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RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) ¢ uma doenca maligna caracterizada por proliferagdo clonal
e acumulo de células progenitoras que estdo envolvidas na diferenciacdo de células linféides na
medula Ossea e, consequentemente, na supressao da hematopoiese normal e na substitui¢ao de
elementos normais, afetando outros o6rgdos, como figado, baco, nodulos linfaticos, timo,
testiculos, sistema nervoso central e meninges. O sucesso no tratamento da LLA-B pediatrica
aumentou consideravelmente nas ultimas décadas e novas estratégias de tratamento e manejo
alcangaram uma taxa de sobrevida livre de doenga de mais de 90% para pacientes pediatricos.
Apesar disso, muitos pacientes apresentam recidiva da doenga ap6s a resposta inicial e este evento
pode estar associadas a modulagao imunolédgica no local do tumor. De fato, no microambiente
tumoral, a imunossupressdo ¢ um evento comum e resulta da inibi¢ao de células imunes ativadas e
da geracdo de células com uma capacidade imunossupressora mais forte, denominadas células
supressoras derivadas da linhagem mieléide (MDSCs). As MDSCs representam uma populagdo
heterogénea de células mieldides imaturas (IMCs) que derivam de um progenitor mieldide comum
e que possuem forte atividade imunossupressora sobre a funcionalidade das células T CD8* e das
células NK (natural killer). A presenca dessas células no microambiente tumoral foi associada a
progressao tumoral, angiogénese, invasao local, metastase e resisténcia quimioterapica. O objetivo
deste estudo foi avaliar a expressao de células supressoras derivadas da linhagem mieloide (M-
MDSCs especificamente) antes e apds a quimioterapia de indugdo em pacientes pediatricos com
diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLA-B) e, além disso,
verificar se o tratamento quimioterdpico possui qualquer efeito sobre estas células. Amostras de
sangue periférico (PB) e medula 6ssea (BM) foram coletadas de 15 pacientes pediatricos nao
tratados e selecionados de forma randomica. A idade variou entre 1 e 17 anos, com média de 8,5
anos. A expressao de M-MDSCs foi avaliada no momento do diagnostico e no final da
quimioterapia de indugdo por citometria de fluxo. Nossos dados mostraram um aumento da
expressao de M-MDSCs em 60% (9/15) dos pacientes ao final da terapia de inducdo, em ambos os
compartimentos avaliados. Esses dados foram estatisticamente significativos para analise
realizada em medula 6ssea e em sangue periférico, p=0,0012 e p= 0,0006, respectivamente. No
entanto, ndo conseguimos associar o aumento na expressao de M-MDSCS com as variaveis idade,
sexo, estratificacdo de risco e achados genéticos. Em resumo, o aumento da expressao de M-
MDSC foi observado ao final da quimioterapia de indugdo, o que nos leva a acreditar que essas
alteragdes, provavelmente, possam ter sido induzidas pelo processo inflamatério gerado pelo
tratamento citotéxico ou pelos farmacos utilizados no tratamento quimioterapico. Os dados
apresentados em nosso estudo sugerem que a expressaio de M-MDSCs deve ser avaliada na
proxima revisdo do protocolo GBTLI (grupo brasileiro para o tratamento de leucemias infantis)
pois pode ser util para orientar novas abordagens terapéuticas contemplando drogas
imunomoduladoras que atuam na deplecao dessas células.

Palavras-chave: leucemia linfobldstica aguda; imunofenotipagem; células supressoras derivadas
mieldides; quimioterapia de inducgdo.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant disease characterized by clonal proliferation
and accumulation of progenitor cells that are involved in the differentiation of lymphoid cells in
the bone marrow and consequently results in suppression of normal hematopoiesis and
replacement of normal elements, affecting other organs such as liver, spleen, lymph nodes,
thymus, testis, central nervous system and meninges. Success in the treatment of pediatric B-ALL
has increased considerably in recent decades and new treatment and management strategies have
achieved a disease-free survival rate of over 90% for pediatric patients. Despite this, many
patients experience relapse of the disease after initial response and develop serious complications
due to side effects and adverse treatment reactions, which may be associated with immune
modulation at the tumor site. In fact, in tumor microenvironment, immunosuppression is a
common event and results from the inhibition of activated immune cells and generation of cells
with a stronger immunosuppressive capacity, denominated myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs). MDSCs represent a heterogeneous population of immature myeloid cells (IMCs) that
derive from a common myeloid progenitor and possess strong immunosuppressive activity on the
functionality of CD8* T cells and NK cells (natural killer). The presence of these cells in the
tumor microenvironment was associated with tumor progression, angiogenesis, local invasion,
metastasis and chemotherapeutic resistance. The aim of this study was to evaluate the expression
of myeloid-derived suppressor cells (M-MDSCs specifically) before and after induction
chemotherapy in pediatric patients with diagnosis of de novo B-cell acute lymphoblastic leukemia
(B-ALL) and, moreover, verify whether the chemotherapeutic treatment has any effect on these
cells. Peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) samples were collected from 15 untreated and
randomly pediatric patients. The age ranged from 1 to 17 years, with an average of 8.5 years. The
expression of M-MDSCs was evaluated at diagnosis and in the end of induction chemotherapy by
flow cytometry. Our data showed an increase of M-MDSCs expression in 60% (9/15) of the
patients at the end of the induction therapy, in both evaluated compartments. These data were
statistically significant for both bone marrow and peripheral blood analysis, p=0,0012 and
p=0,0006, respectively. However, we were not able to associate the increase in M-MDSCS
expression with age, gender, risk stratification and genetic findings. In resume, the increase in M-
MDSC expression was observed in the end of induction chemotherapy, which leads us to believe
that these changes probably could have been induced by the inflammatory process engendered by
the cytotoxic treatment or by drugs used in the chemotherapy treatment. The data presented in our
study suggest that M-MDSCs expression should be evaluated in the next revision of the GBTLI
protocol (brazilian group for the treatment of childhood leukemias), since it may be useful to
guide new therapeutic approaches contemplating immunomodulatory drugs that act in the
depletion of these cells.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia; immunophenotyping; myeloid-derived supressor cells;
induction chemotherapy.
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1. INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento e diferenciagao de todos os componentes celulares
sanguineos ¢ denominado de hematopoese. Nos seres humanos, esse processo inicia no
periodo embriondrio e estende-se por toda a vida de um individuo, ocorrendo principalmente
na medula 6ssea (MO), a partir de células-tronco hematopoéticas (CTH) que possuem
capacidade multipotente e totipotente, isto €, de se diferenciar em diferentes tipos celulares,

capacidade de auto-renovagdo e quiescéncia (JAGANNATHAN-BOGDAN; ZON, 2013).

Esse processo dindmico ¢ estritamente controlado e regulado tanto por fatores de
crescimento e cascatas de sinalizagdo celular quanto por células estromais presentes no
microambiente medular (ANTHONY; LINK, 2014). Ambos os progenitores mieloides e
linféides derivam dessas células, que embora sejam limitadas em nimero na MO, conseguem
se manter relativamente estaveis em nimero e produzir, apds cerca de 20 divisdes celulares,
em média, aproximadamente 106 células sanguineas maduras, possibilitando assim a

homeostase do sistema sanguineo (DOULATOQOY et al., 2012).

O processo de linfopoese resulta na geracao de células B, T e NK (Natural Killer)
maduras, sendo todas estas células derivadas de um progenitor linféide comum. Todas
amadurecem na MO e posteriormente migram para 6rgdos linfoides secundarios, como
sangue periférico (SP) e linfonodos, com excessdo dos linfocitos T imaturos, que antes sdo
direcionadas ao timo, um 6rgao linféide primario, para se diferenciarem e tornarem-se células
maduras ndo reativas ao proprio, processo denominado de tolerdncia central e de extrema
importincia para o correto funcionamento do sistema imune (CIOFANI; ZUNIGA-
PFLUCKER, 2007; DELVES; ROITT, 2000). Os programas genéticos e epigenéticos de uma
CTH regulam, além da sua restri¢do para uma determinada linhagem, também os processos de
proliferacdo e diferenciacdo em células sanguineas maduras, isso ocorre devido ao padrdo de
ativacdo e silenciamento de genes especificos envolvidos nesses processos (KRAUSER,

2002). Defeitos nesses programas podem resultar em bloqueio maturativo e perda dos
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mecanismos regulatorios entre proliferacao e morte celular de células progenitoras, sendo este

um dos mecanismos requeridos para a leucemogénese.

Dessa forma, a melhor compreensdo sobre a biologia tumoral, os mecanismos de
resisténcia quimioterapica e a interrelacdo entre as células neoplédsicas com as células do
hospedeiro sdo importantes para se estabelecer melhores estratégias terapéuticas e evitar as

recaidas da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leucemia Linfoblastica aguda

Apesar da grande heterogeneidade entre as diversas neoplasias humanas todas
apresentam uma caracteristica em comum: cada neoplasia constitui um clone derivado de uma
unica célula que sofreu em algum momento do seu desenvolvimento lesdes criticas em seu
material genético (DNA) e as transmitiu a todas as suas descendentes. Diante da
complexidade inerente a agdo mutacional, pode-se afirmar que essas lesdes (mutacdes) t€m
como alvos genes relacionados com os processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular (apoptose), sendo esses alvos facilmente agrupados da seguinte forma: genes
reguladores do ciclo celular, genes reguladores da proliferagdo celular (profo-oncogenes e
genes supressores tumorais), genes reguladores da apoptose e genes de reparo do DNA

(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A leucemia linfobléastica aguda (LLA) ¢ uma doenca maligna caracterizada pela
proliferacdo clonal e acimulo de células progenitoras comprometidas com a diferenciagdo de
c€lulas linféides na medula dssea e, por consequéncia resulta em supressao da hematopoese
normal e substituicdo dos elementos normais, podendo, mais adiante, acometer outros 6rgaos
como o figado, baco, linfonodos, timo, testiculos, sistema nervoso central e meninges
(HUNGER; MULLIGHAN, 2015; PUI; JEHA, 2007). A transformac¢ao maligna decorre do
acumulo de lesdes (mutagdes) e alteragdes epigenéticas no genoma da célula transformada,
como consequéncia de uma complexa interagdo envolvendo inumeros fatores, sejam
hereditarios, imunoldgicos, ambientais, exposi¢do a agentes quimicos, fisicos e bioldgicos,
dentre outros (BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2007; NAVARRETE-MENEZES; PEREZ-
VERA, 2017).

Clinicamente, a apresentagdo do quadro sintomatolégico da doenca ¢ bastante

variavel, podendo ocorrer de forma insidiosa ou aguda, sendo geralmente acompanhada por



febre, fadiga, palidez, dor Ossea, artralgia, mialgia, dores de cabeca, vomito e confusdo
mental. Linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e outros sitios extramedulares da doenca sdo
comuns, porém, o SNC e os testiculos sdo os sitios mais comumente acometidos e que
requerem modificacdes nos esquemas terapéuticos (HUNGER; MULLIGHAN, 2015). Ao
diagnostico, os principais achados hematoldgicos no sangue periférico sdo leucocitose,
acompanhada de neutropenia, trombocitopenia e anemia, sendo esses achados observados em
mais de 90% dos pacientes. As aberracdes cromossdmicas numéricas do tipo hipodiploidia
(<46 cromossomos) e as fusdes génicas BCR/ABLI e MLL/AF4 estdo associadas com alta

contagem de células brancas e com prognostico desfavoravel (ZHOUL et al., 2012).

2.1.1 Epidemiologia

As LLAs constituem aproximadamente 80% de todas as leucemias da infancia e
aproximadamente 20% das leucemias em adultos. Em se tratando da populagdo pediétrica,
cerca de 80-85% das LLAs sdo de cé€lulas precursoras B (LLA-B) e de 15-20% de células
precursoras T (LLA-T) (CHIARETTTI; ZINI; BASSAN, 2014; ZHOUL et al., 2012). De modo
geral, apresentam padrao de distribuicdo bimodal com pico inicial entre 2 e 5 anos de idade e
um segundo aumento constante iniciando por volta dos 50 anos (HOSSAIN; XIE;

McCAHAN, 2014).

No Brasil, os dados apresentados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), em sua
publicagdo "Estimativa 2018 - Incidéncia de cancer no Brasil”, assim como nos anos
anteriores, agrupam os diversos tipos de leucemias em um grande bloco e ndo faz distingdo
quanto a faixa etaria. Segundo os dados apresentados, estima-se, para cada ano do biénio
2018-2019, a ocorréncia de 5.940 e 4.860 casos novos de leucemia por 100.000 habitantes
para homens e mulheres, respectivamente (INCA, 2017). A figura 1 apresenta as distribui¢des
dos casos novos por regido do pais para ambos os sexos. E importante ressaltar que as
caracteristicas clinicas e bioldgicas da doenga diferem entre os diversos grupos etarios, sendo
os pacientes adultos e os com idade avangada associados com prognéstico desfavoravel

(LARSON, 2005).
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Figura 1 - Estimativa de casos novos de leucemia para homens (a) e mulheres (b) por 100 mil habitantes.

a. b.
Homens Mulheres
584-8,72 . 442-571
543-583
4,58-542 3,60-4,09
3,30-4,57 2,02-359

Fonte: Adaptado de INCA, 2017. Acessado em 17/03/2018.

2.1.2 Patogénese

A etiopatogenia especifica da doenca permanece ainda desconhecida na grande
maioria dos casos. Em uma extensa revisao de casos de pacientes pedidtricos com LLA,
Buffler e colaboradores (2005) elencaram a exposi¢ao a hidrocarbonetos, pesticidas, produtos
quimicos domésticos, radiagdo ionizante, campo magnético de baixa frequéncia, dieta e
variagdes genéticas polimoérficas como eventos predisponentes para o processo de
leucemogénese. Agentes infecciosos tém sido relacionados com LLA em alguns casos
especificos como o HTLV-1 e LLA de células T em adultos e o virus do Epstein-Barr (EBV) e
LLA de células B maduras/ linfoma de Burkitt. Uma pequena parcela dos casos de LLA
ocorre em pacientes com condigdes genéticas predisponentes e clinicamente reconhecidas que
incluem: sindrome de Down, sindromes de imunodeficiéncia congénita e sindromes que

afetam os mecanismos de reparo do DNA (PUIL; ROBISON; LOOK, 2008; WIEMELS, 2012).

Aproximadamente 80% dos pacientes pedidtricos com LLA-B apresentam alteragdes
citogenéticas recorrentes representadas sob a forma de aberragdes cromossdmicas estruturais
e/ou numéricas, que podem ser rotineiramente detectadas por técnica de bandeamento
convencional. A identificacdo dessas altera¢des ¢ importante ndo somente para uma melhor

compreensdo da biogénese tumoral, mas também para se estabelecer um diagndstico mais
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preciso e uma determinacdo prognodstica mais eficiente, levando-se em consideracdo outros
fatores como a idade e a contagem global de leucécitos ao diagnéstico, dentre outros

(MULLIGHAN, 2012). As principais alteracdes genéticas observadas na LLA-B estdo

demonstradas na figura a seguir.

Figura 2 - Frequéncia dos principais rearranjos genéticos observados nas LLAs.

MLL-ENL
0.3%

ETP
2%

Outros (LLA-T)
1.7%

MYC1(8;14), 1(2:8), t(8,22)
2%

Outros (LLA-B) E7;V6—RUNX1
20%

4.5%

TCF3-HLF
0.5%
Hipodiploidia <44
1%
MLL-AFF1

2%

Outros Rearranjos
MLL o
4% Hiperdiploidia >50

25%
iAMP21
2%
dic(9;20)
2%

TCF3-PBX1
4%

ERG
3%

BCR-ABL1-like

9%

CRLF2
4%

BCR-ABL1
2%

Fonte: Adaptado de PUI et al., 2012.

O estudo por citogenética convencional (cariétipo com bandeamento G), aliado a
técnicas moleculares como FISH (hibridizacdo in situ por fluorescéncia) e PCR (reagao da
cadeia polimerase), ainda sdo considerados os métodos de escolha para deteccao de
aberragdes cromossdmicas estruturais e/ou numeéricas e rearranjos moleculares, em se tratando

de doengas tumorais. Porém, com o advento das novas tecnologias mais sensiveis de



avaliagdo gendmica tais como aCGH (hibridizagdo gendmica comparativa baseado em
arranjo), aSNP (polimorfismo de um tnico nucleotideo baseado em arranjo) e MLPA
(amplificagdo multiplex de sondas dependente de ligagdo) foi possivel demostrar
microalteracdes anteriormente ndo detectadas, além de CNVs (variagdes do numero de
copias) de genes envolvidos nos processos de proliferacdo, diferenciacdo e controle do ciclo
celular de precursores linféides, comumente observadas na LLA-B, sendo suas detec¢des
uteis para estratificagdo de risco, avaliagdo da resposta quimioterapica e avaliacdo da
progressdo tumoral (MULLIGHAN,; DOWNING, 2007). Como exemplo, pode-se citar as
alteracOes dos genes IKZK1, PAX5, CDKN2A/B, JAK e CRLF?2 que, em geral, conferem valor
preditivo negativo ao progndstico, no caso do /IKZK1 (gene que codifica a proteina ikaros),
um fator prognostico negativo independente de idade, leucometria e achados citogenéticos

(ZHOUL et al., 2012).

Alteragdes epigenéticas sdo definidas como os eventos que alteram o padrdo de
expressao do gene sem, contudo, alterar a sequéncia linear da cadeia de DNA. Um deles ¢ o
processo de metilagdo do DNA, processo fisiologico desempenhado por uma familia de
proteinas conhecidas como DNMTs (DNA metiltransferases) € que consiste em adicionar um
radical metil (-CH3) ao carbono 5' do anel da citosina (metilcitosina), tendo por consequéncia
o silenciamento génico (GARCIA-MANERO et al., 2009). Altera¢des no padrao de metilagao
das ilhotas CpG (regides promotoras) foram identificadas em pacientes pediatricos com LLA-
B, e sua ocorréncia pode estar associada com o processo de leucemogénese e risco de recaida

tardia da doenga (NORDLUND; SYVANEN, 2018).

Outro evento epigenético de extrema importancia em se tratando de neoplasias € o
papel desempenhado pelos chamados miRNAs (microRNAs), pequenos fragmentos de RNAs
fita simples, ndo codificantes (19-25 nucleotideos), que participam na regulagdo pos-
transcricional da expressio génica (NORDLUND; SYVANEN, 2018; SUVA; RIGGI;
BERNSTEIN, 2013). Os miRNAs sdo requeridos em diversos processos bioldgicos que
incluem proliferacdo e apoptose e, dessa forma, alteracdes na sua expressao estdo diretamente
associados com a transformacdo leucémica e com o desenvolvimento de resisténcia

quimioterdpica em pacientes com LLA-B (BURKE; BHATLA, 2014).
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2.1.3 Diagnostico e Classificacio

De acordo com os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
em sua ultima edicdo revisada, o diagndstico das LLA-B pode ser definido laboratorialmente
por uma contagem de linfoblastos superior a 25% dos elementos figurados da MO e,
juntamente com os achados imunofenotipicos e o perfil genético, podem ser classificadas em
uma das seguintes categorias: leucemia/linfoma linfoblastico B ndo especificado
anteriormente, leucemia/linfoma linfoblastico B com alteracdes genéticas recorrentes e
leucemia/linfoma linfoblastico T (SWERDLOW et al., 2017). O quadro 1 demonstra a
classificagdo da OMS para neoplasias de precursores linféides B, enquanto que o quadro 2

relaciona essas alteracdes com os achados imunofenotipicos e valor prognostico.

Quadro 1 - Classificagdo da OMS para neoplasias de precursores linféides B.

Leucemia/Linfoma Linfoblastico B

Leucemia/Linfoma Linfobléstico B, Sem Outras Especificagdes
Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR/ABLI
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(v;11q23.3); Rearranjo KMT2A4
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6/RUNX1
Leucemia/linfoma linfoblastico B com Hiperdiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastico B com Hipodiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(5;14)(q31.1;q32.3); IL3/IGH
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(1;19)(q23;p13.3); TCF3/PBX1
Entidade Provisoria: Leucemia/linfoma linfoblastico B, BCR/ABL-like

Entidade Provisoria: Leucemia/linfoma linfoblastico B com iAMP2]

Fonte: Adaptado de ARBER et al., 2016.
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Quadro 2 - Alteracdes genéticas recorrentes € associagdo com imunofendtipo e prognoéstico.

Alteracao Genética Fenétipo Prognéstico

CD19*, CD10*, CD25*, frequente

t(9;22)(q34;q12), BCR/ABLI . Desfavoravel
(9:22)(@34412), expressdo de antigenos mieloides estavotave
: CD19+, CD10-, expressdo aberrante ,
;11923 MLL ’ ’ Desf: 1
(vil1q23), rearranjo de antigeno mieldide CD15 estavorave
CD19+, CD10-, expressdo aberrante ,
t(12;21)(p13;q22), ETV6/RUNX1 ’ J F |
(12:21)(p13:422), de antigeno mieldide CD13 avorave
) (s -
Hiperdiploidia, (>30 ¢ <66 CDI19*, CD10- Favoravel
Cromossomos)
Hipodiploidia, (<46 cromossomos) CD19*, CD10- Desfavoravel
t(5;14)(q31:932), IL3/IGH CD19*, CD10- Desfavoravel

t(1;19)(q23;p13), TCF3/PBX1 CD19+, CD10", IgM citoplasmatico * Favoravel

Fonte: Adaptado de McGREGOR; McNEER; GURBUXANI, 2012.

2.1.4 Estratificagdo de Risco

Um dos pilares para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda pediatrica consiste
na correta estratificagdo desses pacientes, baseada em critérios que afetam o progndstico € o
risco de falha terapéutica, no qual os regimes terapéuticos mais agressivos € mais toxicos sao
reservados a pacientes estratificados como de alto risco (COOPER; BROWN, 2015; KATO;
MANABE, 2018). No Brasil, a estratificagdo em grupos de risco de recaida e o delineamento
terapéutico de pacientes pediatricos com LLA segue o preconizado pelo protocolo
multicéntrico intitulado GBTLI (Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia Linféide
Aguda na Infincia), e que, atualmente, encontra-se na sua sexta versdo (GBTLI-2009)

(BRANDALISE; PINHEIRO; LEE, 2011).



De forma breve, e em se tratando especificamente de pacientes com LLA-B, o
protocolo GBTLI-2009 utiliza as informacdes referentes a idade, contagem leucocitaria e o
perfil imunofenotipico e genético das cé€lulas leucémicas ao diagnostico (D0) para estratificar
inicialmente os pacientes em baixo risco (BR) e alto risco (AR). No oitavo dia de tratamento
(D8), os pacientes sdo avaliados quanto a resposta inicial a corticoterapia (sendo denominado
de pré-fase) e entdo categorizados em baixo risco verdadeiro (BRV), alto risco respondedor
rapido (AR-RR) ou alto risco respondedor lento (AR-RL), baseado na contagem de blastos no
SP (<1.000 blastos/mm3 ou > 1.000 blastos/mm3). Outros dois momentos importantes de
avaliagdo quimioterdpica ocorrem no décimo quinto dia (D15) e no trigésimo quinto dia
(D35), final da ultima semana de inducdo, e se baseiam no percentual de blastos ao
mielograma. Com base nesse critério, pacientes com MO M; (<5% de blastos) e M2 (5-25%
de blastos) possuem prognostico favordvel, enquanto que pacientes com MO M3 (>25% de
blastos) prognostico desfavoravel. Nesses mesmos pontos do protocolo, a avaliagdo por
citometria de fluxo e biologia molecular sdo importantes, pois irdo determinar a doenga
residual minima (DRM) (BRANDALISE; PINHEIRO; LEE, 2011). O quadro 3 demonstra os
principais critérios de estratificagdo de risco para as LLA-B e a figura 3 apresenta, de forma

esquematica, o fluxograma da estratificagao, segundo o protocolo GBTLI-2009.

Quadro 3 - Estratificacdo de Risco de LLA-B (Protocolo GBTLI-2009).

Critérios para Estratificacio de Risco Alto Risco de Baixo Risco de Recaida
Recaida
Idade <1 ano ou > 9 anos >lano e <9 anos
Leucometria ao Diagndstico >50.000 células/mm3  <50.000 células/mm?3
Presenca de Cariotipo normal ou
Citogenética alteragdes de mau com altera¢des de bom

prognostico prognostico

Contagem de blastos em SP (D8) >1.000 blastos/mm?3 <1.000 blastos/mm3

Contagem de blastos em MO (D15 e
D35)
M (<5% de blastos); M2 (5-25% de blastos); M3 (>25% de blastos); D8 (oitavo dia); D15 (décimo quinto dia); D35

(trigésimo quinto dia);
Fonte: Adaptado de BRANDALISE; PINHEIRO; LEE, 2011.

MO - M2/M3 MO - M,
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Figura 3 - Fluxograma esquemético para estratificagcéo de risco para pacientes com LLA-B.
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BRV (baixo risco verdadeiro), BRI (baixo risco intermediario), AR-RR (alto risco - respondedor rapido) e AR-RL (alto risco - respondedor lento).
Fonte: Adaptado de BRANDALISE; PINHEIRO; LEE, 2011.



2.1.5 Tratamento das LLAs

O tratamento das LLAs segue o preconizado no protocolo GBTLI-2009 e consiste
basicamente em quimioterapia ou transplante de células-tronco hematopoéticas, ficando este
ultimo reservado para pacientes estratificados como alto risco. O protocolo ¢ dividido em 5
(cinco) fases, a saber: indugdo da remissdo, consolidagdo da remissdo, intensificacao,
consolida¢do tardia e manutencdo da remissdo, e faz uso de poliquimioterapia, baseado na
combinacdo de drogas com diferentes mecanismos de acdo (alquilantes, antimetabdlitos,
antraciclicos, epipodofilotoxicos, dentre outros), com o intuito de evitar o desenvolvimento de
resisténcia, além da administragdo de quimioterapia intratecal e de radiagao do cranio como
medidas de profilaxia para o sistema nervoso central (BRANDALISE; PINHEIRO; LEE,
2011; COOPER; BROWN, 2015; KATO; MANABE, 2018).

Via de regra, os protocolos para terapia de inducdo da remissdo incluem,
invariavelmente, glicocorticoide, vincristina e l-asparaginase, pois sdo drogas que nao
induzem mielossupressdo e, através de mecanismos de acdo distintos, atuam de forma
sinérgica sobre os blastos leucémicos, contribuindo para a reducdo das taxas de
morbimortalidade (PUI et al., 2012). O principal objetivo deste bloco de terapia, como o
proprio nome diz, ¢ induzir remissdo completa do percentual de células leucémicas e, de fato,
aproximadamente 95% de todos os pacientes atingem essa meta, porém, para aqueles

pacientes que apresentarem falha indutdria, o transplante alogénico de medula dssea ¢ o

tratamento indicado (COOPER; BROWN, 2015).

Resumidamente, com base no protocolo GBTLI-2009, a quimioterapia de indugdo da
remissdo para pacientes com LLA-B de baixo risco e que dura trinta e cinco dias inclui:
dexametasona (6mg/m?), prednisona (60mg/m?2), vincristina (1,5mg/m?), daunorrubicina
(25mg/m?2), l-asparaginase (5000U/m2) e, na presen¢a de indicagdo clinica, MADIT
(metotrexato intratecal, citarabina e dexametasona) (10-12mg/m?2, 20-24mg/m2, 2mg/m2,
respectivamente). Alternativamente, para pacientes com LLA-B de alto risco, a quimioterapia

de inducdo inclui: prednisona (60mg/m?2), vincristina (1,5mg/m?), daunorrubicina (40 mg/m?
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por dia), l-asparaginase (10.000U/m?), ciclofosfamida (500mg/m2) e, na presenga de
indicacdo clinica, MADIT (metotrexato intratecal, citarabina e dexametasona) (10-15mg/m?2,

20-30mg/mz2, 2mg/m2, respectivamente) (BRANDALISE; PINHEIRO; LEE, 2011).

O sucesso no tratamento das LLA-B aumentou consideravelmente nas tltimas décadas
e com as novas estratégias de tratamento ¢ manejo vem se obtendo um indice de sobrevida
livre de doencga superior a 90% em se tratando de pacientes pediatricos. Apesar disso, muitos
pacientes sofrem recaida da doenga apds resposta inicial e desenvolvem sérias complicagdes
decorrentes dos efeitos colaterais e reagdes adversas do tratamento (PUI, 2010). Dessa forma,
a busca por novas estratégias no tratamento podem aumentar os indices de cura e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Entre estas estratégias pode-se citar: melhor compreensao da
biologia tumoral, identificacdo de novos critérios para estratificagdo dos grupos de risco de
forma mais precisa, aprimoramento das terapias atuais por estudos de farmacogendmica e o
desenvolvimento de novas terapias especificas e individualizadas, incluindo a utiliza¢do de
biofarmacos capazes de modular a resposta imune do hospedeiro contra as doencas
neoplasicas (KATO; MANABE, 2018; MEEKER; YANG; SCHIFFMAN, 2010; PUI, JEHA,
2007).

2.2 Microambiente Tumoral

Do ponto de vista histologico, a massa tumoral pode ser definida como um organismo
complexo composto por células malignas e células ndo-malignas que se interrelacionam de tal
forma que o resultado pode ser o sucesso na destruicao das proprias células tumorais, mediada
pelo sistema imune do hospedeiro, ou o desenvolvimento de um sitio propicio e oportuno a
tumorigénese, invasao tecidual e metastase, conhecido como microambiente tumoral (MAT),
e, que mais adiante, pode também exercer efeito direto sobre a responsividade ao tratamento e

desfecho clinico dos pacientes (CHEN et al., 2015).
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Via de regra, o MAT caracteriza-se por ser um ecossistema dinamico, heterogéneo e
interrelacionado constituido por células tumorais, células estromais (ex. fibroblastos), células
inflamatorias e do sistema imune, células endoteliais, células adiposas, células
neuroenddcrinas, células dos vasos sanguineos, periocitos, proteinas da matriz extracelular e
diversas citocinas, fatores de crescimento e moléculas soluveis secretadas por células
malignas e nao malignas (CHEN et al., 2015; WANG et al., 2017, WANG et al., 2017).
Devido a essa grande heterogeneidade, o perfil dos elementos que constituira cada MAT ira
diferir entre os diversos tipos de neoplasia, com base principalmente nas suas caracteristicas

intrinsecas e extrinsecas, do tipo de tecido acometido e do estagio de diferenciacdo celular

(WANG et al., 2017).

Embora o processo de génese tumoral seja de origem multifatorial, € muita das vezes
ainda de ordem desconhecida para a grande maioria das neoplasias, ¢ de conhecimento
cientifico que esse processo requer algumas caracteristicas associadas a células tumorais e sua
interrelacdo com o microambiente no qual estdo inseridas, e incluem: capacidade proliferativa
ilimitada, escape dos mecanismos supressores de crescimento, promoc¢ao da invasdo e
metastase, resisténcia aos mecanismos de apoptose, estimulo a angiogénese, manutengdo da
sinalizacdo proliferativa, reprogramacdo energética celular, evasdo do sistema imune,
instabilidade gendmica e promocdo de um ambiente inflamatorio (WANG et al., 2017). A

figura a seguir apresenta os principais aspectos relacionados ao cancer.
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Figura 4 - Principais caracteristicas determinantes no cancer.
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Fonte: Adaptado de WANG et al.



Dentre as principais caracteristicas do cancer elencadas por Hanahan e Weinberg, em
2011, e, posteriormente revisadas por Fouad e Aanei, em 2017, muito provavelmente, a
evasdo do sistema imune pelas células tumorais seja um dos fatores mais importantes e
requeridos para a iniciacdo e progressao tumoral. A capacidade modulatdria que as células
tumorais podem exercer sobre o sistema imune do hospedeiro ¢ definida como edi¢do imune e
nos ultimos anos vem recebendo atengdao especial no tocante a pesquisas para
desenvolvimento de novos farmacos (imunoterapia e biofarmacos) e de novas metodologias
terapéuticas, como por exemplo a técnica do receptor de antigeno quimérico de células T

(CAR T-cells) (DUNN et al., 2002; MIRZAEI et al., 2017).

Em se tratando do microambiente medular, observa-se a existéncia de dois sitios
distintos e especializados denominados de nichos osteobldstico e vascular, ambos com
componentes celulares especificos, mas que cooperam entre si para manutengdo do controle
da proliferagdo, diferenciacdo, auto-renovacdo e quiescéncia das CTHs (SHAFAT et al,
2017). Os blastos leucémicos conseguem induzir profundas mudancas nesses nichos criando
um microambiente leucémico imunossupressivo ao inibir a ativacdo de células do sistema
imune e a geracao e/ou expansao de células imunossupressoras, como por exemplo linfocitos
T regulatorios (Treg) e células supressoras derivadas da linhagem mieléide (MDSCs)
(CHIARINI et al., 2016). O aumento na expressao dessas cé€lulas ja foi demonstrada em
diversos tipos de neoplasias, incluindo leucemias, tumores de mama, ovario e prostata, dentre
outros, sendo esse aumento na expressdo associado com progressao tumoral, metéstase e

desfecho clinico desfavoravel (RAYCHAUDHURI et al., 2015; VEIRMAN et al., 2014).

2.3 Células Supressoras Derivadas de Linhagem Mieloide

Células mieldides imaturas (IMC) com forte acdo inibitéria sobre linfocitos T foram
identificadas pela primeira vez em camundongos em 1987 (YOUNG; NEWBY; WEPSIC,

1987). Em seguida, Gabrilovich e colaboradores conceberam o termo ‘“células supressoras
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derivadas de linhagem mieloide” para designar as mesmas células supressoras em seres
humanos, embora fenotipicamente distintas quando comparadas as de camundongo

(GABRILOVICH et al., 2007).

2.3.1 Origem, acumulo e ativacdo das MDSCs

Por definicdo, as MDSCs constituem uma populacdo heterogénea de IMCs que
derivam de um progenitor mieldide comum, mas que apresentam diferencas citomorfologicas,
imunofenotipicas e funcionais (RAYCHAUDHURI et al., 2015). Apesar da heterogeneidade,
todas MDSCs caracterizam-se por exibir uma forte acdo imunossupressora sobre a atividade
de células T CD8* e NK, por diversos mecanismos que serao descritos adiante (MONU;
FREY, 2012). Sao denominadas imaturas por ndo expressarem marcadores fenotipicos de
ativacdo ou de maturagdo, porém, expressam de linhagem mieléide (MILLRUD;

BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017).

Em condigdes fisioldgicas, as IMCs seguem seu curso natural, no qual diferenciam-se
em macréfagos, células dendriticas ou granulocitos em resposta a moléculas de sinalizagao
celular e fatores de crescimento, entre eles o GM-CSF (fator estimulador de coldnia
granulocito-macrofagico), G-CSF (fator estimulador de colonia granulocito) e M-CSF (fator
estimulador de colonia macrofagico). Esse processo, denominado mielopoiese, que ocorre
tanto em ambiente medular quanto em ambiente extramedular, ¢ de extrema importancia e
vital para o organismo, pois permite limitar a extensdo da inflamagdo e com isso viabilizar o
reparo e o restabelecimento da homeostase tecidual (MILLRUD; BERGENFELZ;
LEANDERSSON, 2017). Contudo, em se tratando de situagdes patologicas como inflamagao
cronica, sepse e cancer em que hé liberagdo constante de sinais de estimulagdo, as IMCs ficam
impossibilitadas de se diferenciarem e, ao invés disso, sofrem expansdo e se acumulam
(FLEMING et al., 2018; MILLRUD; BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017; MONU;
FREY, 2012).
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O actimulo de IMCs e sua posterior ativagao patologica em MDSCs resulta de uma

provavel reprogramacdo epigenética e interferéncia nos fatores de transcricdo induzida por

dois grupos de sinais distintos, porém constantes e interconectados (VEGLIA; PEREGO;

GABRILOVICH, 2018). A figura 5 apresenta o modelo de "dois sinais" descrito por Millrud e

colaboradores (2017) para expansao e ativagdo das MDSCs. Via de regra, o primeiro grupo de

sinais sdo os que levam ao bloqueio de diferenciagcdo, ao acimulo e ao aumento na sobrevida

das IMCs, entre esses sinais temos: GM-CSF, G-CSF, M-CSF, VEGF (fator de crescimento do

endotélio vascular), interleucina 6 (IL-6) e prostaglandina E2 (PGE2), que participam na

ativacdo da cascata de sinalizacdo mediada pela familia STAT (transdutor de sinal e ativador

de transcrigao), em especial STAT3 e STATS, além de IRS8 (fator regulatorio de interferon 8),
C/EBP- (proteina ligante ao amplificador CCAAT beta) ¢ NOTCH (MILLRUD;
BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017; VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).

Figura 5 - Modelo “dois sinais” de acamulo e ativagao de MDSCs.
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O primeiro grupo de sinais atuam sobre as HSCs de modo a bloquear sua diferenciacdo e estimular a
proliferacdo. No segundo momento, os segundo sinais sdo responsaveis por ativar as IMCs e torna-las células

imunossupressoras - MDSCs.

Fonte: Adaptado de MILLRUD; BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017.



O segundo grupo de sinais, representado por PGE2, LPS (lipopolisscarideo), IL-1,
IL-4, IL-13, Hsp72 (proteina do choque térmico), IFN-y (interferon gama) e TNF (fator de
necrose tumoral), ¢ responsavel pela ativacdo das IMCs em MDSCs, através da ativacao da
cascata de sinalizagdo mediada via STAT1, STAT6, NF-kB (fator nuclear kappa-B) e PI3K
(fosfatidilinositol 3-quinase) (MILLRUD; BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017;
VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018). As MDSCs ativadas possuem forte agao
imunossupressora mediada por aumento na expressao das enzimas arginase-1 (ARG1) e 6xido
nitrico sintetase induzivel (iNOS) (CHEN et al., 2017). As figuras 6 e 7 apresentam, de forma
esquematica, as cascatas intracelulares, bem como os eventos moleculares, desencadeados
pelo primeiro e segundo grupos de sinais apos ligacdo aos seus respectivos receptores, tendo

por consequéncia a expansao e ativacdo de MDSCs.
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Figura 6 - Mecanismos moleculares de proliferacao e acimulo de MDSCs.
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O primeiro grupo de sinais liga-se aos seus respectivos receptores ¢ desencadeia a ativagdo das vias
moleculares JAK/STAT e PI3K/MAPK. A primeira resulta na sintese de proteinas que produzem radicais livres
(Nox2), aumentam a sobrevida celular (Bcl-xL, Ciclina D1, Survivina e SI00A9) e induzem a proliferacdo (c-
Myc).

Fonte: Adaptado de CONDAMINE; GABRILOVICH, 2011.

Figura 7 - Mecanismos moleculares de ativacdo de MDSCs.
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O segundo grupo de sinais, responsavel pela ativagdo funcional das MDSCs, ao se ligar aos seus respectivos
receptores ativam cascatas de sinalizag@o intracelular envolvendo PI3K, MyD88, NF-kB, STAT1 e STAT6, que
por sua vez ativam transcricionalmente genes importantes ligados a capacidade imunossupressora, sdo eles:
iNOS, Arginase, TGF (fator de crescimento transformante) e IL-10.

Fonte: Adaptado de CONDAMINE; GABRILOVICH, 2011.
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Em se tratando de tumores, esses diversos sinais ou fatores soliveis anteriormente
citados sao comumente liberados no MAT pelas proprias células tumorais, por células imunes
do proprio hospedeiro ou por fibroblastos associados ao tumor (CAFs) (FLEMING et al.,
2018). Mais adiante, tem sido demonstrado que o desenvolvimento e a ativagdo de MDSCs
pode também ser mediada por células tumorais de forma indireta através da liberagdo de
exossomas, pequenas vesiculas de bicamada lipidica capazes de transportar moléculas
bioativas, sendo entdo incorporadas por IMCs resultando em sua ativa¢do, ou, em um outro
cendrio, as proprias MDSCs ativas podem se fazer da liberagdo desses mesmos exossomas,
contendo proteinas, RNAs mensageiros ¢ microRNAs, que auxiliardo na promocdo da sua

atividade imunossupressora (GEIS-ASTEGGIANTE et al., 2017).

2.3.2 Classificagdo das MDSCs

Em camundongos, as MDSCs foram inicialmente identificadas como células com
expressao de marcadores de superficie CD11b e Grl (Ly6G ou Ly6C) e, posteriormente,
categorizadas em dois grupos distintos: MDSC granulocitica (PMN-MDSC ou G-MDSC)
com imunofendtipo CD11b*/Ly6G+*/Ly6Clow e MDSC monocitica (Mo-MDSC ou M-MDSC)
com imunofendtipo CD11b*/Ly6G-/Ly6Chigh (SU et al., 2016).

Em humanos, devido a grande heterogeneidade imunofenotipica, a classificacdo das
MDSCs ¢ mais complexa do que a utilizada para camundongos. Em linhas gerais, elas sao
comumente definidas como células com auséncia de expressao de marcadores de células
mielodides maduras e expressao de marcadores CD11b*/CD33*/HLA-DR-low ¢, similarmente
ao sistema murino, podem ser subdivididas em dois grupos principais: G-MDSC com
imunofenotipo CD11b*/CD33+/CD14-/CD15*/HLA-DR-lew ¢ M-MDSC apresentando
imunofendtipo CD11b*/CD33+/CD14+/CD15-/HLA-DR-"lew (BRONTE et al., 2016;
TUETTENBERG; STEINBRINK; SCHUPPAN, 2016). As G-MDSCs e as M-MDSCs

diferem de neutrofilos e mondcitos, respectivamente, por apresentarem caracteristicas
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bioquimicas, marcadores imunofenotipicos e perfis gendomico e protedmico distintos

(KUMAR et al., 2016).

Um terceiro subtipo de MDSCs imaturas foi recém identificado em seres humanos e
caracteriza-se por nao apresentarem expressao de marcadores imunofenotipicos de linhagem
(CD3, CD14, CD15, CD19 e CD56), HLA-DR- e CD33*, sendo entdo denominadas de
MDSC "estagio imaturo" (e-MDSCs) (BRONTE et al., 2016). O quadro a seguir agrupa as

principais caracteristicas fenotipicas das MDSCs em humanos e em camundongos.

Quadro 4 - Identificacdo de MDSCs com base no perfil imunofenotipico.

Subtipo Fendétipo em Camundongos Fendtipo em Humanos
G-MDSC CD11b*/Ly6G*/Ly6Clow CD11b*/CD33+/CD14-/CD15*/HLA-DR-/low
M-MDSC CD11b*/Ly6G-/Ly6Chigh CD11b*/CD33*/CD14+/CD15-/HLA-DR-/low

e-MDSC Ainda nao determinado Ll (DG, DL, LD, GRS, CRE6)

HLA-DR-, CD33+
Fonte: Adaptado de BRONTE et al., 2016.

2.3.3 Recrutamento das MDSCs ao microambiente tumoral

A infiltracdo e acumulo de MDSCs no microambiente tumoral ¢ um fenomeno bem
evidenciado e ja descrito em diferentes tipos de neoplasias, incluindo adenocarcinoma
pancreatico, melanoma, glioblastoma, carcinoma hepatocelular e renal, cancer de mama,
prostata e colon, leucemias, linfomas, dentre outros (KUMAR et al, 2016; MARVEL;
GABRILOVICH, 2015; UMANSKY et al., 2016).

O complexo processo de recrutamento das MDSCs para o sitio tumoral primario, bem
como para os nichos metastaticos, embora ainda ndo elucidado em sua totalidade, ¢ resultado

da a¢do de inimeros fatores. Dentre estes, o perfil de quimiocinas sintetizadas e liberadas
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pelas células neoplasicas, embora de forma inespecifica, é considerado um dos principais
responsaveis por atrair MDSCs para o sitio tumoral (KUMAR et al., 2016; QIAN et al.,
2011). Via de regra, o recrutamento de monocitos € M-MDSCs ¢ mediado por CCL2 e CCL5,
entre outros, enquanto que neutréfilos e G-MDSCs sdo recrutadas por CXCL1, CXCLS,
CXCL6, CXCL8 e CXCL12 (KUMAR et al., 2016). Citocinas soliveis presentes em grandes
concentragcdes no microambiente tumoral, como por exemplo IL-6 e IL-10B, contribuem tanto
para o recrutamento das MDSCs quanto para sua funcdo supressora, ndo obstante, essas
mesmas citocinas sdo também secretadas pelas proprias MDSCs, onde ira potencializar sua
atividade supressora e estimulando sua expansdo e acumulo (CHEN et al., 2017). O quadro a
seguir exibe as principais quimiocinas associadas com o recrutamento de mondcitos,

neutr6filos e MDSCs identificadas em alguns tipos de tumores.

Quadro 5 - Principais quimiocinas sintetizadas por tumores para recrutamento
de leucécitos.

Quimiocina Tipo de Tumores Leucdcito Recrutado
CCl2 Carcinoma de prostata Mondcitos/TAM
Cancer gastrico, mama e ovario MDSC*

CCL5 Cancer de mama Mondcitos

CXCLS geél;l;eerrl ;Se pulmao de células nao Neutrsfilos

CXCL6 Tumores gastrointestinais Neutroéfilos

CXCL8 Carcinoma gastrico Neutrofilos

CCL15  Cancer colorretal G-MDSC

CXCL12 Cancer colorretal M-MDSC

* populagdo total sem distingdo de subtipo.
Fonte: Adaptado de BRONTE et al., 2016.
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Outros fatores como HIFla (fator 1-alfa induzido por hipoxia), S1P (esfingosina 1-
fosfato) e as proteinas SI00A8 e S100A9 também estdo relacionados com recrutamento de
MDSCs, porém, o mecanismo exato nao estd completamente estabelecido (CHIU et al., 2016;

ZHOU; GUO, 2018).

2.3.4 Mecanismos efetores de imunossupressdo mediados por MDSCs

De forma geral, as células supressoras derivadas de linhagem mieldide conseguem
suprimir a resposta imune através diversos mecanismos efetores diferentes, mas que podem
ser agrupados da seguinte forma: 1- deplecao de nutrientes essenciais para funcionalidade das
células T; 2- produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; 3- interferéncia com os
processos de migracdo e ativacdo de células T; 4- expansdo de linfocitos Treg e
reprogramag¢ao macrofagica M1/M2. Além desses mecanismos de ac¢do direta e indireta sobre
os linfocitos T, as MDSCs também desempenham atividade imunossupressora através da

produgdo de moléculas imunomodulatdrias (DE SANCTIS et al., 2016).

As MDSCs prejudicam diretamente a funcdo dos linfocitos T ao reduzir a
concentragdo no meio de certos aminoacidos (aa) essenciais para sua plena atividade, bem
como de seus metabolitos, sdo eles: L-arginina, triptofano e a cisteina (CHEN et al., 2017).
No tocante a L-arginina, um precursor de biossintese de inumeras proteinas, as MDSCs
ativadas apresentam um aumento na expressao de arginase-1 (ARG1), enzima que cataboliza
a conversdo do aminoacido L-arginina em uréia e ornitina. Esse aminodcido ¢ extremamente
importante para os linfocitos T, pois € requerido para a sintese da cadeia CD3-( que compdem
o TCR (receptor de células T) e também para a formagao do complexo ciclina D3 com ciclina
dependente de quinase 4 (CDK4). A deple¢do deste aminoacido acarreta diminui¢do da
expressdo de TCR e bloqueio proliferativo de células T no checkpoint G1/S do ciclo celular

(CHEN et al., 2017; MONU; FREY, 2012).



O triptofano e a cisteina sdo outros dois aminoacidos essenciais para a atividade
normal das células T, sendo requeridos para proliferagao e ativagao funcional dessas células,
respectivamente. No entanto, as MDSCs ativadas reduzem a concentracdo no microambiente
de ambos os aminoacidos, no caso do primeiro, a deplecdo ¢ resultado da alta expressdo da
enzima IDO1 (Indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenase) que induz a degradacao do triptofano por
hidrolise. No caso do segundo, as MDSCs consomem toda a cisteina, porém, sem retornar a
mesma para o microambiente. O resultado da deplecao de triptofano e da cisteina ¢ a inibi¢ao
da proliferacdo e ativagdo de células T, respectivamente (IBANEZ-VEA et al., 2018). E
importante salientar que, o metabdlito de degradacdo de triptofano por IDOI1, a L-
quinurenina, também possuem agdo imunossupressora ao induzir a ativacdo de células Treg

Foxp3* (forkhead box P3) (DE SANCTIS et al., 2016).

As MDSCs ativadas possuem alta expressam da enzima iNOS (6xido nitrico sintase
induzivel), enzima que atua sobre o aminoacido L-arginina produzindo 6xido nitrico (NO)
(CHEN et al., 2017). Uma vez liberado, o NO desempenha diversas func¢des
imunossupressoras, que incluem: indugdo da apoptose de células T, inibi¢ao da fosforilagao e
ativacdo da via JAK3/STATS, redugdo na expressao de moléculas de MHC-II (complexo
maior de histocompatibilidade tipo II), producdo de peroxinitrito com consequente
nitrosila¢do dos residuos de tirosina do receptor CD8, tornando-o nao responsivo ao estimulo
via MHC-I, producao, juntamente com NOX2 (NADPH oxidase 2), de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), que promovem a perda da cadeia CD3-{ do TCR (DE
SANCTIS et al., 2016; MILLRUD; BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017). Espécies
reativas de nitrogénio promovem também a nitrosilagdo das quimiocinas CCL2, CCLS,
CCL21 e CXCL12 e/ou de receptores CXCR4 inibindo o recrutamento de linfécitos T (DE
SANCTIS et al., 2016).

Outro mecanismo de inibi¢ao direta dos linfocitos T ocorre através da sinalizacao via
receptor de morte programada PD1 e seu ligante PD-L1. As MDSCs ativadas expressam em
sua membrana o ligante PD-L1, que ao se ligar ao seu receptor PD1 nas células T, gera um

sinal inibitorio que € transmitido para dentro dessas células e acarreta redugao na produgao de
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citocinas e inibi¢do proliferativa (PYZER et al., 2016). As MDSCs ativadas expressam
metaloproteinase de dominio 17 (ADAM17), uma enzima capaz de clivar o ectodominio da
L-selectina CD62L presente na membrana de linfocitos T e assim reduzir a sua atividade. A
ligacao entre Gal-9 (galectina-9) e Tim-3 (dominio 3 de mucina e imunoglobulina de células
T) promove a morte das células T e o fim da resposta imune via Thl (linfécito T auxiliar 1)
(CHEN et al., 2017). A figura a seguir ilustra a interagdo de moléculas expressas por MDSCs

e seus respectivos ligantes nas células T com consequente anergia e inducao de morte celular

dessas.

Figura 8 - Interacdo entre MDSCs e células T.
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ADAM 17 - metaloproteinase de dominio 17, Gal-9 - Galectina 9, Tim-3 - dominio 3 de
mucina e imunoglobulina de células T, PD-1 - receptor de morte programada, PD-L1 -
ligante do receptor de morte programada.

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2017.

As MDSCs ativadas podem ainda, através da liberacdo de TGF-f, inibir a atividade de
células NK e promover a diferenciacdo de células T CD4* naives em linfocitos Treg com sua

consequente ativacdo e com a producao concomitante de IL-10, que por sua vez induzem a
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polarizacdo de macrofagos com fendtipo M2 (imunossupressor). Tanto as células Treg, quanto
os macrdéfagos com fendtipo M2 possuem agdo imunossupressora (DE SANCTIS et al,

2016).

Contudo, ¢ importante salientar que os dois grupos de MDSCs nao compartilham de
todos esses mecanismos simultaneamente, isto €, enquanto G-MDSCs desempenham sua
atividade somente suprimindo a resposta imune das células T antigeno-especifica, as M-
MDSCs suprimem tanto a resposta imune das células T anigeno-especificas quanto as nao
especificas, tornando-as assim mais imunossupressoras quando comparadas as G-MDSCs
(KUMAR et al., 2016; MARVEL; GABRILOVICH, 2015). Aliado a isso, sabe-se também
que as M-MDSCs sdo as mais prevalentes no microambiente tumoral (KUMAR et al., 2016),
o que justificou a sua pesquisa nesse estudo. O quadro 6 resume as principais caracteristicas

fenotipicas e funcionais das MDSCs, dos monocitos e dos neutrofilos.

Quadro 6 - Caracteristicas fenotipicas e funcionais de neutr6filos, mondcitos e MDSCs.

46

Neutrofilos G-MDSCs Monocitos M-MDSCs e-MDSCs
CD3-
CD11b- CD11b- CD14-
CD14- CD14- CD14+ CD14+ CD15-
Fenotipo CD15* CD15* CD15- CD15- CD19-
CDo66* CD66* HLA-DR+ HLA-DR-LOW CD56-
LOXI1- LOX1+ HLA-DR-
CD33-
Densidade Alta Baixa Baixa Baixa Baixa
Imunosupressao - + - ++ ++
ROS + +++ -+ -+ ++
NO - + + +++ ++
ARG1 + ++ - - -
PGE2 - ++ - + NA
S100A8/A9 + ++ -+ + NA
STAT3 -+ A=F -/+ ++ NA

ROS (espécies reativas de oxigénio), NO (6xido nitrico), ARGI (arginasel), PGE2 (prostaglandina E2), STAT (transdutor
de sinal e ativador de transcri¢do), e-MDSCs (MDSCs estagio imaturo).
Fonte: Adaptado de VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018.



De um modo geral, as MDSCs, uma vez recrutadas e ativadas no microambiente
tumoral, irdo permitir, através dos mecanismos descritos anteriormente, que as células
tumorais escapem da destruicdo mediada pelo sistema imune, além de promoverem o
crescimento e a progressdo tumoral, caracterizadas por invasdo tecidual, metastase,
angiogénese e resisténcia quimioterapica (MARVEL; GABRILOVICH, 2015; UMANSKY et
al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de células supressoras derivadas de linhagem mieldide antes e
apos quimioterapia de indu¢do em pacientes pedidtricos com leucemia linfoblastica aguda de

células precursoras B.

3.2 Objetivos Especificos

= Verificar se as M-MDSCs estdo presentes no microambiente tumoral medular;

= Determinar uma possivel associagao entre a expressao de M-MDSCs com os grupos de
estratificacdo de alto e baixo risco;

- Investigar uma eventual associagdo entre expressdo de M-MDSCs com dados clinico-
laboratoriais (idade, género, alteragdes cromossdmicas e fusdes génicas especificas);

= Determinar uma possivel associacdo entre a expressdo de M-MDSCs com eventual falha

terapéutica apos quimioterapia de indugao.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, longitudinal e observacional.

4.2. Local de Realizacao de Estudo

O presente estudo foi realizado no centro de referéncia no diagndstico da crianga e do
adolescente Dr. Murilo Martins do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), pertencente a rede
publica do estado do Ceard, em parceria com o setor de hematologia do laboratério

Clementino Fraga (LCF), ambos situados na cidade de Fortaleza, Ceara.

4.3. Casuistica e Métodologia

4.3.1.Casuistica e captagdo de pacientes

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados, de forma randdmica, pacientes
pediatricos diagnosticados com leucemia linfobléastica aguda de células precursoras B,
atendidos no ambulatério de onco-hematologia/HIAS no periodo de agosto de 2015 a maio

de 2017.

Os critérios de inclusdo adotados foram: pacientes diagnosticados com LLA-B de
novo, de ambos os sexos, idade inferior a 18 anos e ndo submetidos a tratamento
quimioterdpico prévio ou corticoterapia prévia. Entre os critérios de exclusdo temos:

pacientes com idade igual ou superior a 18 anos, ter o diagnostico realizado em outro centro/



hospital, ter realizado quimioterapia ou corticoterapia prévia, ndo apresentar amostras de
sangue periférico e/ou medula 6ssea suficientes para a realizagdo das andlises a que o estudo
se propds, pacientes com leucemia recidivada, pacientes com neoplasias secundarias ao

tratamento e, ainda, ndo ter consentido para participag¢do no estudo.

4.3.2. Métodos

Todos os pacientes selecionados para o estudo foram diagnosticados segundo os
critérios preconizados pela Organizagdo Mundial de Saude (SWERDLOW et al., 2017) e
adotados pelo hospital infantil Albert Sabin, e incluem: avaliagdo citomorfoldgica e
citoquimica da medula 6ssea (mielograma), estudo imunoldgico (imunofenotipagem por
citometria de fluxo) e estudo genético (citogenética e biologia molecular). Para isso,
amostras de SP e MO foram coletadas em centro cirrgico por pungdo venosa e lombar,
respectivamente, seguindo a rotina diagnoéstica estabelecida pelo proprio hospital, ou seja, o
presente estudo ndo gerou qualquer 6nus aos pacientes selecionados. As coletas ocorreram
sistematicamente no dia do diagnoéstico (dia zero ou DO0), no oitavo dia (D8), no décimo
quinto dia (D15) e no trigésimo quinto dia (D35), as andlises morfoldgicas, imunologicas e
genéticas indicadas para cada dia seguiram o preconizado pelo protocolo GBTLI-2009

(BRANDALISE; PINHEIRO; LEE, 2011).

A avaliacao da expressao das M-MDSCs foi realizada em amostras de SP e MO de
todos os pacientes selecionados para o estudo, e ocorreram em dois momentos especificos:
ao diagnoéstico (DO0) e ao fim da terapia de indugdo (D35), com o intuito de se avaliar se a
quimioterapia de inducdo teria efeito sobre a expressdo de M-MDSCs. Essas
imunofenotipagens foram realizadas pelo setor de hematologia do laboratério Clementino
Fraga e serd detalhada mais adiante. A figura 09 apresenta o fluxograma detalhando o

esquema de analises das amostras.

Os pacientes inseridos no estudo foram entdo agrupados de acordo com os critérios
clinico-laboratoriais de estratificacdo adotados pelo GBTLI-2009, em alto ou baixo risco,

levando-se em consideragdo, dentre outros fatores, a idade do paciente, a leucometria inicial,



os achados genéticos e o acometimento do SNC. Essas informagdes, bem como de outras
pertinentes ao estudo, foram obtidas através de pesquisa direta nos prontudrios dos

respectivos pacientes.

Figura 9 - Fluxograma de analise de amostras.

S Fim Terapia de
Diagnostico (D0) Inducgio (D35)
Mielograma
Hospital Infantil > Imunofenotipagem > Mielograma
Albert Sabin Citogenética
Biologia Molecular
Aliquotas de 200puL Aliquotas de 200puL
de SP/MO em EDTA de SP/MO em EDTA
Laboratério ) Imunofenotipagem ) Imunofenotipagem
Clementino Fraga (M-MDSC) (M-MDSC)

DO (dia zero), D35 (trigésimo quinto dia), M-MDSC (célula supressora derivada de linhagem mieldide - monocitica).
Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.3 Andlise citomorfologica de medula ossea (HIAS)

Os esfregacos de MO foram confeccionados por técnico de laboratério capacitado que
identificou as respectivas ldminas com as iniciais do paciente e prontudrio, logo apds a coleta.
Em seguida, as laminas foram coradas utilizando o corante Leishman (Sigma-Aldrich®),
seguindo os seguintes passos: em ambiente apropriado, as laminas de cada paciente foram
cobertas com aproximadamente 1mL da solug¢do uso de Leishman (2g para 1.000mLs de alcool
metilico P.A.) preparada previamente, apds 3 minutos adicionou-se ImL e homogeneizou-se,
com ajuda de uma pipeta de Pasteur. Apos 15 minutos lavou-se as laminas com agua destilada

e foram entdo secadas com auxilio de papel toalha.
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As andlises citomorfologicas dos esfregagos de MO foram realizadas por dois
hematologistas experientes que avaliaram qualitativa e quantitativamente um total minimo de
300 células por lamina. O percentual de blastos foi determinado ao diagndstico, no D15 e D35,
com o intuito de realizar o estadiamento medular em Mi, Mz ou M3, segundo os critérios do
protocolo GBTLI-2009. A avaliacio do esfregagco de SP ocorreu no D8, ao fim da
corticoterapia, com o intuito de avaliar o percentual de blastos e assim determinar o grupo de

risco inicial a que os pacientes.

4.3.4 Analise Imunolégica (Imunofenotipagem - HIAS)

A imunofenotipagem por citometria de fluxo realizada ao diagnostico teve por
objetivo determinar se a linhagem dos blastos eram de origem B e qual o estagio maturativo
dessas células. Para isso, utilizou-se um painel de anticorpos monoclonais (AcMo) pré-
definido, montado de maneira a se ter dois AcMos por tubo, cada um conjugado ou com
fluorocromo verde (FITC - isotiocianato de fluoresceina) ou com fluorocromo vermelho
(TRICT - tetrametilrodamina). O painel engloba tanto marcagdes de antigenos de membrana,
quanto de citoplasma e todos os AcMos eram das marcas DAKO® (Santa Clara, CA, USA)
ou BD Biosciences® (San Jose, CA, USA). Os AcMos utilizados, bem como seus respectivos

fluorocromos conjugados encontram-se detalhados na tabela O1.

Para as marcagdes de membrana o procedimento foi: inicialmente identificar todos os
tubos com seus respectivos AcMos; adicionar a cada tubo 50ul da amostra de MO coletada em
tubos com EDTA; adicionar a cada tubo a quantidade pré-definida dos respectivos AcMos,
com concentragdes previamente ajustadas, em temperatura ambiente e incubar por 15 minutos;
apoOs esse prazo, adicionar em cada tubo 2mL de solug¢do de lise e incubar por 10 minutos;
centrifugar por 3 minutos a 1.500 rpm; logo apds remover o sobrenadante e adicionar a cada
tubo 2mL de solucdo Azida 0,2% e homogeneizar; repetir esse ultimo procedimento por mais
duas vezes; ressuspender com 200ul de solu¢do de paraformaldeido a 1%. Todas as etapas
foram realizadas ao abrigo da luz. Com relagdo as marcacdes intracitoplasmaticas, o

procedimento foi o mesmo, variando somente a primeira etapa que foi antecedida de
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permeabilizacdo da membrana celular com solucdo de paraformaldeido a 5,5%, com o intuito
de permitir a entradas dos AcMos. Todas as aquisigdes foram realizadas no citometro de fluxo
FACSCalibur™ e as analises realizadas utilizando o software Cell-Quest (Becton-Dickinson®).
Para todos os tubo um total de 10.000 eventos foram adquiridos e considerou-se um cut-off de

20% para determinacao de positividade para todos os AcMos que compunham o painel.

Tabela 1 - Painel anticorpos monoclonais para LLA-B.

Marcacio de Membrana

Tubo 1 Gamma Gamma
Tubo 2 CD5 (FITC) _

Tubo 3 HLA-DR (FITC) _

Tubo 4 — CD45 (TRICT)
Tubo 5 CD19 (FITC) CD10 (TRICT)
Tubo 6 CD13 (FITC) CD22 (TRICT)
Tubo 7 CD33 (FITC) CD3 (TRICT)
Tubo 8 m.IgM (FITC) CD34 (TRICT)
Tubo 9 CD7 (FITC) CD56 (TRICT)
Tubo 10 CD1a (FITC) aNG2 (TRICT)
Tubo 11 CD4 (FITC) CDS (TRICT)
Tubo 12 — CD123 (TRICT)
Tubo 13 — CD20 (TRICT)
Tubo 14 — CD2 (TRICT)

Marcacao Intracitoplasmatica

Tubo 15 Gamma-cy Gamma-cy
Tubo 16 — cyCD3 (TRICT)
Tubo 17 cy.IgM (FITC) —
Tubo 18 — CD79a (TRICT)
Tubo 19 — aMPO

Gamma: Controle negativo sem AcMos; m= membrana; cy = citoplasma; MPO = mieloperoxidase; FITC

(isotiocianato de fluoresceina); TRICT (tetrametilrodamina).
Fonte: claborado pelo autor.



4.3.5 Analise Citogenética Convencional (HIAS)

A citogenética convencional utilizando técnica de banda G com resolugdo de 400-450
bandas foi realizada segundo o preconizado por Chauffaille e colaboradores (1997), isto &,
cerca de ImL das amostras de medula 6ssea previamente colhida em tubos Vacutainer® (BD
Company), contendo heparina sodica jateada na parede interna, de forma estéril, foi langada
em duas garrafas de cultura de 25mm? (TPP®) contendo em cada um 4mLs de meio RPMI
1640 com Hepes (Vitrocell®) e ImL de soro fetal bovino (Vitrocell®). Este material foi
cultivado por 24 e 48 horas em estufa a 37°C. Uma hora antes do término da cultura foram
adicionados 100uLs de colchicina (Vitrocell®) (ou andlogo sintético - Colcemid® - GIBCO),
por 45 minutos e mantidas em banho-maria a 37°C. Em seguida, o material foi centrifugado e
ressuspendido em solucao hipotonica de KCl 0,075M e fixado em solugdao de Carnoy, acido
acético e metanol na propor¢do de 3:1, por 3 vezes. Apds a ultima lavagem, o pellet foi

ressuspendido no volume final de aproximadamente ImL.

Para confeccdo das laminas para andlise, o material foi gotejado em laminas de
microscopia, flambadas com auxilio de bico de Bunsen e envelhecidas em microondas por 1
minuto e poténcia maxima. O bandeamento foi realizado com técnica de banda G utilizando
o corante Wright, sendo posteriormente analisadas, quando possivel, um total de 20
metafases por paciente. Os laudos foram emitidos seguindo os critérios preconizados pelo
Sistema Internacional de Nomenclatura em Citogenética Humana (ISCN, 2016). As
metafases foram capturadas e analisadas em sistema computadorizado CytoVision® (Leica

Biosystems).

4.3.6 Biologia Molecular (HIAS)

Todos os pacientes inseridos no estudo realizaram investigagdo molecular por técnica
de RT-PCR (reagdo da cadeia polimerase - transcriptase reversa) ao diagndstico, com o

intuito de detectar fusdes génicas recorrentes em LLA-B pediatrica que possuem importante
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valor preditivo clinico e terapéutico. Foram investigadas as seguintes alteragdes génicas:
E2A4/PBX1, AF4/MLL, BCR/ABLI p190 e p210 e ETV6/RUNXI. A tabela 02 apresenta os

primers utilizados para cada reagao.

Resumidamente, a técnica ¢ dividida em 4 (quatro) passos: extragao do RNA total,
reacdo de transcriptase reversa para producdo de cDNA (DNA complementar fita simples),
amplificacdo do DNA e revelacdo em gel de agarose. A extragdo do RNA total foi realizada
utilizando o Trizol® (Invitrogen, CA, USA) e seguiu-se as recomendagdes descritas no
manual do proprio fabricante. Para todas as amostras de SP e MO prosseguiu-se,
inicialmente, com a separagdo das células linfocitarias com auxilio de 1mL de Ficoll-
Paque™ PLUS (Amersham Biosciences) e, posteriormente, adicionado 1mL de Trizol. O
passo seguinte foi adicionar 200uL de cloroformio anidro (Sigma-Aldrich®) para cada ImL
de Trizol a essas amostras, que ficaram incubadas por 10 minutos. O RNA total obtido por
esse processo foi quantificado com ajuda de um espectrofotdmetro e seguiu-se para a
proxima etapa. Tanto a sintese de cDNA quanto a amplificagdo por PCR foram realizadas
simultaneamente em uma unica reacao, para isso utilizou-se o kit SuperScript™ III One-Step
RT-PCR System with Platinum™ com 7ag High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen, CA,
USA), e adotou-se as recomendagdes fornecidas pelo proprio fabricante. Uma vez preparado
os mixes em tubos eppendorfs®, contendo os volumes de RNA total, de primers e do kit,
foram ento levados ao termociclador (ThermoFisher Scientific), no qual as temperaturas de
desnaturacdo, anelamento e extensdo, bem como a quantidade de ciclos por reagdo, foram
ajustadas seguindo as especificagdes do fabricante. O ultimo passo foi a visualizacdo dos
produtos de amplificagdo apods corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% e sua
consequente revelagdo em equipamento com luz ultra-violeta. Para todas as reagdes realizou-

se controle negativo e positivo.



Tabela 2 - Relagdo de fusdes génicas pesquisadas e primers utilizados.

Fusao Primers

Controle ABL ABL-Ia - ATCTGC CTG AAG CTG GTG GGCT
ABL-D - TGT GAT TAT AGC CTAAGA CCC GGA G

Fusao E24/PBX1 E2A-A - CAC CAG CCT CAT GCACAAC
PBX-B - TCG CAG GAG ATT CAT CACG

Fusao AF4/MLL MLL-A - CCG CCT CAG CCACCTAC
AF4-B - TGT CAC TGA GCT GAA GGT CG

Fusao BCR/ABLI p190 | BCR-el-A - GAC TGC AGC TCC AAT GAG AAC
ABL-a3-B - GTT TGG GCT TCA CAC CAT TCC

Fusio BCR/ABLI p210 | BCR-bI-A - GAAGTG TTT CAGAAG CTTCTCC
ABL-a3-B - GTT TGG GCT TCA CAC CAT TCC

Fusiao ETV6/RUNX1 TEL-A - TGCACC CTC TGATCC TGA AC
AMLI-B - AACGCCTCG CTCATCTTGC

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.7 Avaliacdo da expressio de M-MDSCs (Imunofenotipagem - LCF)

As amostras em EDTA de SP e MO necessarias para a avaliagdo da expressao de Mo-
MSDCs foram obtidas a partir das amostras ja colhidas rotineiramente no hospital. Para isso,
aliquotas de aproximadamente 200uL foram reservadas e armazenadas em tubos
eppendorfs®, mantidas em ambiente seco, temperatura ambiente e ao abrigo da luz e entdo
encaminhadas, no prazo maximo de 4 (qautro) horas, para o setor de hematologia do
laboratério Clementino Fraga, onde se procedeu com o processamento, aquisi¢ao e analise. A
marcacdo de antigenos de membranas seguiu 0 mesmo procedimento técnico anteriormente
descrito. Para a avaliagdo da expressao de M-MDSCs, foram utilizados os seguintes AcMos:
CD45 (PE-Cy5), CD14 (PE) e HLA-DR (FITC), todos adquiridos da BD Biosciences® (San
Jose, CA, USA). Todas as aquisi¢des foram realizadas com auxilio do citometro de fluxo
FACSCalibur™ e as andlises realizadas utilizando o software Cell-Quest (Becton-

Dickinson®).
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A estratégia utilizada para detecgdo de M-MDSCs foi montada pelo hematologista
responsavel técnico pela citometria de fluxo, e iniciou com a definicdo da regido (R1) no
dot-plot com CD45 versus complexidade interna (SSC), para determinar a populagdo de
células de linhagem linfomonocitica. Em seguida, a populacdo especificamente de monocitos
foi delimitada através da defini¢do da regido (R2) no dot-plot CD14 versus SSC. No terceiro
dot-plot, a populagdo de interesse, M-MDSCs (monocitos CDI14+/HLA-DR-1ow), foi
delimitada e quantificada. As amostra de todos os pacientes foram avaliadas utilizando a
mesma estratégia acima descrita. Para todas as analises realizou-se a aquisicdo de 100.000
eventos e, baseado nas padronizagdes sugeridas para avaliacdo de doenca residual minima
em pacientes pedidtricos com LLA-B por Theunissen e colaboradores (2017), considerou-se
um minimo de 40 eventos com concomitante CD14+ ¢ HLA-DR-low para se considerar a

presenga de M-MDSCs nas amostras avaliadas.

4.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software cientifico GraphPad Prism®,
em sua versdo 6.0. Os testes estatisticos utilizados foram definidos de acordo com a
normaliza¢do dos dados, sendo selecionado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para
realizar a comparacdo entre os grupos, o coeficiente ndo paramétrico de Spearman para
determinar a correlagdo e o teste de Fisher para associacdes. Foram considerados
estatisticamente significantes valores de p<0,05. Os dados foram expressos em média +

desvio padrao.

4.5 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Hospital Infantil Albert Sabin, sob o nimero: 006.02.10, estando o projeto que
resultou neste trabalho em conformidade com as orientagdes preconizadas na Resolucdo

466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

59



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

Ao fim do prazo estipulado para a captacdo de pacientes foram pré-selecionados para
o estudo 33 (trinta e trés) pacientes pedidtricos atendidos e diagnosticados com LLA-B de
novo no ambulatdrio de onco-hematologia/HIAS, e que atenderam aos critérios de inclusdo.
Entretanto, 18 (dezoito) pacientes foram posteriormente removidos do estudo por ndo ter
sido possivel a realizacdo das imunofenotipagens para avaliagdo da expressao de M-MDSCs
no D35 do SP ou MO. Do total de 18 (dezoito) pacientes excluidos, 56% (10/18) dos
pacientes foram a Obito antes de concluir a terapia de indugdo, sendo a principal causa
relatada a sepse. Os outros 44% (8/18) dos pacientes ndo compareceram aos retornos
avaliativos pré-determinados pelo protocolo GBTLI-2009, o que interferiu nas coletas que
deveriam ter ocorrido no D35, bem como, na aderéncia ao tratamento, portanto, também

foram excluidos do estudo.

Dos 15 (quinze) pacientes que permaneceram no estudo, 53% (8/15) eram do sexo
masculino e 47% (7/15) do sexo feminino. A idade dos pacientes variou entre 1 e 17 anos,
com média de idade de 8,5 anos. 20% (3/15) dos pacientes apresentavam idade inferior a 2
anos de vida, 67% (10/15) apresentavam idade entre 2 e 10 anos de vida e 13% (2/15) com

idade superior a 10 anos.

5.1. Estratificacao de Risco

Baseado nos critérios de estratificagdo de risco adotados pelo protocolo
GBTLI-2009, 40% (6/15) dos pacientes foram estratificados como de baixo risco de recaida,
enquanto que 60% (9/15) dos pacientes como alto risco relativo de recaida da doenga. Todos
os pacientes foram acompanhados até¢ a conclusdo da pesquisa por um periodo de até¢ 22
meses (tempo de follow-up). Apenas um paciente (paciente numero 5) foi a ébito um més

apos a conclusdo da terapia de indugdo, e, portanto foi o menor follow-up da pesquisa. A
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tabela a seguir apresenta os dados dos pacientes e estratificacio de risco até aqui

demonstrados.
Tabela 3 - Dados ¢ estratificagdo de risco.

ID Sexo Idade Estratificacao de Risco
1 M 9 anos Alto Risco
2 M 9 anos Alto Risco
3 F 15 anos Alto Risco
4 M 3 anos Baixo Risco
5 M 1 ano Alto Risco
6 M 17 anos Alto Risco
7 F 7 anos Alto Risco
8 M 6 anos Alto Risco
9 F 1 ano Alto Risco

10 M 3 anos Alto Risco

11 F 3 anos Baixo Risco

12 F 2 anos Baixo Risco

13 F 1 ano Baixo Risco

14 F 5 anos Baixo Risco

15 M 3 anos Baixo Risco

Fonte: claborado pelo autor.

5.2. Estudo genético

O estudo citogenético revelou caridtipo aberrante em aproximadamente 47% (7/15)
dos pacientes, que incluiram tanto alteracdes cromossdmicas numéricas quanto estruturais.
Cerca de 40% (6/15) apresentaram caridtipo sem aparentes alteracdes e 13% (2/15) ndo
apresentaram crescimento celular, o que resultou em auséncia de metafases. No tocante ao
estudo molecular, realizado por técnica de RT-PCR, aproximadamente 53% (8/15) dos
pacientes apresentaram positividade para uma das fusdes génicas pesquisadas, desse total,

37,5% (3/8) demonstraram positividade para a fusdo génica E2A4/PBXI, 37,5% (3/8)
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positividade para fusdo génica ETV6/RUNXI e 25% (2/8) fusdo génica AF4/MLL. Nenhum

paciente apresentou positividade para fusdo génica BCR/ABLI. A tabela a seguir apresenta os

resultados citogenéticos e de RT-PCR de todos os pacientes inseridos no estudo. A figura 10

e 11 apresentam, respectivamente, os resultados de citogenética e RT-PCR do paciente

nimero 1, que foi escolhido aleatoriamente.

Tabela 4 - Resultados de cariotipo e estudo molecular.

ID Analise Citogenética RT-PCR
1 47,XY,t(1;19)(q23;q13),+8[16] Positivo E24/PBX1
2 46,XY,der(19)t(1;19)(q23;p13)[18] Positivo E24/PBX1
3 46,XX,t(4;11)(q21;923)[12] Positivo AF4/MLL
4 55,XY,+X,+4,+6,+8,+9,+10,+13,+21+22[9]/46,XY[3] Negativo
5 +8,+12,fi)%),(l);,‘{;g,(jrgll’;zz’zti’rt;:;111,3—(1(1112’;2%?/)4;6,XY[3] Positivo AF4/MLL
6 AM Negativo
7 46,XX][20] Negativo
8 46,XY,inv(9)(p12q13)c[20] Positivo E24/PBX1
9 AM Positivo ETV6/RUNX1
10 54,XY,+X,+6,+14,+17,+18,+21,+21,+mar[10]/46,X Y[10] Negativo
11 46,XX][14] Positivo ETV6/RUNX1
12 46,XX][16] Negativo
13 46,XX][18] Negativo
14 59,XX,+1,+4,+5,+6,+9,+11%1?(,;14,+16,+17,+18,+21, +22[12})/ Negativo
»XX[3]
15 46,XY|[18] Positivo ETV6/RUNX1

AM: auséncia de metafases.
Fonte: Imagem obtida do banco de dados do setor de citogenética/HIAS.
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Figura 10. Estudo citogenético paciente nimero 1.
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Analise citogenética revelou caridtipo com complemento sexual masculino apresentando em 100% das metafases examinadas clone
hiperdiploide contendo translocagdo envolvendo os cromossomo 1 ¢ 19 e trissomia do cromossomo 8 (47,XY,t(1;19)(q23;p13),+8).

Fonte: Imagem obtida do banco de dados do setor de citogenética/HIAS.

Figura 11 - Resultado RT-PCR paciente numero 1.
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Lane 01: DNA Ladder 100bp

Lane 02: Controle ABL Paciente

Lane 03: Controle Positivo Fusdo Génica E2A/PBX1
Lane 04: Controle Negativo Fusdo Génica E2A/PBX1
Lane 05: Pesquisa Paciente Fusdo Génica E2A/PBX1

Estudo molecular realizado por técnica de RT-PCR demonstrou positividade para fusdo génica E2A/PBX1,
como resultado da translocagdo envolvendo os cromossomos 1 e 19.

Fonte: Imagem obtida do banco de dados do setor de genética molecular/HIAS.




5.3. Expressao de M-MDSCs em D0 e D35 por citometria de fluxo

Observou-se que 60% (9/15) dos pacientes inseridos no estudo apresentaram
expansdo de M-MDSCs ao final da terapia de indugdo (D35) quando comparado a avaliagdo
realizada ao diagndstico (DO0). Desse total, identificou-se que aproximadamente 67% (6/9)
apresentaram expansdo concomitante no SP ¢ na MO (pacientes numeros 1, 7, 9, 10, 11 e
12). Por outro lado, cerca de 33% (3/9) apresentaram expansao isolada no sangue periférico
(pacientes numeros 2, 6 ¢ 15). Nenhum paciente apresentou expansao isolada na medula
Ossea. A tabela a seguir, apresenta os resultados das imunofenotipagens para avaliagao de M-
MDSCs tanto do SP, quanto da MO em ambos os momentos de avaliagdo. Os resultados sdo

apresentados em quantidade relativa e absoluta.
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Tabela 05. Resultados de imunofenotipagem para deteccio de M-MDSCs em SP e MO.

Avaliacao M-MDSCs em Sangue Periférico

Avaliacio M-MDSCs em Medula Ossea

- DO (%) / (mm3) D35S (%) / (mm3) DO (%) / (mm3) D35 (%) / (mm3)

1 0% / (0 células/mm3) 13% / (2.860 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 5.9% / (944 células/mm3)

2 0% / (0 células/mm3) 2.3% / (62 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)

3 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)

4 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)

5 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% /(0 células/mm3)

6 0% / (0 células/mm3) 2.1% / (73 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)

7 0% / (0 células/mm3) 23.6% / (5.475 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 16% / (848 células/mm3)

8 7.9% /(126 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)

9 0% / (0 células/mm3) 4.7% / (583 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 2.2% / (143 células/mm3)
10 0% / (0 células/mm3)  60.6% / (16.241 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 25.4% / (6.959 células/mm3)
11 0% / (0 células/mm3) 7.5% / (1.260 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 5.7% / (296 células/mm3)
12 9.9% / (118 células/mm3)  6.9% / (227 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 9.9% / (1.603 células/mm3)
13 6.9% / (110 células/mm3) 0.9% / (48 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)
14 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)
15 0% / (0 células/mm3) 0.6% / (78 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3)

DO = Dia zero do tratamento; D35 = Dia trinta e cinco do tratamento (final da terapia de indugdo). Valores apresentados em
quantidade relativa e absoluta.

Fonte: elaborado pelo autor.



O paciente nimero 10 foi o que apresentou os maiores valores relativos e absolutos
referente a expansdo de M-MDSCs ao se comparar DO e D35, partindo de uma situacdo em
que nao foram detectadas no DO do SP e MO para 16.241 células/mm3 e 6.959 células/mm3
no D35 de SP e MO, respectivamente. Identificou-se que 20% (3/15) dos pacientes
(pacientes 8, 12 e 13) demonstraram presenga de M-MDSCs no DO, e que ficou confinado ao
SP. Diferentemente dos pacientes 12 e 13 que mantiveram a presenca de M-MDSCs no D35
do SP, o paciente nimero 8 nio apresentou expansdo de M-MDSCs ao fim da terapia de
indugdo. A figura a seguir apresenta os dot-plots de andlise individual do paciente nimero 1,
em ambos 0s momentos € em ambos os compartimentos avaliados. A tabela 06 apresenta os

dados de todos os pacientes de forma consolidada.
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Figura 12 - Dot-plots paciente nimero 01 ao D0 e D35.
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Fonte: Imagens obtidas do banco de dados do setor de hematologia/LCF.
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Tabela 6 - Dados consolidados de todos os pacientes.

Avaliacio Mo-MD

s em Sangue Periférico

Avaliagiio Mo-MDSCs em Medula Ossea

Estratificacio . . .
ID | Sexo| Idade deRi ¢ Andlise Citogenética RT-PCR Follow-Up
¢ Risco DO (%) / (mm3) D35 (%) / (mm3) DO (%) / (mm3) D35 (%) / (mm3)
1 M  9anos  AltoRisco 47,XY,t(1;19)(q23;q13),48[16] E24/PBXI1 positive 0% /(0 células/mm3) 13% / (2.860 células/mm3) 0% /(0 células/mm3) 5.9% / (944 células/mm3) 22 meses
2 M  9anos  Alto Risco 46,XY,der(19)t(1;19)(q23;p13)[18] E24/PBX1 positive 0% /(0 células/mm3) 2.3% /(62 células/mm3) 0% /(0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 21 meses
3 F 15anos  Alto Risco 46,XX,t(4;11)(q21;q23)[12] AF4/MLL positive 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 20 meses
4 M 3anos BaixoRisco  55XY,q+X,+4,+6,+8,+9,+10,+13,+21+22[9]/46,XY|3] Negative 0%/ (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0%/ (0 células/mm3) 0%/ (0 células/mm3) 20 meses
5 M lano  AloRisco  SOXXYAXALLIMEIN@LAALAT o p s Give 0% / (0 células/mms3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 eélulas/mm3) 2 meses*
18,+19,+21,+22,+mar1,+mar2[9]/46,XY|[3]
6 M 17anos  Alto Risco AM Negative 0% / (0 células/mm3) 2.1% / (73 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 15 meses
7 F  7anos Alto Risco 46,XX]20] Negative 0% /(0 células/mm3) 23.6% / (5.475 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 16% / (848 células/mm3) 14 meses
8 M  6anos Alto Risco 46,XY,inv(9)(p12q13)c[20] E2A4/PBXI1 positive 7.9% / (126 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% /(0 células/mm3) 12 meses
9 F 1 ano Alto Risco AM ETV6/RUNXI positive 0% / (0 células/mm3) 4.7% / (583 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 2.2% / (143 células/mm3) 10 meses
10 M  3anos  AltoRisco ma,x<,+x,+9+3,“WMMHMMBWN_#ENH«_S_\ Negative 0% / (0 células/mm3) 60.6% / (16.241 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 25.4% /(6,959 células/mm3) 10 meses
11 F 3anos  Baixo Risco 46,XX][14] ETV6/RUNXI1 positive 0% / (0 células/mm3) 7.5% / (1.260 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 5.7% / (296 células/mm3) 10 meses
12 F 2anos Baixo Risco 46,XX][16] Negative 9.9% / (118 células/mm3) 6.9% / (227 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 9.9% / (1.603 células/mm3) 7 meses
13 F lano  Baixo Risco 46,XX[18] Negative 6.9% / (110 células/mm3) 0.9% / (48 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% /(0 células/mm3) 6 meses
14 F Sanos Baixo Risco S0,XX,H1,H4,45,46,49,411,+12,+14,+16,+17,+18,421, Negative 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 6 meses
+22[12]/46,XX]3]
15 M 3anos Baixo Risco 46,XY|[18] ETV6/RUNXI1 positive 0% / (0 células/mm3) 0.6% / (78 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 0% / (0 células/mm3) 3 meses

D0 = Diagnostico

D35 = Dia 35 do tratamento (Final Terapia de Indugéo)

AM = Auséncia de Metafases
*Obito

Fonte: elaborado pelo autor.



5.4. Avaliacao estatistica

Quando comparou-se a expressdo de M-MDSCs na medula 6ssea entre DO e D35,
observou-se um aumento, estatisticamente significativo (p=0,0012), na expressdao dessas
células (em nimero absoluto de eventos) ao fim dos 35 dias da terapia de indugdo. Em se
tratando do sangue periférico, observou-se também um aumento, estatisticamente
significativo (p=0,0006), na expressao de M-MDSCs (em numero absoluto de eventos) no
D35. As figuras 13 e 14 apresentam as comparacdes realizadas através do teste nao

paramétrico de Wilcoxon entre DO e D35 na MO e SP, respectivamente.

Figura 13 - Comparacao de médias do numero de eventos em MO em DO e D35.
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Comparag@o de médias do niimero de eventos na medula dssea nos momentos DO e D35
(15,93 + 7,033 versus 1383 + 823.4; n=15). Valor de p obtido através do teste de
Wilcoxon. *p=0,0012.

Fonte: claborado pelo autor.
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Figura 14 - Comparacao de médias do nimero de eventos em SP no DO e D35.
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Comparagdo de média do numero de eventos no sangue periférico nos momentos DO e
D35 (4,067 + 2,427 versus 693 £+ 446,4; n=15). Valor de p obtido através do teste de
Wilcoxon. *p=0,0006.

Fonte: eclaborado pelo autor.

Aplicou-se o coeficiente de Spearman para correlacionar o aumento na expressao de
M-MDSCs (quantidade absoluta em nimero de eventos) nos dois momentos de anélise, ou
seja, se o aumento na expressaio em SP se correlaciona com o aumento na MO,
concomitantemente em DO e/ou em D35. Observou-se somente no D35 a ocorréncia de uma
correlacdo positiva, estatisticamente significativa (p<0,0001), em que o aumento na
expressao de M-MDSCs em SP se correlaciona com aumento também na MO. As figuras 15
e 16 apresentam os resultados das analises estatisticas de correlagdo realizadas em DO e D35,

respectivamente.
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Figura 15 - Correlacdo do niimero de eventos no momento D0 no SP e MO.
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Correlagdo do niimero de eventos no momento D0 no sangue periférico (SP) e medula
6ssea (MO) (r = 0,4731; Y = 0,2151X + 0,6397; n = 15). Valor de p obtido através da
correlagdo de Spearman. p=0,0766.

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 16 - Correlacdo do nimero de eventos no momento D35 no SP e MO.
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Correlagdo do niimero de eventos no momento D35 no sangue periférico (SP) e
medula 6ssea (MO) (r = 0,8750; Y = 0,5345X - 46,12; n = 15). Valor de p obtido
através da correlagdo de Spearman. *p<0,0001.

Fonte: elaborado pelo autor.




Ao se tentar associar dados clinicos e laboratoriais como género, idade, estratificagao
de risco, achado citogenético e achado molecular com aumento na expressao de M-MDSCs,
nenhuma das variaveis acima apresentou valor estatisticamente significativo, ou seja, o
aumento na expressao dessas células ndo foi associado com essas varidveis. As figuras 17 e
18 demonstram os resultados das analises estatisticas de associagao utilizando teste de Fisher

para cada variavel avaliada.

Figura 17 - Associacao entre género e idade com casos positivos € negativos
para expressao de M-MDSCs.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 18 - Associagdo entre grupos de risco, caridtipo e presenga de mutagdo com os
casos positivos e negativos para expressao de M-MDSCs.
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Nao foi possivel estabelecer uma curva de sobrevida (Kaplan-Meyer), pois para isso
¢ necessario que seja estipulado um desfecho a ser avaliado em um determinado periodo de
tempo. Em nosso estudo so foi possivel realizar duas anéalises em momentos especificos (DO
e D35), uma vez que as coletas de amostras para diagnostico e avaliacao de resposta ocorrem
de acordo com o protocolo de tratamento vigente no hospital, ndo se admitindo coletas fora

das datas estipuladas.
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DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

A leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLA-B) ¢ uma doenca
caracterizada pela transformacdo maligna e consequente proliferacdo aberrante de células
precursoras linfoides, que se acumulam na medula 6ssea, sangue periférico € em outros sitios
extramedulares, incluindo sistema nervoso central, testiculos e baco. Representa o principal
tipo de cancer em criangas, possuindo, atualmente, altas taxas de cura e desfecho clinico
favoravel, porém, quando em se tratando da populacdao adulta, as taxas sdao inferiores ¢ o
desfecho clinico geralmente ¢ desfavoravel (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Embora
as taxas de cura possam ultrapassar 85% dos pacientes pediatricos com LLA-B, devido,
principalmente, aos avancos tecnoldgicos que permitem diagndsticos mais precoces e
precisos, melhorias nos esquemas terapéuticos atuais, melhores critérios de estratificagdao de
risco ¢ avaliagdo da doenga residual minima, aproximadamente 15 a 20% desses pacientes
sofrem recaida da doenga, usualmente no sistema nervoso central, sendo justamente a falha

terapéutica a principal causa (COOPER; BROWN, 2015).

A etiopatologia especifica da doenga permanece desconhecida e, assim como em
outros tipos de neoplasias, resulta da acdo direta de iniimeros fatores e agentes (quimicos,
fisicos e biologicos) com reconhecida agdo clastogénica e genotoxica sobre o DNA de um
progenitor linféide, tendo como consequéncia alteragdo dos mecanismos regulatorios dos
processos de proliferacdo e morte celular, controle do ciclo celular e reparo do DNA, sendo
essa a base genética de desenvolvimento do pool monoclonal leucémico (WIEMELS, 2012).
Ressalta-se ainda que, em se tratando de LLA-B, existem situagdes de predisposicao
genética associada com maior risco de leucemogénese, entre elas pode-se citar os pacientes
portadores de sindrome de Down, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, ataxia
telangiectasia, entre outras, além dos polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) em
genes especificos, pois contribuem para a instabilidade gendomica e favorecem a ocorréncia
de novas lesdes genéticas (mutacdes) que poderdo, mais adiante, favorecer a progressao

tumoral (PUI; ROBISON; LOOK, 2008; WIEMELS, 2012).
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A grande heterogeneidade observada entre os diversos subtipos de LLA-B, com base
nos achados morfologicos, imunoldgicos e genéticos, exerce impacto direto sobre os
diferentes tipos de desfechos clinicos observados em pacientes acometidos com essa
patologia, contudo, ¢ sensato afirmar que a evolu¢do da doenca, incluindo o risco de recaida
tardia e a responsividade ao tratamento, também pode ser considerada dependente de outros
fatores nao relacionados somente com as propriedades intrinsecas dos blastos leucémicos.
Recentemente, uma revisdo realizada por Fouad e Aanei (2017) descreveu de forma mais
precisa as caracteristicas compartilhadas pelos diversos tipos de neoplasias e que sdo
necessarias para o processo de iniciagdo e progressdo tumoral. Dentre estas caracteristicas,
pode-se afirmar que o escape da imunovigilancia, por meio de evasdao do sistema imune
pelas células tumorais, seja um dos eventos mais importantes clinicamente, pois ird inabilitar
quaisquer tentativas do sistema imune em eliminar o clone tumoral e poderd, por
consequéncia, contribuir também para a evolucdo da doenga, interferir na resposta ao

tratamento e ser decisorio no desfecho clinico (MUENST et al., 2016; VINAY et al., 2015).

Essa imunomodulacao realizada pelas células tumorais sobre o sistema imune do
hospedeiro consiste em um processo dindmico, mediado por diferentes mecanismos, mas
que, via de regra, podem ser simplificados como sendo a secre¢do de moléculas
imunomoduladoras e o recrutamento e ativagdo de células inflamatdrias imunossupressoras
para o sitio tumoral, onde todos esses elementos irdo cooperar sinergicamente entre si para
criar um ambiente imunossupressivo propicio a progressdo tumoral, invasdo tecidual e
metastase (CHEN et al., 2015; WANG et al., 2017). Em se tratando especificamente da
LLA-B, foi demonstrado que as células leucémicas sdo capazes de moldar o microambiente
tumoral de acordo com suas necessidades, com o intuito de obter suporte para sua
proliferagdao e sobrevida (PURIZACA; MEZA; PELAYO, 2012; SISON; BROWN, 2011).
Essa moldagem resulta de uma intima interagdo entre células leucémicas e as diversas outras
células, bem como, de outros constituintes, que constituem o microambiente tumoral (MAT)
e que aliado a instabilidade genomica, as alteragdes cromossdmicas e as mutacdes genéticas,
poderdo repercutir no desenvolvimento de resisténcia quimioterdpica e acarretar falha

terapéutica (DUAN et al., 2014; MUDRY et al., 2000; TESFAI et al., 2012).
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Dentre as células inflamatorias imunossupressoras que sao recrutadas e ativadas pelas
células neoplasicas e que irdo se acumular no MAT, destacam-se as células supressoras
derivadas de linhagem mieldide (MDSCs), uma populacao heterogénea de células mieldides
imaturas com forte atividade imunossupressora sobre a fun¢do de células T CD8* e NK, e
consequentemente sobre a resposta imune celular antitumoral (DE SANCTIS et al., 2016).
De forma generalizada, a atividade imunossupressora exercida pelas MDSCs ¢ oriunda de
diversos mecanismos que incluem deplecdo de nutrientes essenciais para funcionalidade das
células T, producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, interferéncia nos processos
de migragdo e ativagdo de células T, expansdo de linfécitos Treg, reprogramagdao
macrofagica M1/M2, secre¢do de moléculas imunomodulatorias, entre outros (BRONTE et
al., 2016). Entretanto, salienta-se que esses mecanismos nao sao executados uniformemente
pelos dois principais subtipos de MDSCs em humanos descritos até o presente momento, G-
MDSC e M-MDSC, e embora os dois subtipos possam ser encontrados no sangue periférico,
sabe-se que o subtipo M-MDSC ¢ o mais prevalente no MAT e também o que apresenta
atividade imunossupressora mais pronunciada, quando se comparada as G-MDSCs

(KUMAR et al., 2016; MARVEL; GABRILOVICH, 2015; QU; WANG:; LIN, 2016).

A infiltracdo dessas células no MAT ja foi descrita em diversos tipos de neoplasias
incluindo adenocarcinoma pancreatico, melanoma, glioblastoma, carcinoma hepatocelular,
carcinoma renal, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de cdlon, leucemias e linfomas
(CONDAMINE et al., 2015; KUMAR et al., 2016; MARVEL; GABRILOVICH, 2015;
UMANSKY et al., 2016). Uma vez acumuladas e ativadas no sitio tumoral, as MDSCs
induzem um estado de imunossupressao que favorece a sobrevida das células tumorais ao
permitirem que elas escapem da destrui¢do celular mediada pelo sistema imune, através de
mecanismos anteriormente descritos, contudo, as MDSCs podem também promover a
angiogénese tumoral, via secrecdo de metaloproteinase-9 (MMP-9) e BvS, esse ultimo
atuando na regulacdo de STAT3 e secrecdo de VEGF (CONDAMINE et al., 2015;
KUJAWSKI et al., 2008; QU et al., 2012), e podem também promover a invasdo tecidual e
metastase ao desregular as proteinas de adesdo e as caderinas endoteliais, além de induzir a
transicao epitélio-mesenquimal (EMT) e a transicdo mesenquimal-epitelial (MET) (GAO et

al.,2012; TOH et al., 2011; YANG et al., 2008).
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Em nosso estudo, nos propomos a avaliar a expressdo de M-MDSCs em pacientes
pediatricos com LLA-B de novo em dois momentos distintos, o primeiro ao diagndstico
(paciente sem tratamento prévio) e o segundo ao fim da terapia de inducao, correspondendo
ao trigésimo quinto dia (D35), segundo o preconizado pelo grupo brasileiro de tratamento
das leucemias infantis (GBTLI-2009). Diferentemente da grande maioria dos estudos que
avaliaram a expressao de MDSCs em pacientes com cancer em apenas um compartimento,
geralmente o sangue periférico, nds incluimos em nosso estudo a avaliacdo desse
compartimento e também o compartimento medular, que no caso dos pacientes portadores de

LLA-B, corresponde ao proprio microambiente tumoral.

Com os dados obtidos em nossa pesquisa, foi possivel observar que as M-MDSCs
nao faziam parte da constitui¢do celular do microambiente tumoral dos pacientes pediatricos
com LLA-B avaliados, uma vez que essa populagdo de células ndo foi detectada no
compartimento medular de nenhum dos pacientes ao diagnostico. Tal observagdo nos faz
acreditar, que os mecanismos envolvidos com a desregulagdo do sistema imune, que ¢ um
dos eventos requerido para a tumorigénese, esteja associado com outras vias que ndo aquelas
reguladas por M-MDSCs. Em um estudo recente, Liu e colaboradores (2017) avaliaram a
expansdo de M-MDSCs e G-MDSCs no SP e MO de pacientes pediatricos com LLA-B,
incluindo avaliagdo ao diagnostico, e demonstraram que as M-MDSCs nao estdo expandidas
em quantidade absoluta ou em frequéncia em nenhum dos dois compartimentos avaliados
quando comparados aos pacientes controles, tal observacao se assemelha aquela evidenciada
em nossa pesquisa. Entretanto, esses pesquisadores conseguiram demonstrar que as G-
MDSCs, de forma especifica, estavam expandidas em quantidade absoluta e em frequéncia
ao diagnostico e em ambos os compartimentos avaliados, nos levando a crer que esse subtipo
de MDSC, em especial, possa estar associado com os mecanismos iniciais de

imunossupressao requeridos para o processo de leucemogénese.

Diferentemente dos achados reportados por Liu e colaboradores (2017),
demonstramos em nosso estudo que 60% (9/15) dos pacientes pedidtricos com LLA-B
avaliados, apresentaram expansdo em quantidade absoluta e relativa de M-MDSCs ao fim da

terapia de indugdo e em ambos os compartimentos avaliados, de forma concomitante em
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67% dos pacientes (pacientes 1, 7, 9, 10, 11 e 12), e de forma isolada no sangue periférico
em 33% dos pacientes (pacientes 2, 6 e 15), sendo o aumento ao fim do D35 estatisticamente
significante tanto para a MO (p=0,0012), quanto para o SP (p=0,0006). Essa expansao
isolada no SP pode estar associada com o processo de mielopoiese extramedular, ou seja, a
mielopoiese que ocorre em sitios diferentes da medula dssea e que pode ser observada
durante a resposta imune, em casos de sepse e também de inflamag¢do cronica, onde
progenitores mieldides migram da MO para tecidos periféricos ou vasos linfaticos e entdo
diferenciam-se em MDSCs, para, somente em seguida, serem recrutadas e ativadas pelas
células tumorais e assim modularem o microambiente medular a favor do tumor (KIM, 2010;
MILLRUD; BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017; QU; WANG; LIN, 2016).
Acreditamos, entretanto, que a expansdo das M-MDSCs observada em nossos pacientes apos
o fim da terapia de indu¢ao da remissao, tenha sido induzida por um processo de inflamagao,
gerada em decorréncia da exposicdo as drogas quimioterapicas citotoxicas utilizadas nos
regimes terapéuticos preconizados pelo GBTLI-2009. Essa suposicao se alicerca em dados
recentes que demonstraram que a exposi¢ao a certos drogas antineoplasicas parece induzir a
producao de fatores de crescimento e inimeras citocinas € quimiocinas inflamatérias, como
o GM-CSF, G-CSF, IL-1, IL-6 e CCL2, que, por sua vez, favorecem o recrutamento,
ativacdo e expansao das MDSCs (DING; MUNN; ZHOU, 2014).

Em um estudo prévio utilizando modelo animal, Ding e colaboradores (2014)
demonstraram que a ciclofosfamida, um agente alquilante utilizado para o tratamento de
diversos tipos de malignidades, e que também ¢ adotada pelo GBTLI-2009 para tratamento
da LLA-B pediatrica, foi capaz de induzir a expansdo de células mieldides monociticas
imunossupressoras (CD11b*/LYCCh/CCR2h), que sdo equivalentes as M-MDSCs em
humanos, porém nao iguais, em camudongos com linfoma de células B estagio avancado ou
cancer de colon metastatico. Em outro estudo, Mougiakakos e colaboradores (2013)
evidenciaram um aumento na frequéncia de M-MDSCs (mondcitos CD14*/HLA-DRIow-) no
SP de pacientes submetidos a transplante alogénico de células tronco hematopoéticas, em
decorréncia de um processo inflamatério. Ressaltamos ainda que, outras drogas
quimioterapicas, como o mephalan (um agente alquilante), a doxorrubicina (antraciclina) e o
sunitinibe (inibidor tirosino-quinase), também ja foram descritas na literatura como sendo

capazes de induzir o aumento na quantidade de MDSCs circulantes (DING; MUNN; ZHOU,
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2014; MARVEL; GABRILOVICH, 2015). Dessa forma, podemos especular que outros
agentes quimioterdpicos, incluindo aqueles utilizados terapia de indugdo da remissdo e
também dos outros blocos terapéuticos adotados pelo protocolo GBTLI-2009, possam

também contribuir para a expansao dessas células.

Corroborando os nossos achados e sustentando nossa suposi¢do de que drogas
quimioterapicas citotoxicas parecem exercer papel crucial no recrutamento, ativagdo e
expansdo de MDSCs, Salem e colaboradores (2018), recentemente, demonstraram a
expansdao em quantidade absoluta de MDSCs circulantes no sangue periférico de pacientes
pediatricos com LLA-B, ap6s a terapia de indugdo. Curiosamente, os autores também
observaram que a quantidade absoluta de células Treg, que sdo células recrutadas e ativadas
pelas MDSCs para promover suas agdes imunossupressivas, diminuiram em quantidade
absoluta apds a terapia. Contudo, tanto nesse estudo quanto no nosso, ficou impossivel
determinar se o agente alquilante ciclofosfamida e/ou outros agentes citotoxicos utilizados
no tratamento desse tipo de leucemia seriam os responsaveis pela expansao das M-MDSCs e,
mais adiante, também se tornou impossivel avaliar se essa expansdo poderia contribuir para a
progressdo tumoral, para perda de responsividade terapéutica ou para recaida tardia da
doenga, embora acreditemos que esses sejam eventos passiveis de ocorréncia nesses
pacientes, uma vez que ja foi demonstrado que o niimero de MDSCs circulantes no sangue
periférico correlaciona-se com o estagio clinico e a carga tumoral metastatica de diversos
tipos de tumores (DIAZ-MONTERO et al., 2009). Para elucidar esses questionamentos, sao
requeridos mais estudos que contemplem um nimero maior de pacientes, com maior tempo
de follow-up e que incluam avaliagdes seriadas da expressao das M-MDSCs em cada bloco

do tratamento.

Interessantemente, trés pacientes do nosso estudo (pacientes 8, 12 e 13)
demonstraram presenca de M-MDSCs ao diagndstico e que ficaram confinadas ao sangue
periférico. Nao temos uma hipdtese para esse fendmeno, porém podemos especular que a
ndo detecgdo dessas células em amostras de medula dssea, provavelmente possa ser
justificada pelo fato de que as M-MDSCs, uma vez acumuladas no sitio tumoral

(microambiente medular), tenham sido rapidamente recrutadas pelas células tumorais e
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entrado em um processo de diferencia¢do, que as transformou em um tipo especifico de
macrofagos, conhecidos como macrdofagos associados a tumores (TAMs), como sugerido por

dados recentes (KUMAR et al., 2016).

Intrigantemente, verificamos uma cinética incomum ¢ inesperada das M-MDSCs em
dois pacientes inseridos na pesquisa (pacientes 8 e 13). Nesses pacientes, a quantidade
absoluta e relativa de M-MDSCs diminuiram apds a terapéutica inicial de indugdo.
Curiosamente, um achado semelhante foi detectado em pacientes com diagndstico de
leucemia linfocitica cronica (LLC), em que foi observada uma redu¢do na frequéncia de M-
MDSCs (mondcitos CD14+/HLA-DRIew-) apds o tratamento quimioterapico (GUSTAFSON
et al, 2012). Em nosso estudo nao foi possivel estabelecer nenhuma associagdo
estatisticamente significativa entre o aumento na expressdao de M-MDSCs e variaveis
clinico-laboratoriais como idade, género, estratificacdo de risco, alteracdes citogenéticas ou
rearranjos génicos, muito provavelmente como consequéncia do numero reduzido de
pacientes investigados (n=15). Também nao conseguimos associar, de forma estatisticamente
significante, a expansao de M-MDSCs com a falha da quimioterapia indutéria, uma vez que

nenhum dos pacientes inseridos no estudo apresentou falha da remissao.

Diversos ensaios clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que os regimes
terapéuticos utilizando drogas quimioterapicas, para tratamento de diversos tipos de
neoplasias, tornam-se mais eficazes quando associados com estratégias terapéuticas
direcionadas as MDSCs (MARVEL; GABRILOVICH, 2015; WESOLOWSKI;
MARKOWITZ; CARSON, 2013). De modo geral, essas estratégias podem ser divididas em
4 (quatro) grupos, que incluem a eliminacdo das MDSCs, a inativagdo das MDSCs, a
inibicao da diferenciacdo de células mieldides em MDSCs e inducdo da diferenciacao de
MDSCs em células maduras (FLEMIMG et al., 2018; WESOLOWSKI; MARKOWITZ;
CARSON, 2013). Em um estudo recente, Wang e colaboradores (2018) conseguiram
demonstrar em modelo animal, que a eficacia imunoterapéutica do agente anti-PD1 sobre o
cancer de pulmao ¢ elevada quando administrado concomitantemente com antagonista de
CCL2, uma citocina quimioatrativa, que reduz a quantidade e a funcionalidade das MDSCs.

Sade-Feldman e colaboradores (2016), demonstraram que pacientes com melanoma estagio
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IV tratados com o anticorpo monoclonal ipilimumabe (anti-CTLA4) também se
beneficiaram com a reducdo na quantidade e funcionalidade das MDSCs. Esses dados sdo de
extrema importancia pois confirmam que as MDSCs podem ser Uteis tanto como marcadores
bioldgicos de prognostico, quanto alvos terapéuticos para o tratamento adjuvante em de
diversas neoplasias, incluindo também, no futuro, a propria LLA-B pediatrica, uma vez que,
nos ultimos anos, as MDSCs receberam um enfoque especial ao serem consideradas um alvo
potencial em diversas malignidades hematoldgicas, pois melhoram os efeitos dos agentes

imunomoduladores usados na atualidade (VEIRMAN et al., 2014).

Por fim, ressaltamos que o presente estudo foi pioneiro ao demonstrar a ocorréncia de
expansdo em quantidade absoluta e relativa das M-MDSCs em pacientes pediatricos com
LLA-B, e, ndo obstante, que essa expansao tenha sido, muito provavelmente, induzida pela
terapia de indu¢do da remissdo, o que foi observado em ambos os compartimentos avaliados,
ou seja, ficou evidenciado que as drogas citotoxicas que estdo incluidas no protocolo de
tratamento preconizado pelo GBTLI-2009, possam estar contribuindo para a criagao de um
microambiente medular imunossupressivo e tornando as células leucémicas aptas a evadir da
destruicdo celular mediada pelo sistema imune, além de poderem estar colaborando para a
progressdo da doenca, para a perda de responsividade ao tratamento e para o desfecho clinico
desfavordvel, através de mecanismos ainda ndo totalmente elucidados, mas que foram

brilhantemente revisados por Katoh e Watanabe (2015).
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CONSIDERACOES FINAIS
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, sugerimos que os resultados produzidos nessa pesquisa, aliados a
outros dados aqui apresentados, possam ser utilizados pelo comité organizador do protocolo
GBTLI durante a proxima revisdo, pois poderdo orientar novas abordagens terapéuticas no
futuro, ¢ com isso aumentar as taxas de curas ¢ a sobrevida livre de doenca, bem como

reduzir o indice de recaida tardia e os efeitos genotdxicos associados a quimioterapia.
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CONCLUSAO
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8. CONCLUSAO

« A expressdao das células supressoras derivadas de linhagem mieldide (MDSCs),
especificamente as M-MDSCs (subtipo monocitico - CDI14+/HLA-DRlev-)  foi
detectada ao final da quimioterapia de inducao da remissdo, como consequéncia de um
processo inflamatério induzido por um ou mais agentes citotéxicos utilizados nessa

primeira fase do tratamento preconizado pelo GBTLI-2009;

« As M-MDSCs ndo representam constituintes do microambiente medular em pacientes

pediatricos com LLA-B;

« Nio foi visto uma possivel associacdo, estatisticamente significativa, entre 0 aumento

da expressdo das M-MDSC:s e os grupos de estratificac@o de risco;

« Nao foi observado associacdo, estatisticamente significativa, entre o aumento da
expressao das M-MDSCs e os dados clinicos-laboratoriais, de idade, género,

aberragdes cromossOmicas e fusdes gé€nicas especificas;

« Também ndo se conseguiu estabelecer uma eventual associagcdo, estatisticamente
significante, entre o aumento na expressdo de M-MDSCs e a falha de resposta

indutoria.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

pes)

m:’.' -
Albert * Sabin

SECRETARIA DE SALUDE DO CEARA

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Convidamos o (a) scu/sua filho (a) (ou menor de idade que estda sob sua
responsabilidade) para participar, como voluntdrio (a), da pesquisa intitulada:
“Avaliaciio da expressio de células supressoras derivadas mieldéides em pacientes
pdrtadores de leucemia linféide aguda™. Essc estudo visa uma melhor compreensio
do desenvolvimento dessa doenga nas criangas, ajudando no acompanhamento desses
pacientes ¢ em escolhas de tratamentos mais eficazes.

Esta pesquisa ¢ orientada pela Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves, que
reside na Rua Pereira Valente, 640, Apto 701, bairro Meireles, Fortaleza, CE; telefone:
(085) 33668264. Também participard o scguinte pesquisador: Diego Silva Lima,
telefone (085) 9875454375.

Para que a crianga possa participar da pesquisa necessitamos que o (a) senhor
(a) autorize a obtengdo ¢ uso das amostras coletadas nos exames periodicos que o (a)
seu/sua filho (a) j& irda fazer no hospital, pela propria rotina do diagndstico ¢
acompanhamento clinico, ndo sendo necessaria nenhuma coleta extra de material,
portanto, ndo trarda nenhum 6nus ou inconveniéneia. As amostras serdo utilizadas para a
realizagdo de exames que visam buscar alteragdes na medula Ossea. A coleta sera
realizada no Hospital Infantil Albert Sabin do Estado do Ceard, localizado na Rua
Tertuliano Sales, 544, Vila Unido.

A participagdo na pesquisa scra plenamente voluntiria ¢ consciente, nio
havendo qualquer forma de pagamento ou compensagdo material, sendo que, ao
participar da pesquisa, ndo ficard exposto a riscos, podendo desistir de participar, a
qualquer momento, sem prejuizo de assisténeia médica. Sua identidade ¢ de seu/sua
filho (a) serdo mantidas em sigilo absoluto, sendo a divulgagdo dos resultados
totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito
cientifico ¢, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificagdo dos pacientes.

Esse documento serda impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado ¢ a
outra com a pesquisadora.

Certo ¢ ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar com todos os
termos acima expostos, por vontades proprias, livres ¢ conscientes, o proposito de
participar do presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do responsavel

Assinatura de quem obteve o termo
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ANEXO B - PARECER COMITE DE ETICA

HOSPITAL INFANTIL ALBERT e Plabaforma
SABIN - CE w%«vﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS EFEITOSGENOTOXICOS INDUZIDOS PELA
POLIQUIMIOTERAPIA UTILIZADA NO TRATAMENTO DE PACIENTES
PEDIATRICOS COM LLA-B E SUA IMPORTANCIA COMO PREDITORES

Pesquisador: Diego Silva Lima

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 15182213.4.0000.5042

Instituicdo Proponente: Hospital Infantil Albert Sabin - CE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Niumero do Parecer: 271.124
Data da Relatoria: 08/05/2013

Apresentacéo do Projeto:

A leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLA-B) € uma doenga maligna que se desenvolve
como resultado de mutagdes em células progenitoras comprometidas com a diferenciagao de celulas
linféides B, e caracteriza-se pela proliferagéo clonal e pelo acumulo de linfécitos imaturos na medula 6ssea,
resultando em supressao da hematopoese normal e substituicdo dos elementos normais, podendo acometer

outros 6rgaos como o igado, baco, linfonodos, timo, génadas e as meninges.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os efeitos genotoxicos ocasionados peloa poliquimioterapia utilizada no tratamento de pacientes
pediatricos com LLA-B e sua importancia como preditores prognosticos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

No presente estudo ndo se prevé riscos uma vez que o matwerial a ser analisado ja se encontra coletado
em amostras rotineiramente utilizadas para o estabelecimento do diagnéstico e prognostico, a saber:
amostras de sangue periférico e medula éssea.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto é relevante para o hospital, uma vez que os novos exames contribuirdo para o

Endereco: Rua Tertuliano Sales, 544

Bairro: Vila Uniao CEP: 60.410-790
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (853)101--4212 Fax: (853)101.-4212 E-mail: cep@hias.ce.gov.br
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Abstract

In tumor microenvironment, immunosuppression is a common event and results from the inhibition of activated immune
cells and generation of cells with immunosuppressive capacity, as some subtypes of monocytes. The aim of this study was
to evaluate the presence of immunosuppressive CD14"/HLA-DR"*'~ monocytes in pediatric patients with the diagnosis of
B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) and, moreover, verify whether the chemotherapeutic treatment has any effect
on these cells. Peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) samples were collected from 15 untreated pediatric patients.
The presence of CD147/HLA-DR'*'~ monocytes was evaluated at diagnosis and in the end of induction chemotherapy
by flow cytometry. CD14"/HLA-DR"**'~ monocytes increase was observed in 60% (9/15) of the patients at the end of the
induction therapy. We were able to detect an increase in CD14"/HLA-DR'**/~ monocytes values in BM and PB samples of
pediatric patients with B-ALL. This increase was observed in the end of induction chemotherapy, which leads us to believe
that these changes probably could have been induced by the inflammatory process engendered by the cytotoxic treatment or
by drugs used in the chemotherapy treatment. This finding may be useful to guide new therapeutic approaches contemplating
immunomodulatory drugs that act in the depletion of immunosuppressive monocytes.

Keywords Acute lymphoblastic leukemia - Immunosuppressive monocytes - Flow cytometry

Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is an abnormal prolif-
eration and accumulation of clonal progenitor cells compro-
mised with the differentiation of lymphoid cells in the bone
marrow [1]. The immunosuppressive state observed in tumor
microenvironment plays an important role in cancer initia-
tion, progression and therapeutic failure [2]. CD147/HLA-
DR~ monocytes mediate immunosuppression through a
range of mechanisms as, for example, release of interleu-
kin-10 [3] and induction of T-cell regulatory populations [4].
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[

The presence of immunosuppressive CD147/HLA-
DR~ monocytes was previously described in malignant
solid tumors as melanoma and prostate cancer [3, 5], and
also in hematologic cancers as multiple myeloma [5], non-
Hodgkin lymphoma [6] and chronic lymphocytic leukemia
[7].

Here, we evaluated the presence of CD147/HLA-
DR~ monocytes in pediatric patients with the diagnosis
of precursor B-ALL and, besides, we sought for any effect
of chemotherapeutic treatment with regard to this population
of monocytes.

Patients and methods

Patients

From August 2015 to May 2017, peripheral blood (PB)
and bone marrow (BM) samples were collected from 33

untreated pediatric patients who fulfill the World Health
Organization diagnostic criteria for de novo precursor
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