

 

Figura 15. Fluxograma do desenvolvimento das atividades do projeto. 

 

4.8 Obtenção das microvesículas (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 

obtenção do Plasma Livre de Plaquetas (PLP).  

Posteriormente as amostras foram tratadas com tampão 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 μl de tampão anexina, e então foram distribuídos nos poços (placa) 
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contendo os anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se ligam aos marcadores 

de superfície específicos presentes nas populações de MVs. As amostras forma incubados por 

30 minutos ao abrigo de luz em TA. Após a incubação, foi aplicado 300 μl de tampão de ligação 

de anexina nos poços, e então os conteúdos foram transferidos para os microtubos de citometria 

de fluxo. 

 

4.9 Análise fenotípica das Mvs: 

A caracterização fenotípica das MVs para determinação de sua origem celular foi 

realizada a partir da  incubação de 100 μL do PLP contendo as MVs, com anticorpos 

específicos. As amostras foram incubadas por 30 min, ao abrigo da luz. As MVs foram 

ressuspendidas em 100 μL do tampão de ligação de Anexina V com a adição de 5 μL de Anexina 

V-fluorescente. 

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

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

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

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

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

de MVs. 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 serão expressos em número de MVs/µL de amostra 

biológica. Para marcação das MVs foi utilizado o seguinte painel: 

 

Quadro 8. Painel para imunofenotipagem das populações de MVs. 

 

Tubo MVs  FITC PE PerCP PE-Cy5 APC 

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

2 Granulócitos/Leucócitos Anex V CD66b - - CD45 

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

4 Cél. T/ Plaquetas/Cél. B Anex V CD3 CD41a - CD19 

5 

Neutrófilo/Monócitos/ Cél. 

Dendríticas 
Anex V 

CD16 CD14 CD11c 
- 

6 Células Progenitoras Anex V CD34 - - CD33 
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4.10 Análise descritiva e estatística: 

Para realizar esta pesquisa, fez-se um pareamento metodológico em relação ao gênero 

do N amostral. A análise fenotípica foi realizada através do programa FlowJo e as análises 

estatísticas foram realizadas com auxílio 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 distribuição das variáveis. Para 

comparação entre variáveis categórica usou-se teste exato de Fisher. Devido aos parâmetros da 

distribuição dos dados, para a análise de grupos independentes foi realizado o teste de Mann-

Whitney.  Para análise de dois grupos pareados realizou-se o teste de Wilcoxon e para três 

grupos pareados utilizou-se o teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s para múltiplas 

comparações. Os dados obtidos com o valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

4.11 Análise da Matriz de correlação e redes biológicas 

Redes biológicas foram montadas para avaliar as associações entre as MVs dos 

pacientes em cada tempo do acompanhamento e do grupo controle. A associação entre os níveis 

quantitativos de MVs foi determinada pelo coeficiente de correlação de Spearman no software 

GraphPad Prism 9.0.0, e a significância estatística foi considerada apenas se p< 0,05. Após a 

realização da análise de correlação entre as MVs, um banco de dados foi criado no programa 

Microsoft Excel 2013. Em seguida, as correlações significativas foram compiladas usando o 

software de acesso aberto Cytoscape (versão 3.10.0). Para representar cada população MV 

analisada usou-se nós circulares, cada tempo tem uma cor específica na rede e foram montados 

em layouts circulares. O tamanho do nós depende do número de interações entre as populações 

de MVs e a conexão dos nós indica a força da correlação como positiva forte (r≥0,68=linha 

preta) e positiva moderada (0,36 ≥ r ≤0,67=linha azul) conforme proposto por Taylor140. 
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Resumo 

As microvesículas são importantes mediadores de comunicação entre as células. Elas medeiam o efluxo 

de quimioterápicos promovendo a sobrevivência celular, e o número de MVs formadas após o 

tratamento com fármacos pode ter relação com sua resistência a medicação. Por isso caracterizar o perfil 

das MVs nos pacientes diagnósticados com LMC e durante o tratamento terapêutica se torna importante 

também para o estudo da resposta ao tratamento desses pacientes.  Nesta pesquisa foi coletado sangue 

periférico de 15 pacientes (ao diagnóstico, em citorredução, em 3 meses e em 6 meses de tratamento 

com o ITK) e de 15 doadores de sangue (em momento único). Em seguida, foi realizada a 

imunofenotipagem das MVs por citometria de fluxo, utilizando os marcadores de superfície específicos 

para identificar células progenitoras, células mieloides, leucócitos, células dendríticas, monócitos, 

neutrófilos, células T, células B, plaquetas, eritrócitos e células endoteliais. Esta pesquisa mostrou que 

os pacientes com LMC expressam mais MVs CD34+, CD16+, CD66b, CD11c, CD235a, CD51/61, em 

comparação aos doadores de sangue. Além disso, durante o tratamento com o inibidor tirosina quinase, 
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houve queda na expressão 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 

terapêutica inadequada. Assim, pode-se sugerir que as MVs podem ser usadas como indicador de 

resistência terapêutica. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 
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], o cromossomo Philadelphia (Ph+), que é 

resultado de uma translocação recíproca entre os braços longos dos cromossomos 9 e 22 t(9;22) 

(q34.1;q11.2)[1,2,5,8], e produz um gene de fusão9 BCR :: ABL1 [1,5,8,10] que traduz uma proteína 

quimérica com atividade tirosina quinase aumentada [2,7,11]. Além disso, há outros efeitos celulares 

gerados na LMC, como por exemplo, desregulação da adesão celular, descontrole do ciclo celular e 

inibição da apoptose e autofagia [12]. O diagnóstico dos pacientes geralmente ocorre na fase crônica e 

se a doença não for tratada de forma eficaz, a LMC pode evoluir [13] e progredir para a crise blástica, 

fase que se assemelha à leucemia aguda [12,14]. 

O tratamento é realizado com inibidores tirosina quinase (ITK) [15,16]. Este medicamento age 

na proteína híbrida traduzida devido a translocação dos cromossomos 9 e 22 [17] e mostra uma rápida 

diminuição da carga da doença, abaixo do limite de detecção de ensaios, como na citogenética da medula 

óssea [18]. O principal objetivo de realizar a terapia com os ITK é atingir uma resposta citogenética 

completa. Esta acontece quando o cromossomo (Ph+) não é mais detectável na medula óssea [18], sendo 

relevante, portanto, o monitoramento dos pacientes com LMC em terapia, já que a resposta molecular 

fornece informações prognósticas e ajuda a determinar se um paciente está respondendo ao tratamento 

[19].  

Visando ajudar no prognóstico da doença, tratamento e acompanhamento desses pacientes, 

estudar o papel das microvesículas (MVs) nos pacientes com LMC, se torna importante, pois elas são 

importantes mediadores de comunicação intercelular [20]. Um dos papéis principais das MVs na 

progressão do tumor é a habilidade de alterar o comportamento de outros tipos de células propiciando 

assim a sobrevivência das células tumorais. Dessa forma, as MVs podem facilitar a progressão da doença 

ao orientar a carga citotóxica para as células imunes circulantes [21]. Visto que estão envolvidas em 

processos angiogênicos e podem afetar a sobrevivência / apoptose celular em órgãos distantes como 

baço e fígado em doenças hematológicas, as MVs afetam também os processos metastáticos e o 

desenvolvimento de resistência a múltiplas drogas [22]. 

Sabe-se que as MVs medeiam o efluxo de quimioterápicos promovendo a sobrevivência celular, 

e o número de MVs formadas após o tratamento com fármacos demonstrou correlação com sua 

resistência quimioterápica [21], coincidindo com um aumento progressivo da gravidade da doença [23]. 

Como existe a possibilidade de surgir células resistente à terapia, intolerância ao tratamento, bem como 

efeitos adversos ou até mesmo evolução da doença para uma forma mais grave [12], é necessário que as 
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pesquisas continuem buscando alternativas, referentes ao tratamento dos pacientes com LMC com o 

propósito de melhorar o prognóstico da doença e a qualidades de vida desses pacientes.  

Diante disso, foi proposto um estudo exploratório a fim de caracterizar o perfil de MVs em 

pacientes com Leucemia Mieloide Crônica ao diagnóstico e no seguimento clínico durante o tratamento 

terapêutico através da imunofenotipagem por citometria de fluxo. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Tipo e local do estudo 

Foi realizado um estudo descritivo e exploratório, do tipo bidirecional, visando caracterizar as 

populações de MVs derivadas de células leucêmicas e leucócitos inflamatórios em pacientes 

diagnosticados com LMC tratados na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas, HEMOAM, localizada na cidade de Manaus, AM, Brasil. O estudo foi realizado no período 

de julho de 2021 a Fevereiro de 2023. O processamento e as análises laboratoriais foram realizadas nos 

Laboratório Multidisciplinar da Fundação HEMOAM e no Laboratório do Grupo Integrado de Pesquisas 

em Biomarcadores - GIPB, Instituto René Rachou, Fundação Oswaldo Cruz, FIOCRUZ-Minas, Belo 

Horizonte, MG, Brasil. 

 

2.2 Aspectos Éticos 

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comitê de Ética da Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas sob o nº 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 resolução nº 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde para pesquisas envolvendo seres 

humanos. 

 

2.3 População do Estudo  

Trinta indivíduos, de ambos os sexos, com idade a partir de 18 anos, foram pareados por gênero 

e divididos em dois grupos: 15 pacientes com LMC (LMC) em fase crônica da doença, atendidos no 

serviço de hematologia da Fundação HEMOAM e 15 candidatos a doadores de sangue saudáveis 

considerados grupo controle (GC), com teste de triagem sorológica e tecnologia de amplificação de 

ácidos nucleicos (NAT HIV/HCV/HBV) não detectáveis, atendidos no serviço de hemoterapia da 

Fundação HEMOAM.   

 

2.4 Coleta de dados clínicos e laboratoriais  

Os dados clínico-laboratoriais dos pacientes foram coletados a partir de registros do sistema 

iDoctor e de prontuários da Fundação HEMOAM, através do Setor de atendimento médico e estatístico 

(SAME), pelos registros do laboratório de Genômica e do laboratório de Análises Clínicas da Fundação 
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HEMOAM. As variáveis coletadas, foram: idade, sexo, procedência, hemograma, exame de 

monitoramento molecular por reação em cadeia da polimerase por Transcriptase reversa (RT-qPCR) 

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 Fundação 

HEMOAM, sendo essas as variáveis coletadas: idade, sexo, procedência. 

 

2.5 Amostras Biológicas 

As amostras de sangue periférico foram coletadas por punção venosa utilizando tubos com 

sistema à vácuo, contendo anticoagulante citrato de sódio. Amostras dos Pacientes foram coletadas em 

quatro momentos: no diagnóstico (Tempo 1 – D0), aproximadamente 2 meses após o diagnóstico, em 

citorredução (Tempo 2 – F1), aos três 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 único momento. 

As amostras foram processadas após a coleta para obter o plasma pobre em plaquetas (PPP) por 

centrifugação 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 biorrepositório do Laboratório 

Multidisciplinar da Fundação HEMOAM, em freezer -80°C, até o momento da análise das MVs por 

citometria de fluxo. 

 

2.6 Análise fenotípica de MVs circulantes por citometria de fluxo 

A análise 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 

o Plasma Livre de Plaquetas (PLP). Em seguida, as amostras foram tratadas com tampão citrato-

heparina, e novamente centrifugadas a 21475 x g por 90 min a 15°C, o sobrenadante foi descartado e os 

pellets foram ressuspendidos em tubos contendo 100 μl de tampão anexina e distribuídos nos poços 

(placa) contendo os anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos distintos para identificar: 

CD34PE (células progenitoras), CD33APC (células mieloides), CD45APC (leucócitos), CD11cPE-Cy5 

(células dendríticas), CD14PerCP (monócitos), CD16PE e CD66bPE (neutrófilos), CD3PE (células T), 

CD19APC (células B), CD41aPerCP (plaquetas), CD235aPE-Cy5 (eritrócitos), CD51/CD61PE (células 

endoteliais) e Anexina V-FITC, marcador de fosfatidilserina. Depois as amostras foram então incubados 

por 30 minutos ao abrigo de luz em TA. Como controle interno, a autofluorescência foi incluído em 

cada corrida experimental, na qual uma alíquota de suspensão de MV foi incubada na ausência de 

anticorpos monoclonais e Anexina V-FITC. Enquanto que alíquotas de anticorpos monoclonais e 

Anexina V-FITC foram incubadas na ausência de MV. Em seguida, adicionou-se 300 μl de tampão 

Anexina V nos poços, e então os conteúdos foram transferidos para os microtubos de citometria de 

fluxo. A aquisição das amostras foi realizada no citômetro de fluxo CytoFLEX S (Beckman Coulter) 

com controle de volume aspirado/minuto. O equipamento é altamente sensível e possui um sistema de 
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injeção de amostra volumétrica que permite a contagem absoluta de partículas. A aquisição da amostra 

foi feita durante 2 min por amostra.  

 

2.7  Análise descritiva e estatística 

A análise fenotípica foi realizada através do programa FlowJo. Microesferas de calibração com 

tamanho padrão de 100nm a 900nm, chamadas de Gigamix, foram utilizadas como referência para 

caracterização das MVs. As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad 

Prism 9.0.0. A normalidade dos dados foi demonstrada pelo teste de Shapiro-Wilk. Após a identificação 

da distribuição dos dados, descrevemos os resultados por meio da mediana e intervalo interquartil (IQR) 

de acordo com a distribuição das variáveis. Para comparação entre variáveis categórica usou-se teste 

exato de Fisher. Devido aos parâmetros da distribuição dos dados, para a análise de grupos 

independentes, foi realizado o teste de Mann-Whitney.  Para análise de dois grupos pareados, realizou-

se o teste de Wilcoxon e para três grupos pareados, utilizou-se o teste de Friedman, seguido do teste de 

Dunn’s para múltiplas comparações. Os dados obtidos com o valor de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

2.8  Análise da Matriz de correlação e redes interativas 

As Redes interativas foram montadas para avaliar as associações entre as MVs dos pacientes 

em cada tempo do acompanhamento e do grupo controle. A associação entre os níveis quantitativos de 

MVs foi determinada pelo coeficiente de correlação de Spearman no software GraphPad Prism 9.0.0, e 

a significância estatística foi considerada apenas se p< 0,05. Em seguida, as correlações significativas 

foram compiladas usando o software de acesso aberto Cytoscape (versão 3.10.0). Para representar cada 

população de MV analisada, usou-se nós em forma de círculo, montados em layouts circulares, onde 

cada tempo tem uma cor específica na rede. O tamanho do nó depende do número de interações entre 

as populações de MVs e a conexão dos nós indica a força da correlação 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 Características da população do estudo 

Tanto pacientes quanto o grupo controle possuem a mesma porcentagem em relação ao gênero, 

60% são homens e 40% mulheres. Os pacientes apresentaram mediana de idade de 43 anos (IQR 39-57) 

e o 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 

municípios do interior do Amazonas, e os demais pacientes viviam em Manaus (66,7%). 
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Todos os pacientes foram diagnosticados na fase crônica da LMC, e apresentavam o 

cromossomo Ph+ e /ou a proteína BCR::ABL1. Durante o período de diagnóstico, os pacientes 

apresentaram diversos sinais e sintomas clínicos. Entre eles, o mais observado foi a perda de peso 

(66,7%), seguido da esplenomegalia (60%), febre (53,3%), além das dores no corpo, costa, peito ou 

pescoço 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 ITKs, os pacientes iniciam o monitoramento molecular 

através da quantificação de transcritos provenientes de blastos leucêmicos por reação 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% não realizaram o 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 ótima (BCR::ABL ≤ 1%).  

 

 

 
Tabela 1. Dados sociodemográficos e sinais clínicos da população estudada. 

 

Características 
GC 

 N=15 

LMC                                  

N=15 
P value 

Idade 

Mediana (IQR) 52 (51-53) 43 (39-57) 0,1073 

Gênero N (%) 

Feminino 6 (40) 6 (40) 
>0,9999 

Masculino 9 (60) 9 (60) 

Procedência N (%) 

Manaus 15 (100) 10 (66,67) 
0,0421 

Interior do Amazonas# 
0 (0) 5 (33,33) 

Manifestações Clínicas e laboratoriais N (%) 

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) ¯ 

Cansaço ¯ 3 (20) ¯ 

Outros* ¯ 12 (80) ¯ 

    



66 

 

Reposta ao Tratamento(RT-qPCR) 
 

 
 

RM - Ótima  2 (16,7) ¯ 

Alerta  6 (50) ¯ 

Falha   4 (33,3) ¯ 
Os dados estão apresentados como mediana e intervalo interquartil - IQR, (%) e nº da amostragem - N. Os dados foram 

comparados usando o teste exato de Fisher para variáveis categóricas e para variáveis contínuas usou-se teste t não 

paramétrico de Mann-Whitney. Os dados com valor de p<0,05 foram considerados significativo. # Municípios: Barreirinha 

(1), Caapiranga (1), Itacoatiara (1), Tapauá (1) e Tefé (1) * Sintomas apresentados por 2 ou apenas 1 paciente: Náusea; Tosse 

seca; Edema nos membros inferiores; Vertigem; Equimoses; Gengivorragia; Hepatomegalia; Diarreia; Priaprismo; Falta de 

ar; Palidez; Falta de apetite; Constipação e flatulência; Rinorragia e Metrorragia; RM – Resposta molecular. Resposta Ótima 

BCR::ABL ≤ 1%; Alerta, BCR::ABL ≥1-10%; Falha, BCR::ABL >10%. 

 

  

A mediana das contagem totais de glóbulos vermelhos (RBC) dos pacientes com LMC foi de 

3,38 milhões/mm³ (2,85-3,87), isto é, abaixo dos valores de referência (3,9 -6,0) em D0. A plaquetose 

foi observada em 60% dos pacientes em D0 e a mediana da contagem total de Leucócitos (WBC) nesses 

pacientes foi muito maior em comparação ao valor de referência (3600-11000) em D0 e F1. Observa-se 

a presença exacerbada de células imaturas ao diagnóstico e também o aumento de outras células, como 

monócitos, eosinófilos e basófilos (Tabela 2). Observou-se que a medida que os pacientes aderiam ao 

tratamento os paramentos hematológicos foram se restabelecendo (D0, F1, F2 e F3). 
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Tabela 2. Dados hematológicos dos pacientes com LMC ao diagnóstico e ao tratamento. 

Hemograma 
LMC 

P value 

D0  F1 F2 F3 

RBC (X 10⁶/mm³) 3,38 3,77 4,19 4,03 

a>0,9999 

b0,0973 

(2,85-3,87) (3,30-3,86) (3,61-4,84) (3,55-4,49) c0,9999 

WBC (cells/mm³) 171600 27865 5200 4320 

a0,2034 

b<0,0001 

(65410-279700) (21560-50800) (4100-7150) (3530-6040) 
c<0,0001 

Blastos (cells/mm³) 5159 0 0 0 

a0,0973 

b0,0088 

(0-8150) (0-570) (0-0) (0-0) c<0,0032 

Promielócitos (cells/mm³) 6324 529,5 0 0 

a0,1419 

b0,0001 

(2161-11433) (0-1481) (0-0) (0-0) c<0,0001 

Mielócitos (cells/mm³) 7849 608,5 0 0 

a0,4626 

b0,0024 

(0-27970) (0-3479) (0-0) (0-0) c<0,0011 

Metamielócitos (cells/mm³) 22820 1863 0 0 

a0,0349 

b<0,0001 

(6541-33564) (0-4236) (0-0) (0-0) c<0,0001 

Neutrófilos-Bastão (cells/mm³) 20592 2462 0 0 

a0,0349 

b<0,0001 

(5232-31620) (0-5080) (0-0) (0-0) c<0,0001 

Neutrófilos Segmentado (cells/mm³) 59254 15860 2667 2213 

a0,2863 

b<0,0001 

(30958-116994) (11110-23468) (2276-4719) (1500-3382) 
c<0,0001 

Linfócitos (cells/mm³) 6860 2761 1852 2157 

a0,0433 

b<0,0001 

(4322-9780) (2210-3990) (1588-2133) (1458-2365) 
c<0,0001 

Monócitos (cells/mm³) 1730 758 235 212,5 

a>0,9999 

b0,1419 

(0-3432) (378-1656) (180-254) (143-250) 
c<0,0433 

Eosinófilos (cells/mm³) 6520 887,5 196 99 

a>0,9999 

b0,0041 

(1420-17300) (431-2432) (138-294) (71-131) 
c<0,0001 

Basófilos (cells/mm³) 5594 382 33 28 

a0,5381 

b0,0433 

(1420-8650) (0-1124) (18-116) (17-35) 
c0,0024 

Plaquetas (cells/mm³) 539000 521500 201000 233000 

a>0,9999 

b0,0655 

(289000-981000) (390000-898000) (183000-434000) (184000-246000) c0,0069 

Os dados estão apresentados como mediana e intervalo interquartil - IQR, e nº da amostragem– N; D0 – Ao diagnóstico ; F1 – follow-up/seguimento; F2 – follow-up/tratamento 3 

meses com ITK; F3 – follow-up/tratamento 6 meses com ITK;  aD0 vs F1; bD0 vs F2; cD0 vs F3; Os dados foram comparados usando o teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s 

para múltiplas comparações. Os dados com valor de p<0,05 foram considerados significativo. 
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3.2 Perfil geral de microvesículas plasmáticas em pacientes diagnosticados com LMC em 

comparação com controles saudáveis 

 
A Figura 1 apresenta a contagem absoluta de MVs circulantes do plasma de Pacientes 

com LMC ao diagnóstico e compara com o grupo controle. A análise dos dados revelou uma 

diferença entre os grupos, indicando que os pacientes com leucemia expressaram um maior 

número de MVs Anexina V++ (MVs totais) em comparação aos indivíduos saudáveis. Esse perfil 

aumentando nos pacientes com LMC e com significância estatística foi encontrado também nas 

MVs de CD34+ (Cel. Progenitoras), CD11c+ (Cel. Dendríticas), CD16+ e CD66b+ (Neutrófilos), 

CD235a+ (Eritrócitos) e CD51/61+ (Cel. Endoteliais) em comparação ao controle. Os marcadores 

das Células mieloide (CD33), de leucócitos totais (CD45), monócitos (CD14), Células T (CD3), 

e o marcador plaquetário (CD41a) estavam aumentados mas não mostraram diferença estatísticas 

entre os grupos na expressão dessas MVs. A única população de MV que apresentou uma 

diminuição em sua expressão foi a MV CD19+ (Células B), porém sem diferença significativa. 

 

 
Figura 1. Perfil geral das MVs plasmáticas de pacientes com LMC ao diagnóstico comparados ao grupo controle. Os niveis de MVs 

foram quantificados por citometria de fluxo conforme descrito na metodologia. Comparação entre os níveis de MVs totais – Anexina 

++; MVs derivadas de Progenitores – CD34; Mieloides – CD33; Leucócitos – CD45; Células dendríticas – CD11c; Monócitos – 

CD14; Neutrófilos – CD16 e CD66b; Células T – CD3; Células B – CD19; Plaquetas – CD41a; Eritrócitos – CD235a; e Células 

Endoteliais – CD51/61.  Os resultados estão apresentados em gráficos de barras, mostrando a mediana (intervalo interquartil) do 

número absoluto de MV/mm³ de plasma. A análise dos dados foi realizada através do teste de Mann-Whitney. Diferenças significativas 

foram destacadas por linha de conexão e asteriscos para p<0,001 (***), para p<0,01 (**) ou p<0,05 (*). Abreviação: GC – Grupo 

Controle; D0 – Pacientes com LMC ao diagnóstico. 
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3.3 Perfil panorâmico de microvesículas plasmáticas 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 diagnóstico (D0) comparados aos 3 meses (F2) e 6 meses (F3) de tratamento com 

o ITK. A Análise dos dados mostrou que há uma queda na expressão 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 diagnósticos (D0). Essa diferença significativa entre os 

tempos também foi vista nas MVs CD16+ e CD66b+ (Neutrófilos) e MVs CD3+ (Células T) (D0 

vs F2 e D0 vs F3). Também houve queda significativa na expressão das MVs CD34+ (Células 

Progenitoras), MVs CD33+ (Células Mieloides), MVs CD45+ (Leucócitos), MVs CD11c+ 

(Células Dendríticas), MVs CD14+ (Monócitos), MVs CD19+ (Células B), MVs CD235a+ 

(Eritrócitos) e MVs CD51/61+ (Células Endoteliais), porém essa diferença significativa entre os 

grupos ocorreu entre D0 vs F2. As MVs derivadas de plaquetas (CD41a) não mostraram diferença 

alguma entre os tempos. Além disso, quando se compara os grupos no tempo F2 vs F3 não há 

significância estatística, porém é possível notar em quase todas as populações de MVs, um 

aumento no número  de MVs em F3 em relação a F2, esse perfil só não é encontrado nas 

populações de MVs de CD3+ e CD19+ que estão diminuídas ao longo do tempo. 
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Figura 2. Perfil panorâmico de MVs plasmáticas de pacientes com LMC ao diagnóstico e em tratamento com ITK. Comparação ao longo 

do tempo (3 e 6 meses de tratamento) entre os níveis de MVs totais – Anexina ++; MVs derivadas de Progenitores – CD34; Mieloides – 

CD33; Leucócitos – CD45; Células dendríticas – CD11c; Monócitos – CD14; Neutrófilos – CD16 e CD66b; Células T – CD3; Células B 

– CD19; Plaquetas – CD41a; Eritrócitos – CD235a; e Células Endoteliais – CD51/61.  Os resultados estão apresentados em gráficos de 

barras, mostrando a mediana (intervalo interquartil) do número absoluto de MV/mm³ de plasma, (n=12 pacientes). A análise dos dados foi 

realizada através do teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram destacadas 

por linha de conexão e asteriscos para p<0,0001 (****), para p<0,001 (***), para p<0,005 (**) ou p<0,05 (*). Abreviação: D0 – Pacientes 

com LMC ao diagnóstico; F2 – follow-up/tratamento – 3 meses com ITK; F3 – follow-up/tratamento – 6 meses com ITK. 

 

 

 

3.3 Redes de interações de MVs circulantes dos Pacientes com LMC ao longo do 

tratamento e grupo controle 

 

As redes construídas representam a interação entre as populações de MVs circulantes. 

Essa interação é ilustrada por meio das conexões entre uma população de microvesícula e outra, 

em cada tempo de tratamento dos pacientes com LMC e do grupo controle (Figura 3). Nota-se, 

em todas as redes de interação, que as conexões entre as populações de MVs possuem uma 

correlação positiva forte (linha preta), mas é possível observar que há também correlações 

moderadas (linha azul) entre algumas populações.  Percebe-se uma menor interação das MVs em 

D0 em comparação ao grupo controle. Na rede D0, CD14 (monócitos) e CD45 (leucócitos) se 

correlacionaram com apenas um tipo de MV e CD66b (neutrófilo) interagiu com duas populações 

de MVs. CD41a (plaquetas) não interagiu com nenhuma outra MV e CD3, CD16 e CD34 foram 

as MVs que mais interagiram com outras populações de MVs, nessa rede. Enquanto que na rede 
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do controle, observa-se que as MVs de CD66b+ (neutrófilos) e CD33+ (células mieloides) 

apresentam um maior número de interações. CD19 (células B) se correlacionou apenas com uma 

população e CD3 (células T) não interagiu com população alguma de MVs. Na rede de F1, 

CD235a (eritrócitos), CD51/61(células endoteliais), CD34 (células progenitoras), CD11c (células 

dendríticas), CD14 (monócitos) e CD16 (neutrófilo) interagiram com todas as populações 

avaliadas. Em F2, CD19 (células B) e CD14 (monócitos) interagem entre si somente e CD11c 

não se correlacionou com nenhuma população. Na rede de F3, percebe-se que somente a 

população de CD235a (eritrócitos) se correlacionou com todas as MVs, além de ser a rede com 

menor número de interações moderadas 

 

 

 
Figura 3. Redes de MVs circulantes dos pacientes com LMC ao diagnóstico e ao longo do tratamento e grupo controle. Redes de 

interação entre as populações de MVs derivadas de Células Progenitores – CD34; Mieloides – CD33; Leucócitos – CD45; Células 

dendríticas – CD11c; Monócitos – CD14; Neutrófilos – CD16 e CD66b; Células T – CD3; Células B – CD19; Plaquetas – CD41a; 

Eritrócitos – CD235a; e Células Endoteliais – CD51/61 foram geradas para identificar a correlação entre as populações de MVs em 

todos os tempos de acompanhamento dos pacientes com LMC (D0, F1, F2 e F3) e em momento único no CG. O tamanho dos nós das 

redes tem a ver com o número de interações, quanto mais uma população de MVs interage com outras populações de MVs maior será 

o nó, se há poucas interações o nó será menor. As correlações de Spearman significativas em p<0,05 são retratadas por linhas contínuas 

que indicam uma correlação positiva forte quando r≥0,68, a linha contínua é espessa e preta, quando a correlação positiva é moderada 

(0,36 ≥ r ≤0,67), a linha contínua é mais fina e azul. 

 

 

 
Além das redes de interações, também foi criada uma matriz de correlação de cada tempo 

estudado. A matriz é um espelho da rede, e nos fornece uma visão mais simplificada, mostrando 

a força da correlação entre as populações de MVs. Na figura 3, é possível confirmar que todas as 

correlação foram positivas forte ou moderadas, e que de fato, no GC, a população de MVs de 
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CD3+ (Células T) não se correlacionou com nenhuma outra população de MVs. Em D0, o mesmo 

acontece com as MVs de CD41a+ (Plaquetas) enquanto que, a população de MVs de CD11c+ 

(Células Dendríticas) não se correlacionou com nenhuma outra população de MVs no tempo F2. 

 

 
Figura 4. Matriz de correlações dos pacientes com LMC ao diagnóstico e ao longo do tratamento e grupo controle. Matrizes foram 

criadas para identificar a correlação entre as populações de MVs derivadas de Células Progenitores – CD34; Mieloides – CD33; 

Leucócitos – CD45; Células dendríticas – CD11c; Monócitos – CD14; Neutrófilos – CD16 e CD66b; Células T – CD3; Células B – 

CD19; Plaquetas – CD41a; Eritrócitos – CD235a; e Células Endoteliais – CD51/61 em todos os tempos de acompanhamento dos 

pacientes com LMC (D0, F1, F2 e F3) e em momento único no CG. As matrizes de correlação exibem associação significativa (p < 

0,05) entre pares de MVs com base nos índices de classificação, que são marcados pela escala de cores (azul correlação positiva/ 

vermelho correlação negativa), variando de −1,0 a 1,0 para enfatizar a força da correlação. Correlação positiva forte (r≥0,68); 

Correlação positiva moderada (0,36 ≥ r ≤0,67); Correlação positivo fraco (r < 0,35); Correlação negativa forte (r ≤ −0,68); Correlação 

negativa moderada (−0,67 ≥  r  ≤ −0,36); Correlação negativa fraca (r  > −0,35)25. 

 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 
Ao analisar a população de Pacientes com LMC, percebe-se que a mediana de idade (43 

anos) desses pacientes é diferente das pesquisas realizadas com pacientes com LMC da Austrália 

(mediana de 52 anos) [26], da China (mediana de 28,5 anos) [27], e nos ensaios clínicos europeus 

(mediana de 46 anos a 51 anos) [28,29]. Um estudo na Santa Casa de São Paulo a mediana de 

idade foi igual a 42,3 anos na fase crônica [30]. Em João Pessoa, a mediana dos pacientes foi de 

40,5 anos [31]. Já em um estudo de 2017, com pacientes com LMC em tratamento no Rio Grande 

do Sul, a mediana de idade foi de 55 anos [32] e na revisão publicada, em 2021, por Oliveira e 

colaboradores, a faixa etária acometida com a doença varia de 45 e 55 anos [33]. Assim, percebe-

se que existe variações de idades nos pacientes com LMC entre as regiões brasileiras, e em todo 
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mundo, corroborando com os dados da OMS que afirma que a LMC pode ser diagnosticada em 

qualquer idade [1,8]. 

 As manifestações clínicas apresentadas na tabela 1 corroboram com os dados da 

Organização Mundial da Saúde que diz que no diagnóstico os achados comuns incluem fadiga, 

mal-estar, perda de peso, suores noturnos e anemia, e cerca de 50% dos pacientes têm 

esplenomegalia palpável [1]. Segundo a literatura, aproximadamente 50% dos pacientes 

diagnosticados com LMC são assintomáticos [1,12], porém neste estudo todos os pacientes 

apresentaram alguma manifestação clínica e 60% eram homens. 

 Esse resultado pode ter relação com os valores associados culturalmente à masculinidade 

que tendem a minimizar problemas de saúde e evitam procurar os serviços médicos [34], devido 

ao medo de descobrir uma doença grave, pois a falta de conhecimento pode ser encarada como 

um elemento "protetor" para os homens, além de evitarem falar sobre o que sentem, pois pode ser 

percebido como uma manifestação potencial de vulnerabilidade, o que pode levar a 

questionamentos acerca dessa masculinidade socialmente instituída [35]. Estima-se que mais de 

50% dos homens só vão ao médico quando o sintoma já está avançado [36]. Além disso, para os 

pacientes do interior, existe a dificuldade do deslocamento dentro do estado do Amazonas, já que 

o transporte, para a maioria dos pacientes chegar a Manaus, é fluvial e as viagens podem durar 

mais de 24h. A distância pode atrasar o diagnóstico da doença, tornando mais difícil identificar 

pacientes assintomáticos. 

 Os parâmetros hematológicos encontrados neste trabalho foram similares ao encontrados 

por Sossela e Bonfim et al., em populações distintas, que descreveram que através do hemograma 

pode-se identificar anemia nos pacientes com LMC, trombocitose, e aumento de basófilos e de 

granulócitos [37,38]. Além de mostrar que na LMC, o hemograma pode ser utilizado como um 

exame laboratorial de triagem pela observação de leucocitose, com acentuado número de 

granulócitos com desvio a esquerda [33]. 

 Além disso, sabe-se que o acompanhamento e monitoramento molecular também é 

importante para o controle da doença, pois os níveis de transcritos BCR-ABL ≤10% a ≤ 1% em 

3 e 6 meses, é um prognóstico favorável a longo prazo [8,39]. Neste estudo, pouco mais de 16% 

dos pacientes tiveram uma resposta terapêutica ótima. Estudos apontam que que entre 20%- 30% 

proporção significativa de pacientes terá uma resposta inadequada [29,40,41]. 

 Apesar do grande conhecimento biológico e clínico sobre a LMC, pouco se sabe sobre as 

propriedades imunossupressoras e promotoras das MVs derivadas dessa células provenientes do 

sangue [42]. Essa neoplasia apresenta um estágio de comprometimento do sistema imunológico 

em pacientes no momento do diagnóstico e antes do início do tratamento com os ITK. Esse 

cenário favorece a progressão do tumor e dificulta a capacidade do organismo em desenvolver 

respostas imunológicas antileucêmicas [43,44]. 

 Ao observar a figura suplementar, percebe-se que não há diferença na expressão de 



74 

 

microvesículas entre o diagnóstico e o uso da hidroxiuréia - HU (D0 x F1), ou seja, o sistema 

imune dos pacientes continuam com disfunção imunológica caracterizada pela doença, porque a 

HU não trata a doença. A razão para usar esta medicação em pacientes com leucemia é reduzir 

ou prevenir o crescimento de células sanguíneas imaturas [45,46]. Assim, ela induz a parada da 

proliferação celular na fase S do ciclo da célula [47–49] impedindo a célula de se reproduzir 

[47,50]. No estudo de Aswad [51] com MVs em pacientes com policitemia vera, trombocitemia 

essencial e mielofibrose, também não foi encontrada diferenças significativas nos níveis de MVs 

dos pacientes em citorredução com Hidroxiuréia. 

 Qing Li et al. sugerem que as MVs derivadas do plasma de pacientes com LMC poderiam 

ser uma forma de monitoramento de pacientes com LMC [27,52]. As MVs carregam as proteínas, 

lipídios e ácidos nucléicos de suas células-mãe, fornecendo uma fonte potencial de biomarcadores 

relacionados a doenças [53,54]. Elas também interagem com os sistemas de imunidade inata e 

adaptativa, transmitindo fatores pró-inflamatórios ou anti-inflamatórios. A sua acumulação no 

sangue como resultado da estimulação celular e da expressão de marcadores específicos da 

doença, torna-as potenciais monitores de doenças ou fatores prognósticos [55,56]. 

 Nessa pesquisa, mais de 80% dos pacientes estavam com uma resposta terapêutica 

inadequada em F3. Segundo Ehsanpour e colaboradores, o aumento das MVs após o tratamento 

pode ser pensado como um marcador de fase de recidiva durante uma doença. E por isso, avaliar 

essas MVs pode ser uma forma de fornecer um melhor entendimento das leucemias em relação a 

resistências à quimioterapia [57]. Sugere-se portanto, que o aumento das MVs em F3 possa ser 

um indicador de falha na resposta terapêutica desses pacientes. 

 Segundo Miljkovic-Licina e colaboradores, o CD34 é altamente expresso por blastos 

leucêmicos na maioria dos casos [58]. Em F2 e F3, as células blásticas não estão mais presentes 

no sangue periféricos dos pacientes em tratamento, provavelmente o aumento da expressão de 

MVs CD34+ em F3 pode ser influenciada por outras células. Estudos mostram que além das 

células hematopoiéticas, o CD34 também são expressos por células endoteliais, e representam 

uma ligação interessante entre angiogênese e hematopoiese [59] e também é expresso por 

plaquetas [60]. Esse marcador tem sido associada à inibição ou facilitação da adesão, proliferação 

celular e regulação da diferenciação [61]. É possível, portanto que ele sirva como um receptor de 

adesão devido as funções de auto agregação e adesão endotelial das plaquetas [60]. 

 Harada e colaboradores analisaram as células imunes inatas da linhagem mielóide, como 

granulócitos e células dendríticas (DCs), bem como seus progenitores em pacientes com LMC. 

Eles confirmaram proporções aumentadas de granulócitos e proporções reduzidas de células 

dendríticas e revelaram ainda que o desenvolvimento de DC foi restrito a partir de estágios 

progenitores em pacientes com LMC [62]. Além disso, DCs podem ser geradas a partir de células 

progenitoras (CD34+) e são consideradas efetoras cruciais da resposta imune antileucêmica. Elas 

agem como um sistema de alerta precoce para a resposta das células T ou imunidade adaptativa 
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[43]. 

 As DCs desempenham papéis críticos na captura e apresentação de antígenos às células 

T, um processo essencial para moldar as respostas imunes do hospedeiro contra infecções e 

câncer. Seu reconhecimento precoce de patógenos e a rápida produção de citocinas ativam células 

imunes inatas para limitar a disseminação de patógenos até que a imunidade adaptativa possa ser 

iniciada. À medida que nossa compreensão de cada tipo de célula que atua dentro desse sistema 

aumenta, torna-se cada vez mais evidente que as DCs atuam como os reguladores centrais da 

resposta imune [63]. 

 O papel das MVs derivadas de eritrócitos em condições de homeostase não foi totalmente 

compreendido. No entanto, MVs presentes na circulação de indivíduos saudáveis tem sido 

associada a diminuição da formação de trombina, indicando um papel anticoagulante [55,64]. 

Ainda, nas MVs em neoplasias mieloproliferativas negativas (NMPs), o eritrócito pode contribuir 

para a fisiologia pró-trombótica, aumentando a exposição da fosfatidilserina, fosfolipídio pró-

coagulante, levando a liberação de MVs [65,66] que iniciam a geração de trombina pois elas 

contêm fatores pró-coagulantes, que podem ativar a via intrínseca da coagulação [67,68]. O estado 

hipercoagulável está presente no câncer. As células sanguíneas circulantes estão aumentadas e 

são anormais no NMPs, resultando em aumento do risco trombótico [65,69]. As NMP apresentam 

maior frequência de eventos trombóticos ao diagnóstico mas o risco persiste ao longo da vida do 

paciente [70,71]. Já na LMC não há evidências que episódios trombóticos estejam presentes 

nesses pacientes [72]. 

 As MVs derivadas de neutrófilos aumentam a expressão de moléculas pró-inflamatórias, 

como IL-6 e moléculas de adesão em células endoteliais [73]. De acordo com o estado das células 

progenitoras e seu microambiente, as MVs derivados de neutrófilos podem exercer efeitos pró-

coagulantes e pró- ou anti-inflamatórios [55]. Durante processos fisiopatológicos o aumento da 

expressão de dessas MVs poderia ser um indicador diagnóstico de inflamação [74]. Craver e 

colaboradores afirmam que os pacientes com LMC exibem um perfil inflamado em comparação 

ao controle, e os pacientes com falha na resposta ao tratamento aos 3 meses com imatinibe, 

possuem o fator transformador de crescimento alfa (TGFα) exclusivamente elevado, sendo o 

preditor mais significativo na falha do que IL-6 [75]. 

 Essas MVs são enriquecidas para várias quimiocinas e, portanto, foram propostos para 

guiar os leucócitos ao local da inflamação [76,77]. Os neutrófilos da LMC possuem características 

imunossupressoras, como expressão aumentada de genes relacionados a espécies reativas de 

oxigênio. Além disso, monócitos e basófilos, que estão significativamente aumentados em 

pacientes com LMC, expressaram altos níveis de PD-L1, sugerindo que essas células podem 

suprimir a imunidade antitumoral [62]. Logo, esses achados podem explicar o aumento das MVs 

derivadas de células pró-inflamatórias e um número significativo de pacientes com falha 

terapêutica no tempo F3 em nosso estudo. Contudo, existe uma escassez de estudos disponíveis 
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na literatura para confirmar esses achados. 

 Hsieh et al. mostrou uma visão geral do perfil imunológico na LMC. As células 

imunossupressoras contribuem para a disfunção das células T e progressão da doença na LMC, 

expandindo no diagnóstico e reduzindo após a terapia com ITK [43]. Em nossa pesquisa, percebe-

se que as MVs derivadas de Células T (CD3+) e células B (CD19+) estavam diminuídas ao longo 

do tratamento com o ITK (Figura 2). Porém, a maioria das MVs provenientes de células 

progenitoras, células T ou B apresentam expressões altas em distúrbios hematológicos do espectro 

da leucemia [55]. Kornek et. Al mostraram que as MVs derivadas de células T estavam 

aumentadas no sangue de pacientes com hepatite C ativa [78]. Caivano et al. observaram maiores 

quantidades de MVs CD19+ em leucemia linfocítica crônica (LLC), linfoma não-Hodgkin (NHL) 

e em macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) quando comparadas aos controles testados [79]. 

 A LMC é caracteriza por imunossupressão da linhagem linfoide e expansão da linhagem 

mieloide [80], e os ITKs têm um modo de ação duplo com um efeito inibitório direto na tirosina 

quinase BCR::ABL1 e efeitos imunomoduladores ou supressores [43]. A liberação de MVs (sua 

abundância ou escassez) é afetada por vários cenários patológicos locais ou sistêmicos, onde 

prevalecem os estresses oxidativo, mecânico e metabólico, bem como a inflamação. Nesses casos, 

as MVs constituem uma resposta celular ao estresse, um mecanismo de defesa para restaurar a 

homeostase da membrana e da célula e garantir a sobrevivência [55]. 

 A análise da rede biológica e da matriz de correlação demostrou resultados interessantes 

ao longo do acompanhamento e tratamento. Porém, não há relatos na literatura sobre a regulação 

positiva ou negativa das interações das MVs em pacientes com LMC. O que podemos sugerir é 

que o aumento das correlações positivas entre as populações de MVs em F1 pode estar 

diretamente ligada a diminuição do número de células com o uso da HU, provavelmente porque 

o ciclo celular de todas as células é afetado devido a inibição da proliferação celular, em vista 

disso, há aumento da apoptose e aumento das MVs no meio circundante. O tratamento com ITK 

induzem alterações imunomoduladores e o aumento do número de correlações positivas em F3 

em comparação com F2 pode estar ligada a disfunção imunológica devido a resposta molecular 

inadequada da maioria dos pacientes. 

 Embora alguns estudos sobre MVs de células da LMC tenham surgido, o foco da maioria 

dos estudos sobre VEs de LMC é voltado pra carga das VEs, análise dos ácidos nucléicos, 

transformações de linhagens celulares pelo transcritos BCR::ABL1 [27,42,81–88]. Caivano e 

colaboradores estudou várias neoplasias hematológicas e identificou que MVs CD13+ de 

pacientes com LMC foram significativamente maior comparados aos indivíduos saudáveis. 

Porém, nesta pesquisa, o CD13 não entrou no painel de imunofenotipagem. 

 Percebe-se portanto, o desafio de identificar um possível fenótipo único de antígeno de 

superfície celular em células leucêmicas de LMC [89], pois o único biomarcador para o 

diagnóstico e prognóstico da LMC, até o momento, é o BCR-ABL [90]. Imagina-se que um alvo 
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de antígeno de superfície celular útil deve estar nas células doentes, mas não em células-tronco 

normais ou células de leucemia mais diferenciadas, ou deve ter um padrão de expressão, 

densidade ou distribuição diferente, além de ser expresso de forma estável na superfície das 

células leucêmicas de LMC [89]. 

Para definir MVs como novos biomarcadores tumorais, seria apropriado avaliar a 

associação e combinação de múltiplos componentes. Como contagem de MVs, fenótipo e 

conteúdo molecular, possivelmente identificando um painel combinado dos seguintes parâmetros: 

número, antígenos de superfície e conteúdo de RNA/DNA/proteína. Somente uma caracterização 

detalhada e profunda de todos esses parâmetros, de forma simultânea, seria possível discriminar 

uma MV como biomarcador decorrentes de uma doença específica [84]. 

O impacto do tratamento com ITK e a progressão da doença no metaboloma de pacientes 

com LMC não está totalmente compreendido. Almeida e colaboradores dizem que o uso de uma 

nova ferramenta, como a metabolômica, pode ser útil para identificar novas vias metabólicas 

relacionadas à progressão da doença e à resposta ao ITK. Os metabólitos são resultados do 

metabolismo celular e molecular que respondem pela expressão e atividade de genes, transcritos 

e proteínas e podem ajudar a compreender os processos ligados à patogênese e progressão da 

LMC e à resposta do paciente aos ITK [90]. Nesse contexto, um objetivo importante na prática 

clínica é a identificação de novos biomarcadores, sensíveis e representativos da heterogeneidade 

tumoral, que possam melhorar o diagnóstico e o monitoramento da doença [84]. 

Nosso estudo é exploratório e devido aos poucos casos de LMC diagnosticados por ano 

na Fundação HEMOAM, estamos ciente que o número amostral de participantes é um limitador 

da nossa pesquisa. Além de não ter tantos estudos sobre as caracterização de MVs derivadas da 

LMC, também não segregamos as MVs de acordo com suas dimensões nanométricas. Como o 

nosso estudo focou na imunofenotipagem das MVs, é necessário que outras pesquisas com o 

número maior de participantes validem nossos achados, além de associarem MVs com outros 

parâmetros no estudo, como expressão de citocinas, quimiocinas, fator de risco, resposta 

terapêutica e carga da MV, dentre outros. 

  

 

5. CONCLUSÃO 
 

As MVs derivadas das células do sangue periférico de pacientes com LMC, carregam 

características da célula que lhe deu origem, e podem influenciar e modular respostas imunes 

tanto no início da doença como ao longo do tratamento. 

Esta pesquisa sugere que os pacientes com LMC ao diagnóstico apresentam maior 

expressão de MVs CD34+, CD16+, CD66b, CD11c, CD235a, CD51/61 comparados ao 

indivíduos saudáveis. Nos primeiros meses de tratamento com ITK a expressão de todas as MVs 

diminui, e quando o paciente não responde bem ao tratamento essas MVs começam a aumentar 
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novamente.  

Assim, as MVs podem contribuir para avaliação de resposta a tratamento antes mesmo 

do paciente apresentar altos níveis de transcritos. Contudo, mais estudos precisam ser realizados 

para que as MVs possam ser considerados biomarcadores de resposta ao tratamento para LMC. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

 
 
Figura suplementar. Perfil das MVs de Pacientes com LMC ao diagnóstico e no seguimento clínico. Comparação das MVs ao 

diagnóstico e antes de iniciar o tratamento com o ITK, paciente tomando hidroxiuréia (citorredutor), níveis de MVs totais – Anexina 

++; MVs derivadas de Progenitores – CD34; Mieloides – CD33; Leucócitos – CD45; Células dendríticas – CD11c; Monócitos – 

CD14; Neutrófilos – CD16 e CD66b; Células T – CD3; Células B – CD19; Plaquetas – CD41a; Eritrócitos – CD235a; e Células 

Endoteliais – CD51/61.  Os resultados estão apresentados em gráficos de barras, mostrando a mediana (intervalo interquartil) do 

número absoluto de MV/mm³ de plasma. A análise dos dados foi realizada através do teste de Wilcoxon. Gráfico não apresentou 

diferença significativa. Abreviação: D0 – Pacientes com LMC ao diagnóstico; F1 – follow-up/seguimento 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A população estudada nesta pesquisa é majoritariamente do sexo masculino com 

idade em torno da quarta década de vida. Ademais, apresentaram diversas manifestações 

clínicas ao diagnóstico. 

Apesar do baixo número amostral, os resultados da pesquisa mostraram que as 

microvesículas liberas de células progenitoras (CD34), neutrófilos (CD16 e CD66), 

eritrócitos (CD235a), células dendríticas (CD11c) e células endoteliais (CD51/61) são 

significativamente mais expressas nos pacientes com LMC em comparação ao grupo 

controle.  

Ao iniciar o tratamento com ITK, a expressão das MVs começam a diminuir, com 

exceção das plaquetas. Pode -se observar ainda que quando os pacientes não estão 

respondendo bem ao tratamento as MVs tendem a subir novamente, exceto as MVs 

derivadas de células T e B que continuam diminuindo. 

São necessárias investigações futuras com um número maior de participantes por 

um período maior de acompanhamento para assim validar esses achados. 
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8. ANEXOS E APÊNDICES 

8.1 Parecer consubstanciado do CEP/HEMOAM  

8.1.1 Parecer da primeira submissão do Projeto 
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8.1.2 Parecer da segunda submissão: Emenda 
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8.2 Termo de Consentimento livre e esclarecido - TCLE 

8.2.1 TCLE: Paciente 
 

 



108 

 

 



109 

 

 



110 

 

 



111 

 

8.2.2 TCLE: Doador 
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