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RESUMO

As microvesiculas (MVs) sdo importantes mediadores da comunicacao intercelular e podem
desempenhar um papel importante tanto no microambiente hematopoiético quanto circulagédo
sanguinea. Além disso, estudos recentes tém demonstrado que MVs derivadas de células T
regulatorias (Treg) podem estar associadas a promogdo de um microambiente
imunossupressor com repercussdes na periferia, contribuindo para a progressao tumoral.
Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil de microvesiculas
circulantes derivadas de células T regulatorias (MVs-Treg) e citocinas imunossupressoras em
pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (LLA-B) submetidos a
quimioterapia de remissdo. Foi realizado um estudo descritivo, do tipo longitudinal
prospectivo, com 20 amostras de sangue periférico de pacientes pediatricos diagnosticados
com LLA-B coletadas em quatro momentos da terapia de inducdo da remissdo, referidos
como: dia do diagnostico (DO0), dia 8 (D8), dia 15 (D15) e final da terapia de indugdo da
remissdo (D35). Em adicdo, foram incluidas amostras de 20 criancas sem leucemia, que
compuseram o grupo controle (GC). Posteriormente, foi realizado a imunofenotipagem dos
linfocitos Treg, bem como a caracterizagdo imunofenotipica das MVs-Treg, utilizando os
citbmetros FACSCalibur (BD Biosciences) e CytoFLEX (Beckman Coulter),
respectivamente. Em paralelo, foi realizado a quantificacdo das citocinas TGF-$ e IL-10 com
os kits ProQuantum e Cytometric Bead Array (CBA), respectivamente. Nossos resultados
demonstraram que o0s pacientes com LLA-B apresentam ao DO, aumento de IL-10 e
diminuicdo de TGF-B, em conjunto com uma tendéncia de aumento de MVs-CD152* (CTLA-
4). Além disso, observou-se diminuicdo de linfocitos Treg no D8 e D15. Por fim, notou-se
diminuicdo de IL-10, MVs-CD25* e CD152", com aumento de TGF-B e linfocitos TCD4" e
Tregs. Em conclusdo, nossos achados demonstram um processo imunossupressor ao DO,
possivel transicdo do perfil reposta imunolodgica durante o tratamento. Além disso, até onde
sabemos, este € o primeiro estudo que descreve a cinética de linfocitos Treg, MVs-Tregs
(CD4", CD25" e CD152") e das citocinas IL-10 e TGF-B durante todo o periodo da terapia de

indugdo da remissao nos pacientes pediatricos com LLA-B.

Palavras-chave: leucemia infantil; linfocitos Tregs; vesiculas extracelulares; mediadores

Imunossupressores; imunossupressao celular.



ABSTRACT

Microvesicles (MVs) are important mediators of intercellular communication and can play an
important role in both the hematopoietic microenvironment and blood circulation.
Furthermore, recent studies have demonstrated that MVs derived from regulatory T cells
(Treg) may be associated with the promotion of an immunosuppressive microenvironment
with repercussions in the periphery, contributing to tumor progression. Thus, the present
study aimed to characterize the profile of circulating MVs derived from regulatory T cells
(MVs-Treg) and immunosuppressive cytokines in pediatric patients with B-cell Acute
Lymphoblastic Leukemia (B-ALL) undergoing remission chemotherapy. A descriptive,
prospective longitudinal study was carried out with 20 peripheral blood samples from
pediatric patients diagnosed with B-ALL collected at four moments of remission induction
therapy, referred to as: day of diagnosis (DO0), day 8 (D8), day 15 (D15) and end of remission
induction therapy (D35). In addition, samples from 20 children without leukemia were
included, who made up the control group (CG). Subsequently, immunophenotyping of Treg
lymphocytes was performed, as well as immunophenotypic characterization of MVs-Treg,
using the FACSCalibur (BD Biosciences) and CytoFLEX (Beckman Coulter) cytometers,
respectively. In parallel, the quantification of the cytokines TGF-p and IL-10 was carried out
with the ProQuantum and Cytometric Bead Array (CBA) Kkits, respectively. Our results
demonstrated that patients with B-ALL present, on DO, an increase in IL-10 and a decrease in
TGF-B, together with a trend towards an increase in MVs-CD152+ (CTLA-4). Furthermore, a
decrease in Treg lymphocytes was observed on D8 and D15. Finally, a decrease in IL-10,
MVs-CD25+ and CD152+ was noted, with an increase in TGF-p and CD4+ T lymphocytes
and Tregs. In conclusion, our findings demonstrate an immunosuppressive process at DO, a
possible transition of the immunological response profile during treatment. Furthermore, to
our knowledge, this is the first study that describes the kinetics of Treg lymphocytes, MVs-
Tregs (CD4+, CD25+ and CD152+) and the cytokines IL-10 and TGF-B during the entire

period of remission induction therapy in pediatric patients with B-ALL.

Keywords:  childhood leukemia; Treg lymphocytes; extracellular  vesicles;

immunosuppressive mediators; cellular immunosuppression.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Comprometimento de progenitores de INfOCItOS B...........cccccveviveiieieiicieccc e, 20
Figura 2. Distribuicéo e ocorréncia de LLA no Estado do AmMazonas.............ccceeveveeveieenns 23
Figura 3. POPUIACOES A8 VES......ccuiiiiiieiieie ettt ae et ta e sre e anes 28
Figura 4. Transferéncia de RNAS por VES (MVS € EXOS) ..c..oovviieiiiiciiciiece e 29
Figura 5. BiOgENnese € Cargas 0 IMVS........cuiiiiiiiiiieieeeeee ettt 31
Figura 6. Diferentes mecanismos de imunossupressao mediado pelos linfocitos Treg........... 35
Figura 7. Efeitos da IL-10 no microambiente da leucemia ..........ccocoeovviiienenininiscce 40
Figura 8. Fluxograma de trabalno do eStUAO ..........ccccueiiieriiiiieiceeee e 51
Figura 9. Identificacdo dos Linfécitos Treg (CD4+CD25+F0XP3+) .....ccovevvveicieeiieeiecieene. 52
Figura 10. Identificacdo das MVs-Treg (Anex V'CD4"CD25"CD152%) ....cocccevvevereerererenne, 54

Figura 11. Perfil de linfocitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes
pediatricos com LLA-B a0 diagnOStiCo .........cceiviiiiieiicce e 68

Figura 12. Perfil de linfécitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes com
DRM® € DRM®) ..o 70

Figura 13. Cinética de linfocitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes
PEAIALIICOS COM LLA-B . oottt ens 71

Figura 14. Redes Integrativas de linfocitos Tregs e mediadores imunossupressores em
pacientes pediatricos com LLA-B a0 diagnOStICO .......cc.ccvvevuveiieiieiiciesee e 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Imunofenotipagem para progenitores de linfOcitoS Be T......cccoccvevvevvieececcecieenee, 24
Tabela 2. Classificagdo da LLA, conforme a OMS..........ccocoiiiiiiiiin e 25
Tabela 3. Painel para imunofenotipagem de linfOCIt0S Treg .......ccocvveieiiriiiiiieeeeee 52
Tabela 4. Painel para imunofenotipagem de MVS-TIeg .....ccccvevevieieeiie e 53
Tabela 5. Dados demograficos hematoldgicos da populagdo do estudo............ccceeevrericnnnnee, 66

Tabela 6. Caracteristicas clinicas da populagdo estudada ...........c.ccoevrereriiniineneenesee, 67



APCs
AR
ARF1
ARF6
BFM
BR
Ca2*
CAAE
CCL2
CCL5
CDs
CEP
CEs
CLs
CTHs
CTLA-4
CTMs
DO

D15
D35

D8

D84
DCs
DRM
EMMPRIN
EXOs
FAB
FIOCRUZ
GBTLI
GIPB
GM-CSF
HEMOAM
IFN-y
IL
INCA
IRR
iTr35
iTregs
LAG-3
LLA
LLA-B
LLA-T
LMA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Células Apresentadoras de Antigenos

Alto Risco

Fator 1 de ribosilacdo de ADP

Fator 6 de ribosilagéo de ADP

Grupo Aleméo Berlim-Frankfurt-Munique

Baixo Risco

Célcio

Certificado de Apresentagio de Apreciagio Etica

Ligante 2 de quimiocina

Ligante 5 de quimiocina

Cluster of Differentiation — Cluster de Diferenciacao

Comité de Etica em Pesquisa

Células Endoteliais

Células Leucémicas

Células-Tronco Hematopoéticas

Antigeno-4 associado ao Linfocito T Citotdxico

Células-Tronco Mesenquimais

Dia do Diagnostico

Dia 15 da terapia de indugéo a remisséo do protocolo de tratamento
Dia 35 da terapia de inducgéo a remisséo do protocolo de tratamento
Dia 8 da terapia de inducao a remissao do protocolo de tratamento
Dia 84 da terapia de consolidacéo da remisséo do protocolo de tratamento
Células Dendriticas

Doenca Residual Mensuravel

Indutor de metaloproteinase de matriz extracelular

Exossomos

Grupo Francés-Americano-Britanico

Fundacéo Oswaldo Cruz

Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil

Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores

Fator Estimulador de Coldnias de Granulocitos e Macréfagos
Fundacgéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
Interferon-gama

Interleucina

Instituto Nacional do Céncer

Instituto René Rachou

Linfocitos T reguladores induzidos e secretor de IL-35

Linfocitos T reguladores induzidos

Gene 3 de ativacdo de linfocitos

Leucemia Linfoblastica Aguda

Leucemia Linfoblastica Aguda de células B

Leucemia Linfoblastica Aguda de células T

Leucemia Mieloblastica Aguda



LTCs
MHC-I
MLCK
MO
MT1-MMP
MVs
MVs-Treg
NETs
NK
NSCLC
nTregs
OMS
PD-1
RCC
SAME
SCF
SG
SIVE
SNC
SP
STAT
TALE
TAMs
TANs
TCLE
TCR
TGF-B
Th
Th1l
Th 17
Th 2
Tregs
VEs

Linfocitos T citotdxicos

Classe de histocompatibilidade principal |
Miosina quinase de cadeia leve

Medula Ossea

Metaloproteinase de Matriz Tipo 1 da Membrana
Microvesiculas

Microvesiculas circulantes derivadas de linfocitos T reguladores
Armadilhas extracelulares de neutrofilos
Natural Killer

Cancer de pulmao de células ndo pequenas
Células T regulatérias naturais

Organizagdo Mundial da Saude

Proteina de morte celular programada 1
Remissao Clinica Completa

Setor de Atendimento Médico e Estatistico
Fator de célula estaminal

Sobrevida Geral

Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
Sistema Nervoso Central

Sangue Periférico

Transdutor de sinal e ativador da transcricéo
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
Macrofagos associados ao tumor

Neutréfilos associados a tumores

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Receptor de célula T

Fator de crescimento transformante beta
Linfécitos T helper / auxiliar

Linfécitos T helper 1

Linfocitos T helper 17

Linfocitos T helper 2

Linfécitos T regulatorios

Vesiculas Extracelulares



SUMARIO

(O 1N 210 ] 16070 1PN 17
2. REFERENCIAL TEORICO ...ttt 20
2.1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS Bi......c.coovivivereisereiesese e, 20
A O O o] o 100 [T - WSS 20
2.1.2. Epidemiologia da Leucemia Linfoblastica Aguda de CElulas B............cccccevvrviniincnnenccnnns 22
2.1.3. DIAGNOSHICO ...tttk etk bbbt bbbttt b 24
2.1.4. Tratamento QUIMIOTEIAPICO ..cuviieiieiie ettt te sttt e s e re s e e aesraeneeneas 25
2.2.  COMPARTIMENTO MEDULAR ......coiiiiiitiiritiee ettt 26
2.2.1. Microambiente em NOMEOSTASE ........cviuiriiriiirerieir ettt eneas 26
2.2.2. Microambiente LEUCEMICO. .....ccueieieieiieiesesie ettt sttt st e b enenneas 27
2.3, MICROVESICULAS ..ottt 28
2.3.1. BIOQGENESE JAS IMVS ...ttt b bbb ene s 30
2.3.2. Transporte de carga € COmuniCaGao INtErCRIUIAr ...........ccoviiiiiiiieieeee e 32
2.4.  RESPOSTA IMUNE TUMORAL ..ottt 32
2.5.  LINFOCITOS T REGULATORIOS.......c.oveiereiereiietesiesieeiee s sesssssassesssesae s sesss s, 34
2.6.  CITOCINAS IMUNOSSUPRESSORAS ..ottt 38
2.6. 1. TGP ottt R e bbbt bbbt b e 38
2.6.2. TL=10 iR E £ R bR b bbbttt 39
2.7.  LINFOCITOS Treg, MVs E CITOCINAS COMO BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS 41
3. RELEVANCIA DO ESTUDO.......cooiuiiiiiieiieiiesiese et sse s 45
A, OBJIETIVOS ...ttt bbb bttt b bRt bbbttt n b e et 47
4.1, ODJELIVO GEIAL......oiiiiiiiei bbbttt bbb 47
4.2, ODjetiVOS ESPECITICOS ....c.viuiiiiiiiieiiiieise et 47
5. MATERIAL E METODOS .....oouiiitieieiitseiesie ettt 49
5.1, ASPECIOS BLICOS ... .eiuieiiiciieie ittt st b e et be et e be et e beetrentesreenre e 49
5.2, TiP0 € Ar8a 08 ESTUOD. .......cvecvceececeeeeceeeee ettt 49
LIRS T w0 01U F=Tox: Ta R (-T2 o o TSR 49
5.4.  Critérios de inclusdo, NA0 INCIUSAO € EXCIUSAD ... ..eeeeeeeee et 49
5.5, Obtencdo e SElEGA0 das AMOSIIAS ........cceruiiviriiieieieeei st 50
5.6.  Imunofenotipagem de linfACitos T regUIAtOrios ..........couoeiriiiieiiiiise s 51
5.7.  Imunofenotipagem de IMV/S-TIEQ.....ccuiiiieii ettt ettt n e ene e 53
5.8.  Quantificaco de CitOCiNaS IMUNOSSUPIESSOTAS .....ueervrrvermeereerteaiesieeseestesneeseeseeaeeseesseeneesseeneenes 54
5.9. Obtencdo dos dados clinicos € hemMatolOGICOS ........coeirieirieririeiseee s 55
5.10. ANAlise desCritiva € ESTALISTICA........cvivrererierieieieee sttt reenas 55
B. RESULTADOS ...ttt sttt bbb e £t b e bttt e e bbbt e e nneas 57

6.1. CAPITULO | - Publicacio do Artigo de reVISAD ...........cevveevrreeeiieereeieessseeessesesessessessessesseneenans 57



6.2. CAPITULO Il - Dados obtidos através dos experimentos do estudo..............ccecevereereererrennn. 66

6.2.1. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......corieerieierieieseiessietessessesesssessessssssssssssssasssssssesssssssssnssssnsons 66
7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS ....ooveevrveeeeristeseesiessessess s ssessses s ssess s sssssssnssssasssssnsseneans 75
LS00 N[0 I 1Y T 77
9. REFERENCIAS .........ooeieiieieeteeeeeeesee e sesses sttt sttt s st s sseses s s, 80

10, ANEXOS ..o 113



INTRODUCAO



17

1. INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) € a neoplasia pediatrica de maior ocorréncia
no mundo, representando 25% de todas as neoplasias infantis entre criancas menores de 15
anos. Dentre os subtipos de LLA, destaca-se a Leucemia Linfoblastica Aguda de células B
(LLA-B), correspondendo a 80% de todos os casos (1). A LLA-B é uma neoplasia maligna
hematoldgica caracterizada por um bloqueio na diferenciacdo hematopoiética, levando a
superproducdo de linfécitos B imaturos na medula éssea (MO), com liberacdo no sangue
periférico (SP) e locais extramedulares. Esse aumento no nimero de linfdcitos reflete em um
quadro de pancitopenia, sendo dessa forma as manifestacdes clinicas mais comuns, fadiga,
dispneia, febre, infeccbes, sangramentos ou hematomas, relacionadas a supressdo funcional da
MO (2,3).

No compartimento medular 6sseo, especificamente no microambiente hematopoiético,
as células estromais compdem a maior fonte de citocinas e fatores de crescimento,
proporcionando uma rede de sinalizacdo essencial para a homeostase do microambiente da
MO (4,5). No entanto, na leucemia, é observado que as células leucémicas (CLs) podem
secretar estruturas vesiculares originadas a partir de membrana celular, denominadas vesiculas
extracelulares (VESs), que induzem alteracbes nos nichos do microambiente medular,

resultando na transformacao de nichos saudaveis em "leucémicos” (6,7).

Dentre as populacdes de VEs que participam da reprogramacgdo dos nichos da MO,
encontram-se as MVs, também conhecidas como microparticulas ou ectossomos. Essas
estruturas correspondem a vesiculas liberadas no espaco extracelular por brotamento externo e
fissdo da membrana plasmatica (8). Estas, representam atualmente um novo mecanismo de
comunicagdo celular, especialmente por sua capacidade de transferir seu conteudo bioldgico
composto por um repertério de informacg6es genéticas, incluindo sequencias de DNA e RNAs,
como RNAs mensageiros, RNAs ndo codificantes e principalmente micro RNAs, capazes de
reprogramar as células-alvo, exercendo atividades importantes em processos fisioldgicos e

patoldgicos (8-12).

Embora a liberacdo de MVs ocorra em condigdes fisioldgicas, durante processos
patolégicos como o céncer, a liberacdo dessas vesiculas apresenta-se consideravelmente
aumentada (13). Além disso, a quantidade de vesiculas derivadas especificamente de células

cancerosas demonstrou estar correlacionado com a malignidade da neoplasia (14). Por outro
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lado, os diferentes tipos celulares da imunidade inata e adaptativa, também sdo capazes de
liberar MVs, que atuam no sistema imunoldgico como importantes mensageiros paracrinos
(15,16).

Dentre as células liberadoras de MVs, estdo os linfocitos T regulatérios (Linfécitos
Tregs), que desempenham um papel chave na regulacdo ou supressdo de outras células do
sistema imunoldgico, tais como linfécitos T CD4* e T CD8*. Estas sdo essenciais na
regulacdo da resposta imune e auto toleréncia, controlando a expanséo e ativacdo de células T
efetoras e autos reativas, aléem de evitar respostas exacerbadas e o surgimento de doencas
autoimunes (17). No entanto, um crescente nimero de evidéncias tem demonstrado que as
Treg podem ser recrutadas por CLs, como forma de evasdo do sistema imunoldgico no cancer
(18,19).

Os linfocitos Tregs podem mediar a imunossupressdo celular através da intensa
producdo de TGF-B e IL-10, sendo esta Gltima sua citocina chave e principal regulador para
modular a intensidade e a duracéo das respostas imunes (17,20). Descoberta em 2007, a IL-35
é outra importante citocina secretada por Treg, com sua liberagdo ocorrendo em resposta a
estimulacdo por IFN-y ou via receptores do Toll-like (TLR), atuando de forma antagonista as
fungBes pro-inflamatdrias de outras citocinas membros da familia 1L-12 (20,21). Além disso,
essas células podem induzir uma regulacdo negativa da resposta imune através de interacdo
célula a célula, mediada através do antigeno 4 de linfocito T citotoxico (CTLA-4), inibindo o

reconhecimento e eliminagdo de células cancerosas pelo sistema imunolégico (22).

Recentemente, estudos demonstraram que os linfécitos Treg também sdo capazes de
regular a reposta imune através da reprogramacao de células efetoras, a partir da liberacdo de
VEs (23). No entanto, uma melhor compreensdo da contribuicdo das MVs-Treg na
imunotolerancia € necessaria, uma vez que numeros elevados de linfocitos Tregs séo
frequentemente observados no microambiente tumoral de neoplasias solidas e hematoldgicas,
e sdo correlacionadas a um pior prognéstico em muitos tipos de cancer, incluindo em
leucemias (24,25).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULASB

2.1.1. Etiopatogenia

As leucemias abrangem um grupo heterogéneo de neoplasias hematologicas, que
podem ser classificadas em leucemias linfoblasticas ou mieloides e divididas em agudas e
cronicas (26). Com isso, as leucemias podem variar a depender do tipo celular afetado, estagio
de maturacdo e contagem de blastos, respectivamente (26). Nisso, as leucemias agudas sdo
caracterizadas por um bloqueio profundo na diferenciacdo hematopoiética e resultam em uma
superproducdo de blastos imaturos, enquanto as leucemias cronicas sdo caracterizadas pela

producdo excessiva de células diferenciadas parcialmente maduras (27,28).

Dentre as leucemias agudas, a Leucemia Linfoblastica aguda (LLA) destaca-se por ser
a neoplasia pediatrica de maior ocorréncia no mundo. Sua etiologia ainda permanece
desconhecida, porém sabe-se que é uma doenca com causa multifatorial que pode envolver a
interacdo de fatores genéticos/ambientais. Entre os riscos de exposicdo relatados para o
desenvolvimento da LLA em um individuo, estdo o uso de pesticidas, alto peso ao nascer,
poluicdo ambiental, exposicdo materna a tinta caseira, fumo durante a gravidez, exposicdo a

radiacdo ionizante, sindromes congénitas e histdrico de leucemia na familia (29-32).

Em 2006, Mel Greaves propds uma hipdtese relacionando infec¢des tardias com
respostas imunes anormais a agentes infecciosos ap06s a auséncia de estimulacdo e modulacédo
imune durante a primeira infancia (33). Greaves propde que presenca de clones pré-
leucémicos frente as respostas imunoldgicas/inflamatérias mediadas por infeccdo podem
fornecer um meio seletivo para clones pré-leucémicos. Em que uma resposta desregulada das
células T a infeccdo pode resultar em uma resposta inflamatoria exacerbada, com um perfil de
liberacdo de citocinas e quimiocinas que, pelo menos transitoriamente, pode suprimir a
hematopoiese e/ou induzir a apoptose. Neste contexto, o clone pré-leucémico pode ter uma
vantagem distinta de sobrevivéncia e/ou proliferagéo, facilitando assim o surgimento de CLs
(33-35).

Curiosamente, Chang e colaboradores em seus achados sugerem que criangas que
desenvolvem LLA durante a primeira infancia podem apresentar uma funcdo imunoldgica
anormal, em funcdo de uma expressdo constitutivamente menor de IL-10 ao nascimento e

uma propensdo a reagir a infeccdes normais de uma maneira hipersensivel (36). Nisso, a IL-
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10 é uma citocina fundamental na regulacdo de resposta inflamatdrias, evitando respostas
hiperativas em infec¢es patogénicas (37). Em adicdo, investigacbes do United Kingdom
Childhood Cancer Study (UKCCS) relataram que criancas diagnosticadas com LLA tiveram
significativamente mais episddios infecciosos no primeiro ano de vida (38).

Nesse contexto, a LLA apresenta-se com uma neoplasia geneticamente heterogénea
que acomete os progenitores linfoides, podendo ser classificadas em Leucemia Linfoblastica
Aguda de células B (LLA-B) e células T (LLA-T), sendo a primeira responsavel por
aproximadamente 85% dos casos (39). A LLA-B é uma neoplasia hematologica caracterizada
por um bloqueio na diferenciacdo de progenitores ou precursores de linfocitos B, que se
proliferam e se acumulam na MO. Este sequestro do sistema hematopoiético por CLs resulta
no comprometimento da producdo de outros tipos de células sanguineas essenciais para o
transporte de oxigénio ou coagulacdo, como eritrocitos e plaquetas, respectivamente (40)
(Figura 1).
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Figura 1. Comprometimento de progenitores de linfocitos B. Em condi¢des normais ocorre a diferenciagdo
celular. Na leucemia linfobléstica aguda de células B ocorre uma falha na diferenciacdo de progenitores de
linfcitos B levando a uma superproducdo de linfécitos B imaturos na medula 6ssea (MO), com liberacdo no

sangue periférico (SP) e locais extramedulares. Fonte: Adaptado de mountnittanyhealth.org
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Dessa forma, as principais manifestacdes clinicas dos pacientes com LLA-B, provém
de duas principais implicacdes que a proliferacdo leucémica acarreta, sendo elas: a
insuficiéncia da MO e infiltracdo de 6rgdos (41). A insuficiéncia da MO, é responsavel pela
triade da leucemia, caracterizada por anemia, granulocitopenia e trombocitopenia, refletindo
em sintomas como palidez, fadiga, dispneia, febre, infeccdes graves, sangramentos ou
hematomas (3,4). Por outro lado, a infiltracdo leucémica pode ocorrer no sistema nervoso
central (SNC), testiculo, ovério, rim, 0ssos, articula¢fes, olhos, ganglios, figado, baco, pele e

em locais menos frequentes, o coragéo e pulméo por exemplo (42).

2.1.2. Epidemiologia da Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B

Entre os tipos de cancer infantojuvenil em todo o mundo, a leucemia é o cancer mais
comum, representando cerca de 25% a 35% de todos 0s casos novos de cancer dessa categoria
(43). Nos ultimos anos no Brasil, houve um aumento significativo na incidéncia de leucemia,
chegando ao 9° cancer mais comum (44). Dentre os subtipos de leucemia linfoblastica aguda
(LLA), a LLA de células B (LLA-B) representa 80% de todos os casos (45). Em 2020, no
Brasil, foram registrados 6.738 dbitos por leucemia, representando uma taxa de 3,18 dbitos a
cada 100 mil pessoas (46). Para o triénio de 2023 a 2025, estima-se que havera cerca de 7.930
novos casos de cancer infantojuvenil no Brasil, 0 que equivale a uma taxa estimada de 134,81

casos por um milhdo de criancas e adolescentes (46).

A proporgdo de casos de individuos com leucemia entre as regides do Brasil € variavel
e tem aumentado desde o ultimo relatdrio do Instituto Nacional do Cancer (INCA) (43,44). A
regido Norte foi identificada como a regido com o segundo maior nimero casos de leucemia,
tendo o Amazonas, particularmente sua capital Manaus, classificada em 2010 como a capital
com a segunda maior taxa de incidéncia ajustada a idade (abaixo de 14 anos) de leucemia em
criangas e adolescentes (47—-49). Em 2011, teve a maior taxa de incidéncia no pais, com 76,8

casos de leucemia por milh&o de habitantes (50,51).

Estudo realizado na Fundacdo HEMOAM, demonstrou que entre os anos de 2005 a
2015 houve 459 individuos diagnosticados com LLA-B no Estado do Amazonas (52). Estes
estavam principalmente na faixa etaria <10 anos (325 casos) e maior nimero de casos ocorreu
em individuos do sexo masculino. Na figura 2 pode-se observar a incidéncia de LLA nos

municipios do Amazonas ao longo desses anos.
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1-Alvaraes 12-Boa Vista do Ramos  23-Envira 34-Jutai
2-Amatura 13-Boca do Acre 24-Fonte Boa 35-Labrea
3-Anama 14-Borba 25-Guajara 36-Manacapuru
4-Anori 15-Caapiranga 26-Humaita 37-Manaquiri
5-Apui 16-Canutama 27-lpixuna 38-Manaus
6-Atalaia do Norte 17-Carauari 28-Iranduba 39-Manicoré
7-Autazes 18-Careiro 29-ltacoatiara 40-Maraa
8-Barcelos 19-Careiro da Varzea 30-Itamarati 41-Maués
9-Barreirinha 20-Coari 31-ltapiranga 42-Nhamunda
10-Benjamin Constant  21-Codajas 32-Japura 43-Nova Olinda do Norte
11-Beruri 22-Eirunepé 33-Jurua 44-Novo Airao
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Figura 2. Distribuicéo e ocorréncia de LLA no Estado do Amazonas. A) Distribuicdo espacial dos pacientes
com LLA. B) Numero de casos e ébitos de pacientes com LLA entre 2005 e 2015. Fonte: Adaptado de Silva-
Junior et al., 2019 (52).
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2.1.3. Diagnostico

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Grupo Francés Americano Britanico
(FAB) estabelecem que as leucemias sdo classificadas com base nas caracteristicas
citomorfolodgicas, expressao de antigenos de superficie celular, além de alteracdes genéticas e
moleculares as quais estdo relacionadas com o prognostico da doenca (53,54). Além disso, a
morfologia e citoquimica fornecem informacfes sobre os blastos, sendo importantes na

triagem, diagnostico e na definicéo do tipo de leucemia (55,56).

A LLA se subdivide fenotipicamente em linhagem B (LLA Pro-B, LLA B
Intermediario/Comum, LLA Pré-B, LLA B Madura) e T (LLA Pro-T, LLA Pré-T, LLA T
Cortical e LLA T Medular), conforme observado na Tabela 1 (57). Assim, para identificar a
diferenciacdo de células progenitoras linfoides, utiliza-se a técnica de imunofenotipagem
celular, que consiste na identificacdo imunoldgica de antigenos de superficie, citoplasmaticos
e nucleares, também conhecidos como Cluster of differentiation (CD) que estdo presentes nos

blastos leucémicos (56,58).

Tabela 1. Imunofenotipagem para progenitores de linfécitos Be T.

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a Tdt Ig
Pro-B - + + + + -
B Comum + + + + + -
Prée-B + + + + + C-mu
B Madura + + + + + +
Linhagem T CDla CD2 CD3 CD4 CD7 CD8
Pro-T - - C - + -
Prée-T - + C - + -
T Cortical + + C + + +
T Medular - + C,S* + + +

Abreviagdes: Tdt, desoxinucleotidil transferase terminal; 1g, imunoglobulina; C, citoplasmaético; S, superficie; +,
expressdo do antigeno; +, expressao variavel, frequentemente positiva; -, auséncia de expressdo do antigeno;
*Linfocitos T medular sdo positivos apenas para CD4 ou CD8, mas ndo ambos. Fonte: Adaptado de McGregor
etal., 2012 (59).

Digno de nota, a LLA-B e LLA-T foram subclassificadas no ano de 2008 pela OMS
conforme as alteracGes genéticas, sendo realizada em 2016 a mais atual reviséo (Tabela 2). A
classificacdo da LLA-B possui varios subtipos geneticamente caracterizados, que abrangem as

translocacbes t (9;22) ou t (12;21), rearranjos no gene MLL ou alteracbes no numero de
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cromossomos (aneuploidia). Com isso, o0 subtipo da LLA é um importante fator a ser levado
em consideracdo para que a abordagem do protocolo de tratamento e progndstico sejam

adequados (41).

Tabela 2. Classificacdo da LLA, conforme a OMS.

Leucemia Linfoblastica B

Leucemia Linfoblastica B, NES

Leucemia Linfobléstica B com anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia Linfoblastica B comt (9; 22) (q34;911.2); BCR-ABL1

Leucemia Linfobléstica B comt (v; 11g23); MLL rearranjado

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

Leucemia Linfoblastica B com hipodoploidia (LLA hipodiploide)

Leucemia Linfobléstica B comt (5; 14) (q31.1; 932.3); IL3-IGH

Leucemia Linfoblastica B comt (1; 19) (g23; p13.3); TCF3-PBX1

Entidade proviséria: Leucemia Linfoblastica B, semelhante a BCR-ABL1
Entidade proviséria: Leucemia Linfoblastica B com iAMP21

Leucemia Linfoblastica T
Entidade proviséria: Leucemia Linfoblastica precursora de células T precoce
Entidade proviséria: Leucemia Linfoblastica de células natural killer

Abreviagdes: NES, ndo especificada separadamente. Fonte: Adaptado de Arber et al., 2016 (54).

2.1.4. Tratamento quimioterapico

O tratamento convencional da LLA envolve uma combinagdo de drogas
quimioterapicas, que tem por finalidade alcancar a eliminacdo das CLs e por conseguinte, 0
reestabelecimento da hematopoese normal. Atualmente na Fundacdo HEMOAM, o0s
tratamentos quimioterapicos utilizados para LLA-B podem ser baseados no protocolo GBTLI-
2009 e BFM-2009, sendo o primeiro o mais utilizado. O protocolo GBTLI LLA-2009, é um
protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia Infantil, distribuido em 6 fases:
Terapia de Pré-fase; Terapia de Indugdo da Remissdo; Terapia de Consolidacdo da Remissao;

Fase de Intensificacdo; Fase da Consolidagéo Tardia; Fase de Manutencdo (60).

A terapia de inducdo da remissdo tem como objetivo alcangar a remisséo clinica
completa em 4 semanas e, essa etapa leva em consideragdo critérios como estratificacdo de

risco ao diagnoéstico, a idade, contagem leucocitaria, acometimento do SNC e andlise
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citogenética de anormalidades cromossémicas, para a identificacdo da melhor dosagem da
combinacéo das drogas a serem utilizadas por exemplo. Posteriormente, inicia-se a terapia de
consolidacao da remissdo que tem por objetivo eliminar possiveis células leucémicas residuais
que permanecem ap6s inicio da terapia de inducdo. Por fim, na fase de manutencdo, o

objetivo consiste em prevenir a recaida da doenca apos as etapas anteriores (58,60).

Em paralelo, as avaliacdes laboratoriais sdo realizadas e tém por objetivo avaliar a
resposta do paciente ao tratamento quimioterdpico. Se o paciente ndo estiver respondendo aos
medicamentos quimioterapicos, podem ocorrer alteracdes no grupo de risco e protocolo de
tratamento, além de possiveis estratégias terapéuticas visando melhorar a sobrevida livre de
doenca (58). Dessa forma, durante a quimioterapia de remissdo, a analise de doenca residual
mensurdvel (DRM) apresenta-se como principal pardmetro de avaliacdo de resposta
terapéutica, consistindo na mensuracdo de CLs residuais sobreviventes a quimioterapia,

capazes de resultar em episddios de recaida da doenca (61).

Com isso, 0 progndstico de recaida pode ser determinado mensurando os niveis de
DRM em amostras de sangue e, especialmente partir de aspirados de MO do paciente, que séo
obtidos em periodos especificos ao longo do regime de tratamento (62). Por conseguinte, as
contagens de DRM celular com valor progndstico no nivel de corte de 0,01% (10%) podem ser
detectadas por citbmetros de fluxo de 3 a 4 cores. Estudos verificaram que quando um
paciente apresenta niveis de DRM celular >0,01% o risco de recaida de leucemia é
significativamente maior do que niveis de DRM inferiores a 0,01% (63-65). Além disso,
quanto maior o valor de DRM (por exemplo, DRM > 1%) ao final da fase de inducdo da

quimioterapia, maior o risco de recaida e menor a taxa de sobrevida (66).

2.2. COMPARTIMENTO MEDULAR

2.2.1. Microambiente em homeostase

O microambiente medular é constituido por tecidos fisioldgicos que incluem o estroma
com fibroblastos, vasos sanguineos e glébulos brancos, principalmente linfocitos T e
macrofagos. As células-tronco hematopoéticas (CTHs) atuam na medula 6ssea em areas

especializadas chamadas de nichos, que sdo locais onde diferentes tipos de células controlam



27

0 nUmero, quiescéncia, autorrenovacao, diferenciacdo e distribuicdo de CTHs (67). Os nichos
sdo divididos em duas areas distintas, mas igualmente conectadas: a primeira na qual o
osteoblasto desempenha um papel primordial, chamado de nicho osteoblastico; a segunda
onde predominam as células endoteliais, sendo denominado nicho vascular (67-69).

Em particular, no nicho vascular, as células endoteliais sinusoidais favorecem a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de progenitores mieloides e megacariociticos. As
CTHs no nicho vascular sdo expostas a hormonios, fatores de crescimento, oxigénio e
nutrientes, para detectar sinais e estimulos da circulacdo periférica. Isso favorece a
automanutencdo, proliferacdo e/ou diferenciacéo (70,71). Ao contrario, 0 nicho osteoblastico
favorece a manutencgéo do estado de quiescéncia que corresponde um estado em que as CTHs
néo estdo em fase de proliferacdo, apesar de continuarem metabolicamente ativas (72).

2.2.2. Microambiente Leucémico

As células leucémicas (CLs), assim como as CTHs, dependem da interacdo com o
microambiente ou do nicho para sua prdpria auto-renovacdo e manutencdo. Os tumores tém
uma pequena subpopulacdo de células responsaveis pela iniciacdo e recaidas do cancer (73—
75). A interacdo das CLs com outras células localizadas na MO, tem papel preponderante
nesses fendmenos e contribui decisivamente para o desenvolvimento da doenca e para oS

mecanismos de resisténcia aos medicamentos (76).

As células células-tronco progenitoras mesenquimais derivadas da MO, constituem
uma populagdo que suportam o nicho das CTHs normais e leucémicos (77,78). Os
mecanismos de quimiorresisténcia e recaida sdo impulsionados por um conjunto de células
iniciadoras de leucemia raras. Essas células sdo capazes de escapar dos quimioterapicos e
estdo envolvidas principalmente na auto-renovacdo e na geracdo de novas CLs. Além disso,
esta classe celular tem em comum vérias propriedades com as CTHSs, o que normalmente leva
a formagdo de uma célula CTHs idéntica a célula-mée, alem de uma célula progenitora
parcialmente diferenciada incapaz de autorrenovacao (portanto, ndo células-tronco), mas com

um grande potencial replicativo (79,80).
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2.3. MICROVESICULAS

As vesiculas extracelulares (VES) correspondem a um grupo heterogéneo de estruturas
membranosas derivadas de células, e podem ser divididas em trés tipos: exossomos (EXOs),
microvesiculas (MVs) e corpos apoptoticos, conforme visualizado na Figura 3 (81-83). Neste
contexto, as MVs, também conhecidas como ectossomos ou microparticulas, séo produzidos a
partir do brotamento e fissdo da membrana plasmatica, apresentando um diametro que varia
de 100 a 1000 nm (81,84-86). Fisiologicamente, as MVs sdo secretadas nos fluidos corporais
e desempenham papé€is importantes na coagulacdo, inflamagdo, expansdo e renovacgao de
células-tronco por exemplo (87-91). Por outro lado, as MVs possuem papéis importantes no
desenvolvimento e progressdo da doencas por meio da regulacdo da sinalizacéo intercelular
(92).
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Figura 3. Populagdes de VEs. As células liberam populagBes heterogéneas de VEs com tamanhos variados.
Corpos apoptoticos sdo liberados por células em apoptose. Microvesiculas sdo derivados diretamente da
membrana plasmatica. Exossomos sdo derivados de compartimentos endossomais intracelulares. Fonte:
Adaptado de Qin et al, 2021 (87).

Embora as pesquisas sobre VESs representem um campo de investigacdo em evidéncia,
historicamente, os primeiros estudos datam a década de 60. Em 1967, Peter Wolf identificou
vesiculas derivadas de plaquetas, mencionadas como “p6 de plaquetas”, sendo este achado

considerado por muitos autores um marco nos estudos sobre VEs (88). Em 1980, Poste e
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Colaboradores descobriram MVs secretadas espontaneamente por células B16 de melanoma,
que tendiam a aumentar o potencial metastatico para o pulméo (89). Esta pesquisa pioneira
estabeleceu uma base solida para inimeros estudos futuros, que demonstraram 0s papéis

cruciais desempenhados por MVs na imunomodulagéo e progresséo tumoral (90).

Atualmente as VEs podem ser isoladas da maioria dos tipos celulares e fluidos
bioldgicos, como saliva, urina, liquido de lavagem nasal e brénquico, liquido amnidtico, leite
materno, plasma, soro e fluido seminal (91-96). Recentemente, verificou-se que EXOs e MVs
sdo capazes de transportar e transferir material genético (DNA e RNASs) como demonstrado
na Figura 4, destacando a importancia dessas vesiculas e abrindo espaco para novas

investigacOes sobre o seu papel como mediadores de comunicacéo celular (97,98).
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Figura 4. Transferéncia de RNAs por VEs (MVs e EXOs). Proteinas associadas a membrana (tridngulos) e
transmembrana (retangulos) e RNAs (simbolos curvos) séo incorporados seletivamente na vesicula intraluminal
do endossomo multivesicular ou em MVs que brotam da membrana plasmatica. Os MVEs se fundem com a
membrana plasmatica para liberar EXOs no meio extracelular. (1) MVs e EXOs podem ancorar na membrana
plasmatica de uma célula-alvo. (2) As vesiculas ligadas podem se fundir diretamente com a membrana
plasmatica ou ser (3) endocitadas. (4) As vesiculas endocitadas podem entdo se fundir com a membrana
delimitadora de um compartimento endocitico. Ambas as vias resultam na entrega de proteinas e RNA na
membrana ou citosol da célula alvo. Fusdo e endocitose sdo representadas apenas para vesiculas exossomais,
mas MVs derivadas da membrana plasmatica podem ter destinos semelhantes. Abreviagdes: RNAs, Acido
ribonucleico; MVs, Microvesiculas. Fonte: Adaptado de Raposo, 2013 (99).
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Um progresso importante no conhecimento das VEs foi resultante de trabalhos
colaborativos concebidos pelos membros da Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares (SIVE), que tiveram por objetivo padronizar a nomenclatura e metodologias
utilizadas nos estudos. Ja em 2014, a SIVE divulgou um documento sobre requisitos
experimentais para a caracterizacdo das VEs e suas funcdes, expondo etapas basicas de

pesquisa necessarias para obtencdo de resultados precisos (100,101).

2.3.1. Biogénese das MVs

Atualmente é bem aceito que as MVs se originam da brotacdo externa e da fissdo da
membrana celular e sdo amplamente distribuidas em vérios fluidos corporais, incluindo urina,
sangue periférico e efusdes peritoneais. As funcdes e componentes das MVs estdo associados
as suas células de origem, que incluem células tumorais, células-tronco, células imunes e
células progenitoras endoteliais (102). Curiosamente, 0 processo de abscisdo esta relacionado
a rearranjos moleculares da membrana plasmatica, que sao afetados pela composicao proteica
e lipidica, bem como pelos niveis de Ca?* (103). Um aumento no Ca?' intracelular leva a
alteracdes na distribuicdo da estrutura de fosfolipidios da membrana plasmatica, como
demonstrado na figura 5. A fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina estéo localizadas no lado
do folheto interno da bicamada celular (104). A assimetria é mantida por enzimas
dependentes de Ca?*, incluindo translocases de aminofosfolipidios, flippases, disquetes e
calpaina (105).
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Figura 5. Biogénese e cargas de MVs. Os MVs sdo produzidos via desprendimento da membrana plasmatica. O
aumento de Ca?* intracelular pode ativar enzimas dependentes de Ca?*, levando a despolimerizagdo do
citoesqueleto de actina e remodelacdo da membrana, promovendo entdo a liberacdo de MV. Cargas
representativas de MVs sdo mostradas: P-gp, TF, EGFR, v-SNARE, ARF®6, receptor de quimiocina, IL-6, IL-1§,
VAMP-3, Ezrin, CD40, uPA, DNA, microRNA, tTG, EMMPRIN, MMPs e VEGF. AbreviacGes: TF, fator
tecidual; EGFR, receptor do fator de crescimento epidérmico; v-SNARE, receptor de proteina de ligagéo de fator
sensivel a N-etilmaleimida soltvel vesicular; ARF6, fator 6 de ADP-ribosilagdo; IL-6, interleucina 6; IL-1p,
interleucina 1B; VAMP-3, proteina de membrana 3 associada a vesicula; CD40, agrupamento de diferenciacdo
40; uPA, ativador de plasminogénio uroquinase; tTG, transglutaminase tipo tecido; EMMPRIN, indutor de
metaloproteinase de matriz extracelular; MMPs, metaloproteinases de matriz; VEGF, fator de crescimento
epitelial vascular. Fonte: Adaptado de Shuangli Zhu, 2021 (106).

Niveis aumentados de Ca?" intracelular ou liberacdo de Ca?* pelo reticulo
endoplasmatico podem ativar Ca®* e enzimas dependentes, levando & inibicdo de translocases
e ativacdo de scramblase, proteina responsavel pela translocacdo de fosfolipidos entre duas
monocamadas de uma bicamada lipidica da membrana celular. Como resultado, a
fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina anteriormente localizadas no lado interno da
citomembrana sdo realocados para o lado externo, e o citoesqueleto de actina permanece
despolimerizado, promovendo a liberacdo de MVs (107,108). Além disso, a degradacéo de
MVs e controlada por pequenas GTPases, incluindo fatores de ADP-ribosilacdo (ARFsS),
Rab22a (também conhecido como Rab22) e Rho (109,110). Por exemplo, ARF6 é um
membro da familia ARF de pequenas proteinas de ligacdo ao GTP, e sua ativagdo é relevante

para a reciclagem de MVs e remodelacéo da actina na camada periférica das células (111).

Outra molécula, denominada Rab22a, foi relacionada com a formagéo de MVs e estéa
associado ao trafego de MVs regulado por ARF6 (110,112). As GTPases da familia Rho
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também sdo importantes mediadoras da producdo de MV (113). A ativacdo de RhoA é
particularmente eficaz para promover a formagdo de MVs, e a ativacdo de RhoA demonstrou
regular positivamente o gene a jusante ARF6 ou ARF1 (114,115). Assim, RhoA pode acelerar
indiretamente a ativagdo de MLCK, levando a liberacdo de MVs no espaco extracelular (114).
RhoA também pode ativar quinases contendo bobina enrolada associada a Rho e quinase
LIM, que promove a contracdo baseada em actina-miosina para a formacdo de MVs
(113,114). Em geral, a inibicdo do ARF6 ou de seus alvos reduz a liberacdo de MVs (109).

2.3.2. Transporte de carga e comunicacao intercelular

MVs podem transportar varias proteinas, algumas das quais estdo presentes em suas
superficies, como por exemplo CD40, MMPs, ARF6, indutor de metaloproteinase de matriz
extracelular (EMMPRIN), membros da familia Rho, integrina beta 1, proteina de membrana 3
associada a vesicula (VAMP-3) (103,116-120). As cargas de MVs incluem enzimas proteicas
de membrana, receptores de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, lipidios e acidos
nucleicos, incluindo miRNAs, DNA genémico e genes oncogénicos conforme demonstrado
na figura 5 (121-123).

Adicionalmente, ressalta-se que as MVs séo importantes mediadores da comunicagao
intercelular, realizando essa funcdo das seguintes maneiras: 1) entregam proteinas, moléculas
bioativas e mRNAs as células-alvo; 2) elas se fundem com células-alvo para transferir
receptores de superficie, além de realizar fungdes bioldgicas por meio da ligacdo entre
receptores e ligantes; e 3) estimulam células-alvo via ligantes de superficie, funcionando
como um complexo de sinalizacdo (124). Por exemplo, Melzani e colaboradores, descobriram
que MVs liberados de melanoma podem expressar FasL em sua superficie, permitindo que
eles induzam apoptose ligando-se a CD95 em linfécitos T (125). Este pode ser um

mecanismo pelo qual as células cancerosas escapam dos linfocitos que se infiltram no tumor.

2.4. RESPOSTA IMUNE TUMORAL

As respostas imunes antitumorais em modelos animais e pacientes com cancer

contribuiram para o ressurgimento da teoria da imunovigilancia (126). Um tumor altamente
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imunogénico em um individuo imunocompetente resultard em estimulacdo ideal do sistema
imune inato, levando a producdo de citocinas estimuladoras, inflamacdo aguda, ativacdo de
muitas células T e B e eliminacdo imediata do tumor. Por outro lado, com um tumor com
menor poder imunogénico e/ou individuo pouco responsivo ou imunodeficiente, pode nédo
atingir a eliminacdo completa das CLs e levar a sobrevivéncia das células cancerigenas que,

no entanto, permanecem sob vigilancia imunoldgica (127).

Durante um periodo prolongado de tempo, o crescimento lento do tumor seria
acompanhado por ativacdo repetida do sistema imunoldgico e eliminacdo de algumas células
tumorais, seguido por outros ciclos de crescimento tumoral e destruicdo imunomediada (127).
Até 0 momento, a maioria dos estudos de interacGes tumor/sistema imunoldgico foi realizada
apo6s o diagndstico do cancer, ou seja, na fase de escape da imunovigilancia. Esta fase
particular é caracterizada pelo aumento de linfdcitos Tregs e células supressoras derivadas de
mieloides (MDSCs), citocinas imunossupressoras, células tumorais, células T efetoras pouco
funcionais e células que expressam moléculas capazes de inibir a ativacdo de células T (128-
130).

Durante a homeostase imunoldgica, um mecanismo crucial de tolerancia periférica é a
regulacdo da resposta de células T efetoras por meio de pontos de controle imunolégico em
linfocitos T citotoxicos (LTCs) e células T CD4™ ativadas, visando proteger o tecido de danos
inflamatérios (131,132). Células T CD4* que expressam o antigeno CD25 e o Foxp3,
conhecidas como linfocitos Tregs, inibem as respostas imunes adaptativas principalmente por
meio da interacdo com outras subpopulacGes de células T e células apresentadoras de
antigenos (133). As duas moléculas de checkpoint mais bem descritas, CTLA-4 e PD-1,
atuam como reguladores negativos da funcéo das células T e foram associadas a evasdo imune

no cancer (134).

O envolvimento de PD1 com seu co-receptor, PDL-1 (expresso por outras células
imunes, células mesenquimais, células vasculares e células cancerosas), resulta na regulagéo
negativa da atividade das células T, que inibe suas atividades antitumorais como migragdo de
células T, proliferacdo, secre¢do de mediadores citotoxicos e restricdo da morte celular (135).
Nos ultimos anos, o uso de inibidores de checkpoint imunologico, como anti-PD1
(pembrolizumab e nivolumab), anti-PD-L1 (MPDL3280A) e anti-CTLA4 (ipilimumab) teve
um sucesso notavel aumentando a resposta antitumoral efetora em diferentes malignidades
(136).
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2.5. LINFOCITOS T REGULATORIOS

Os linfocitos Tregs foram inicialmente descritas por Gershon e colaboradores no inicio
da década de 1970 e foram chamadas de células T supressoras (137). Cinco anos depois,
Sehon e colaboradores sugeriram que os linfocitos Tregs regulavam negativamente a
imunidade tumoral e contribuiam para o crescimento tumoral em camundongos (138). Apoés
mais cinco anos, North e colaboradores publicaram uma série de experimentos fornecendo
evidéncias de que as células T CD4* CD25" de camundongos portadores de tumor inibiam a
rejeicdo do tumor, indicando a existéncia de células T supressoras de tumor (139-141). Esses

estudos pioneiros estabeleceram o campo dos linfdcitos Tregs na imunologia tumoral.

Ao longo dos Ultimos anos, varias populacBes de linfécitos Tregs fenotipicamente
distintas foram sugeridas (142-149). Os linfdcitos Tregs sdo amplamente considerados como
os mediadores primarios da tolerancia periférica, sendo responsavel por manter a homeostase
imunoldgica, prevenir a autoimunidade e moderar a inflamacdo induzida por patdgenos e
antigenos ambientais. Além disso, os linfocitos Tregs também podem ser “induzidos”,
“adaptados” ou “convertidos” a partir de células T efetoras durante processos inflamatérios
em tecidos periféricos, ou geradas experimentalmente como possivel acdo terapéutica (150—
152).

Os linfocitos Tregs induzidas por TGF-B (iTregs) sdo células que participam de
respostas regulatorias a antigenos ambientais e, portanto, parecem ser uma maneira pela qual
o0 sistema imunoldgico expande muito seu repertério de células regulatérias. Embora elas ndo
tenham a ‘“assinatura” molecular completa dos linfécitos Tregs naturais (nTregs), sdo
derivadas do timo e diferem funcionalmente destas Gltimas, por elas demonstrarem ser
totalmente capazes de desempenhar sua fungdo reguladora em diferentes cenérios de estudo,
seja em modelos murinos ou em humanos (153-156). Os nTregs derivadas do timo e iTregs

podem se diferenciar na periferia e migrar para 0 microambiente tumoral. (128).

Os linfocitos Tregs exercem sua acdo supressora sobre diversas células do sistema
imune inato e adaptativo, incluindo macréfagos, DCs, neutrofilos, células NK, células B,
células T CD4" e células T citotoxicas CD8" (157,158). Para alcancar a regulacdo da resposta
imune, os Tregs empregam uma variedade de mecanismos imunossupressores, como ilustrado
na Figura 6. Esses mecanismos incluem: (A) interagéo e supressdo de APCs; (B) liberagéo de

VEs; (C) producdo de citocinas imunossupressoras, tais como TGF-B, IL-10 e IL-35; (D)
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inducdo de citdlise das células T efetoras por granzimas e perforinas; (E) perturbacdes
metabolicas envolvendo CD25 (receptor alfa de IL-2) (158-166).

B) Vesiculas o
(ﬁ\,\_ Extracelulares C) Citocinas

imunossupressoras

A) Supressdode
Células Dendriticas

L)
Tere Morte celular por
privagéo de citocinas
®e
®e
®
=49 @'.2

Adenosina

‘ . . Adenosina

. ’ ) Receptor de Adenosina

Morte celular

o0
o
Perforin Pore Am A
“ GranzimaB8 CD39 ' il

AMP @
X
ATP AMP

D) Citélise Celular

Juncdes

E) Perturbagdes metabdlicas Gap

Figura 6. Diferentes mecanismos de imunossupresséo pelos linfécitos Treg. VVarios mecanismos incluem (A)
supressao de células dendriticas (DCs) para modular sua maturacéo e funcéo via CTLA4 e LAG3, (B) liberagdo
de vesiculas extracelulares (EVs), (C) secre¢do de citocinas imunorreguladoras supressivas, como TGF-f, IL-10
e IL-35, (D) citélise celular mediada por granzima/perforina e (E) perturbacdes metabolicas envolvendo privagdo
de citocinas dependente de CD25, geracdo de adenosina pelas ectoenzimas CD39 e CD73 e inibicdo mediada por
c-AMP. AbreviacBes: CTLA4, proteina 4 associada ao linfocito T citotdxico; LAG3, gene 3 de ativacdo de
linfocitos; 1DO, indolamina 2,3-dioxigenase; ATP, adenosina trifosfato; AMP, adenosina monofosfato. Fonte:
Adaptado de Grover; Goel e Greene, 2021 (167).

Adicionalmente, evidéncias demonstraram que a imunossupressdo mediada por
linfécitos Tregs € um dos mecanismos cruciais de imunoevasdao tumoral e o principal
obstaculo para o sucesso da imunoterapia tumoral (168-171). Assim, elas podem limitar a
imunidade antitumoral e também podem bloquear respostas benéficas (172). Além do tréfico,
diferenciacdo e expansdo dos linfdcitos Tregs, estas podem estar presentes em um tumor
como resultado da conversdo de células T CD4" CD25 (153,173-175). Nesse contexto, trés
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citocinas inibitdrias apresentam-se como mediadores chaves da funcdo dos linfocitos Tregs,
que sao IL-10, IL-35 e TGF-p (162).

O TGF-B além de um marcador intracelular chave ¢ também um fator crucial de
desenvolvimento e funcional para linfocitos Tregs CD4"CD25", pois desempenha um papel
positivo importante na homeostase dos linfocitos Tregs envolvendo geracdo e sobrevivéncia
desse subconjunto (174,176,185,186,177-184). Ao mesmo modo, a IL-2 possui fungao
essencial na homeostase e funcdo dos linfocitos Tregs, pois na auséncia dessa citocina, 0s
linfécitos Tregs ndo conseguem sobreviver ou expandir seu nimero no timo e na periferia,

ficando restritas também de suprimir a proliferacdo de células T (173,187-193).

Além disso, o0 TGF-f estd presente em concentracdes elevadas no microambiente
tumoral e pode mediar a conversao de células T CD4"CD25 (153,174,194). Da mesma forma,
a IL-10 é frequentemente encontrada no microambiente tumoral, onde suporta a diferenciacao
de linfdcitos Tregs CD4" IL-10"TGF-B* e induz linfdcitos iTregs (142,170,195,196). Estudos
demonstraram que estimulando células T CD4" naives na presenca de I1L-10, IFN-o ou uma
combinacdo de IL-4 e IL-10, um subconjunto de linfocitos iTreg pode ser gerado in vitro
(142,197). Curiosamente, a MO € o compartimento que abriga a quantidade mais elevada de
linfocitos Tregs CD4*CD25"FoxP3* (198). Nisso, os linfocitos Tregs podem ser recrutados e

explorados por CLs para evitar a imunovigilancia.

Li e colaboradores em 2007 encontraram expressdo aumentada de Foxp3* em
linfocitos Tregs no sangue periférico de pacientes pediatricos com LLA antes do tratamento
quimioterapico, em relacdo a voluntarios saudaveis e pacientes em remissdo (199). Além
disso, células CD4*CD25*CD127- aumentadas na circulacdo foram observados na LLA em
pacientes ao diagndstico e apds a remissdo em relacdo ao grupo controle, e curiosamente o

numero de linfécitos Tregs diminuiu com a ocorréncia de remissao (200).

Bhattacharya e colaboradores em 2014, investigaram o papel e a regulacdo dos
linfocitos Tregs em pacientes pediatricos com LLA-B e os resultados indicaram um menor
namero de células CD4*CD25" coexpressando mais FoxP3, IL-10, TGF-B e CD152/CTLA-4
do que nos voluntarios saudaveis. Tais propriedades imunorregulatorias elevadas podem
potencializar a capacidade supressora das Tregs na LLA, aumentando assim a gravidade da
doenca (24). Alem disso, Darwish e colaboradores em 2015, em estudo avaliando o SP de
pacientes com LLA revelaram que o nimero absoluto de células CD4*CD25" elevado ap6s a

inducdo da remissdo foi muito menor em compara¢do ao momento do diagnostico (201).
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Posteriormente em 2016, Idris e colaboradores, observaram em sua pesquisa aumento
significativo dos niveis de linfocitos Tregs na circulacdo e no compartimento medular de
pacientes pediatricos e adultos com LLA-B (202). No mesmo ano, estudo realizado por Salem
e colaboradores, também encontraram um namero elevado de linfécitos Tregs na circulagdo
de pacientes pediatricos com LLA quando comparado ao grupo controle (criancas saudaveis)
e, de maneira similar aos estudos anteriores, a contagem de linfécitos Tregs estava mais
elevada no momento do diagndstico, exibindo uma diminuicdo ao final da quimioterapia
(203).

Os linfdcitos Tregs demonstraram liberar VEsS, em especial MVs e EXOs, que
entregam mensagens supressivas para as células-alvo, permitindo a comunicacao intercelular
independente do contato célula-a-célula (23,204-207). A natureza supressora das VESs
derivadas de linfdcitos Tregs, tem sido atribuida especialmente ao CD73, uma ectoenzima que
catalisa a geracdo de adenosina, um nucleosideo altamente imunossupressor (205). EXOs
CD73" desempenham fungdes imunossupressoras através da geracdo de adenosina e a perda
desse marcador demonstrou ser capaz de reverter seu potencial supressor (180,205,208).
Além disso, os linfocitos Tregs secretam EXOs com mais moléculas de membrana em
comparacao com outros subtipos de células T (205). Nisso, os EXOs derivados de linfocitos
Tregs desempenham papéis imunossupressores nas células-alvo, transmitindo suas cargas

imunossupressoras (209).

Estudo demonstraram que os linfocitos Tregs de ocorréncia natural liberam EXOs que
suprimem as células patogénicas Thl na colite murina através da transferéncia de microRNAs
(miRNASs) (23). Além disso, EXOs derivados de linfdcitos Tregs reduziram o infarto do
miocardio e reprimiram a apoptose de células miocardicas em camundongos com infarto
agudo do miocardio, e a0 mesmo tempo foram capazes de suprimir a expressdo de marcadores
de macréfagos M1 promovendo a expressao de marcadores de fendtipo M2 em tecidos
miocardicos e células RAW264 (210). No contexto das leucemias, EXOs isolados de
pacientes com LLA demonstraram ser capazes de alterar o perfil das células T em direcédo a
um fendtipo regulatorio, aumentando a expressdo de FOXP3 e citocinas imunossupressoras,
incluindo TGF-B e IL-10 (211).

Estudos recentes também observaram que algumas citocinas estdo contidas em EXOs
derivados de linfécitos Tregs, como a IL-4, IL-10 e 1L-35 (212,213). A IL-35 exossomal é

relatada como alvo de células T e B para induzir tolerancia periférica (209,214). A ativacdo
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do TCR de linfécitos Tregs resulta na liberacdo de VEs capazes de suprimir a proliferacdo de
células T e alterar seu perfil de citocinas em favor da secrecdo de IL-4 e 1L-10 (213). VEs-
Treg foram capazes de diminuir a concentracdo de I1L-6, enquanto aumentavam a producdo de
IL-4 e IL-10, ao diminuir a IL-6 é possivel que as VEs-Treg impecam a diferenciacdo de
células Th17 e promovam o desenvolvimento de linfocitos Tregs imunossupressores (213). A
IL-6 € conhecida por atuar em conjunto com o TGF-B para causar degradagdo de FoxP3 e
promover a diferenciacdo de células T CD4" naives em células Thl7 pro-inflamatorias
(215,216).

Além disso, as VEs derivados de linfécitos Tregs exercem suas funcdes supressoras
via miRNAs ao inibir a proliferacdo celular e a liberacdo de citocinas de células Thl
(217,218). Nesse contexto, os EXOs de linfdcitos Tregs foram estudados até certo ponto,
todos os quais tem relatado suas fun¢des imunossupressoras (219). Além disso, 0 miRNA
exossomal de linfocitos Tregs inibe fortemente a atividade das células Thl pela inibicdo da
producdo de IFN-y mediada por COX-2 (217).

2.6. CITOCINAS IMUNOSSUPRESSORAS

26.1. TGF-p

O fator de crescimento transformador-p (TGF-B) ¢ uma citocina da familia de fatores
de crescimento e diferenciagdo, que é codificado por 33 genes em mamiferos e compreende
homo e heterodimeros (220). A superfamilia do TGF-B controla varios mecanismos de
sinalizacdo que fundamentam todos os processos bioldgicos, desde o desenvolvimento e
homeostase, até a reproducéo e o reparo de danos teciduais (221). O TGF-p é necessario para
o desenvolvimento e diferenciacdo de linfocitos iTreg e tém sido o foco de muitos estudos nos
ultimos anos, especialmente por contribuir para o desenvolvimento de um microambiente

tumoral altamente imunossupressor (222,223).

No melanoma, o TGF-f foi capaz de impedir a proliferagdo e a infiltragdo intratumoral
de células T CD4" e T CD8" efetoras e reduzir a concentracdo de IFN-y pela regulagio
positiva da expressdo de PD-1 (224). Yu e colaboradores mostraram que o TGF-B secretado
por células tumorais foi inversamente correlacionado com a frequéncia de células T CD8" no

nicho tumoral e esta associado a um pior prognostico em pacientes com cancer de mama
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(225). Uma maior expressdo de TGF- também apresentou uma correlagdo inversa com a
infiltracdo de células T CD8" em pacientes com cancer de pulméo, indicando que a
modificagdo da expressdo de TGF-p pode ser um preditor da resposta terapéutica ao
medicamento nivolumab (226). O TGF-B nao apenas modifica a plasticidade das células T
CD8* no microambiente tumoral, mas também as torna mais propensas a imunossupressao,
especialmente quando consideramos o aumento da ativacdo das células T pelo co-receptor
CD8 (227).

Curiosamente, estudos realizados em pacientes idosos com Leucemia Mieloblastica
Aguda (LMA) demonstraram que concentracBes de TGF-B exibiam um papel positivo e
importante na supressédo de CLs, sendo capaz de reduzir a capacidade de autorrenovagéo e
inibir a proliferacdo dessas células malignas (228-231). Além disso, em CLs 0 TGF-p exerce
acdes inibitorias em uma variedade de fatores de crescimento e sobrevivéncia, incluindo IL-1,
IL-3, IL-6, GM-CSF e SCF (229,232-235). Outro ponto importante € que, uma vez que 0
TGF-B tem sua expressdo reduzida e a sua sinalizacdo desregulada a leucemogénese ¢
intensificada (231,236,237). Por fim, estudos realizados em pacientes com LLA,

demonstraram concentracfes diminuidas de TGF-p em comparagdo ao grupo controle (238).

2.6.2. 1L-10

A IL-10 é a citocina com propriedades anti-inflamatérias mais importante, sendo
considerada o regulador chave da resposta imune (239,240). A IL-10 apresenta uma estrutura
de homodimero, composta por dois monémeros ligados de forma ndo covalente onde dentro
do mondmero, existem duas pontes dissulfeto (C30-C126 e C80-C132) que sdo essenciais
para manter a estrutura e a atividade bioldgica desta citocina (239,241). Por conseguinte, a IL-
10 é produzida por células imunes ativadas, em particular mondcitos/macréfagos e

subconjuntos de células T, incluindo linfécitos Tregs e iTreg (242-244).

A atuacdo da IL-10 ocorre através de um complexo receptor transmembranar (IL-
10R), que é composto por IL-10R1 e IL-10R2 com capacidade de regulacdo das fungdes de
muitas células imunes. Em mondcitos/macréfagos por exemplo, a IL-10 diminui a producédo
de mediadores inflamatorios e inibe a apresentacdo de antigenos, embora aumente sua

captacdo de antigenos (239). Além disso, a relevancia fisioldgica especial desta citocina
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reside na prevencdo e limitagdo de reacGes imunes especificas e inespecificas e

consequentemente, de danos nos tecidos (239).

A superexpressdo de 1L-10 ou seu receptor (IL-10R) foi observada em vérias doengas
malignas hematoldgicas, incluindo leucemia (245-248). A IL-10 tem a capacidade de
promover a sobrevivéncia e a evasdo imunoldgica das células leucémicas, ao mesmo tempo
que diminui as respostas antitumorais no microambiente da leucemia, como demonstrado na
Figura 7 (246,247,249-254). Além disso, a IL-10 é secretada por células cancerigenas e
exerce seus efeitos supressores em outras celulas imunes efetoras, incluindo células
citotoxicas TCD8+ e NK (170,171). Nesse sentido, a ativacdo da resposta antitumoral através
do bloqueio terapéutico da IL-10 demonstrou ter um efeito positivo na resposta imune
mediada por células T CD8+ e células NK (172,173).
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Figura 7. Efeitos da IL-10 no microambiente da leucemia. A IL-10 desempenha um papel importante na
proliferacdo de células leucémicas, ao mesmo tempo que diminui as respostas citotdxicas. A mediacdo pela
sinalizacdo autécrina de IL-10R, apoia a sobrevivéncia e o escape imunolégico de células leucémicas (regulacéo
negativa do MHC-I, por exemplo), bem como reduz a capacidade da APC de estimular células T por meio da
regulacdo negativa de moléculas estimuladoras (MHC-Il1 e CD80/CD86, por exemplo). Além disso, as respostas
antitumorais sdo fortemente reduzidas pela regulacéo positiva de checkpoints imunoldgicos (como PD1-PDL1 e
CTLA4) que inibem as fungdes efetoras das células T e NK, levando & apoptose como consequéncia da alta
presenca de IL-10, que é fortemente produzida por linfécitos Treg e pelas préprias células leucémicas.
Abreviagdes: APC - célula apresentadora de antigeno; LTC - linfdcitos T citotdxicos; CTLA4 - antigeno 4 de
linfocitos T citotdxicos; CXCR4 - receptor 4 de quimiocina CXC; IL-10R - receptor de interleucina-10; CLs -
células leucémicas; MHC - complexo principal de histocompatibilidade; NK — assassino natural; PD1 - morte
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celular programada 1; PDL1 - ligante 1 de morte celular programada 1; TCR- receptor de células T; Thl - T
ajudante 1. Fonte: Adaptado de Silva et al., 2023 (255).

No céncer de mama, o bloqueio terapéutico da sinalizacdo do receptor de IL-10
contribuiu para o aumento da resposta antitumoral mediada por células T CD8+ em pacientes
em tratamento quimioterapicos com paclitaxel e carboplatina (174). Alguns estudos
demonstraram uma correlacdo inversa entre células T CD8+ e concentragdes elevadas de IL-
10 no microambiente tumoral, assim como uma associagdo com um pior progndstico
(175,176). Em pacientes com LMA, observa-se uma elevacdo da concentracdo de IL-10 no
sangue, o que levanta a questdo de seu papel na doenca (256). No entanto, as medicdes da IL-
10 foram feitas com a doenga ja presente. Além disso, a IL-10 pode ser aumentada a medida
que o cancer progride, tornando a questdo mais complexa (257).

Curiosamente, estudos realizado por Correa e colaboradores, indicaram concentracfes
elevadas de IL-10 em pacientes com LMA foram associados a maiores taxas de sobrevivéncia
e melhores taxas de resposta a quimioterapia (230). Por outro lado, no sangue periférico de
pacientes pediatricos com LLA, a concentracdo de IL-10 encontra-se elevado quando
comparado ao grupo controle, e a partir dessa alta liberacdo de IL-10, os linfécitos Tregs com
alta atividade imunossupressora passam a promover um ambiente anti-inflamatorio a favor da
progressdo da LLA (238,258,259).

2.7. LINFOCITOS Treg, MVs E CITOCINAS COMO BIOMARCADORES
IMUNOLOGICOS

Os linfocitos T regulatorios (Treg) sdo celulas importantes na regulagdo do sistema
imunologico, responsaveis por manter a homeostase, prevenir reagcdes imunologicas autologas
e hiperinflamacdo causada por patdgenos e antigenos ambientais (167). Em pacientes com
LLA, foi observado que a frequéncia de linfocitos Treg (CD4"CD25*CD127°) diminui ap6s a
remissdo da doenca (200). Além disso, estudo realizado por Bhattacharya et al., em pacientes
com LLA-B identificaram um menor nimero de células CD4*CD25", no entanto,
coexpressando mais FoxP3, IL-10, TGF-B e CD152/CTLA-4 do que o grupo controle (24).
Tais dados indicam que as propriedades imunossupressoras dos linfécitos Treg sdo

potencializados na LLA, de maneira a contribuir para a gravidade da doenca.
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Para modular a resposta imune, os linfécitos Tregs empregam uma variedade de
mecanismos imunossupressores incluindo a liberacdo de vesiculas extracelulares (VES),
producdo de citocinas imunossupressoras, como TGF-B, IL-10 e IL-35 (163-171). As MVS
um subconjunto de VEs tem sido explorados devido a caracteristica de conter um subconjunto
de moléculas e antigenos especificos da célula parental, podendo desempenhar um papel
como biomarcador (260). Além disso, verifica-se que a liberagdo de MVs é substancialmente
maior durante a progressao do céncer, refletindo em altos niveis em fluidos bioldgicos, tanto
em neoplasias solidas, como em neoplasias hematoldgicas (261,262).

Notavelmente, foi demonstrado que o desequilibrio do sistema imunol6gico esta
envolvido na patogénese da LLA (263). Com isso, estudos tém relatado um desequilibrio nas
concentracOes de moléculas imunoldgicas solaveis, incluindo citocinas, que podem contribuir
para um estado de imunossupresséo celular, contribuindo para sobrevivéncia e proliferacéo de
células leucémicas (24,264,265). Magalhdes-Gama e colaboradores verificaram que a medula
Ossea dos pacientes com LLA-B no momento do diagndstico apresenta um desequilibrio nas
concentragfes de quimiocinas e citocinas associado a presenca de CLs caracterizado por um
perfil anti-inflamat6rio. Contudo, ao D35 (final da terapia de inducdo da remissdo) com a
eliminacdo ou reducdo expressiva do nimero de blastos, observa-se a inclinacdo para um
perfil pré-inflamatorio, com aumento de citocinas do perfil Thl e Thl7, indicando a

recuperacdo da resposta imune inflamatdria (266).

Por conseguinte, Kerr e colaboradores, demonstraram em seu estudo avaliando o
microambiente medular de pacientes pediatricos com LLA-B em terapia de inducdo, que a
concentra¢do aumentada de CCL5, IFN-y e IL-2 ao diagnéstico foram associados ao subgrupo
de baixo risco e doenca residual mensuravel negativa (DRM®), enquanto CCL2 foi
identificado como um biomarcador de pior prognostico, sendo associado aos pacientes
estratificados no subgrupo de alto risco e com doenga residual mensuravel positiva (DRM®),
sugerindo a necessidade de intervengdes terapéuticas alternativas e adjuvantes que aumentem

a eficacia da terapia de indugéo (267).

Assim, a busca por novos biomarcadores é necessaria, visando realizar um melhor
acompanhamento e monitoramento nos pacientes pediatricos com LLA-B durante a terapia de
inducdo. Com isso, um dos metodos de buscar indicadores prognosticos pode ser realizado
através da avalicdo de componentes e moléculas associadas a complexa rede imunoldgica

leucémica, na circulacdo e, especialmente no compartimento medular, uma vez que podem
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estar intimamente associadas a progressao neoplasica e resposta imunologica, refletindo dessa

forma a piora ou recuperacao do paciente.
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RELEVANCIA DO ESTUDO
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3. RELEVANCIA DO ESTUDO

Mundialmente a LLA possui grande importancia por ser a neoplasia pediatrica de
maior ocorréncia e com altas taxas de sobrevida geral a longo prazo, sendo importante levar
em consideracdo que uma melhora significativa na taxa de sobrevida ocorreu a partir da
classificacdo dos pacientes em grupos de risco, com base em fatores progndsticos e ajustes no
tratamento utilizado (268). Dentre os indicadores progndsticos, a avaliacdo de DRM durante o
tratamento, tem sido muito importante para a melhora e éxito terapéutico em pacientes
portadores de LLA-B, servindo como uma ferramenta de preditora de recaidas apos a

quimioterapia de inducéo, uma vez que as CLs residuais sdo capazes de repovoar a MO (269).

Apesar do aumento na taxa de sobrevida, a recaida e a morbidade ocasionada pelo
tratamento quimioterapico ainda se apresentam como fatores importantes, por acometer uma
parcela significativa de criangas. Nesse sentido, a identificacdo de biomarcadores preditivos
de resposta terapéutica durante a terapia de indugdo pode contribuir para um tratamento mais
assertivo, fornecendo informacdes importantes que indique a necessidade de possiveis ajustes

no regime quimioterapico, resultando em melhores desfechos clinicos.

Nesse contexto, os linfocitos Treg ganham destaque, sendo uma subpopulacdo com
propriedades imunossupressoras. Essas células desempenham um papel crucial na supressdo
da resposta imune antitumoral, secretando citocinas imunossupressoras e interagindo com
outras células do sistema imune. O microambiente tumoral criado por essas interacfes
favorece a progressdo do cancer, onde as microvesiculas liberadas por essas células atuam
como mensageiros intercelulares, com propriedades imunossupressoras que podem moldar o

microambiente tumoral e influenciar a resposta imune.

Portanto, a compreensdo do papel dessas microvesiculas e mediadores
imunossupressores dos linfocitos Treg no cancer, representa uma area crucial de pesquisa,
abrindo novas possibilidades no desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras, a
partir de estudos com foco no comportamento e efeitos desses mediadores nas células do
sistema imune. Podendo assim, direcionar o desenvolvimento de estratégias para reverter a
imunossupressao associada ao cancer. Sendo essa, uma das abordagens promissoras com
potencial efeito de melhorar significativamente os resultados clinicos e a qualidade de vida

dos pacientes com LLA.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil de Linfocitos T regulatorios, microvesiculas e citocinas
imunossupressoras em pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B.

4.2. Objetivos Especificos

e Descrever o perfil clinico-hematolégico dos pacientes pediatricos com Leucemia
Linfoblastica Aguda de células B;

e Auvaliar o perfil de Linfdcitos T regulatérios dos pacientes pediatricos com Leucemia

Linfoblastica Aguda de células B;

e Caracterizar o perfil de Microvesiculas circulantes derivadas de Linfocitos T
regulatorios em pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células
B;

e Quantificar a concentracdo de TGF-§3 e IL-10 em pacientes pediatricos com Leucemia

Linfoblastica Aguda de células B;

e Investigar a correlagdo entre o perfil de Linfécitos T regulatérios, microvesiculas
circulantes, e a concentracdo de TGF-f e IL-10 com a presenca de doenca residual

mensuravel durante a quimioterapia de remissao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunoldgica de pacientes com Leucemia Linfoblastica
Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnostico, progndstico e terapéutica” aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo HEMOAM, sob nimero de parecer
4.982.395, CAAE 51257921.2.0000.0009.

5.2. Tipo e Area de estudo

Trata-se de um estudo descritivo, do tipo longitudinal prospectivo para caracterizagao
do perfil de Linfocitos T regulatérios, microvesiculas e citocinas imunossupressoras em
pacientes pediatricos recém-diagnosticados com LLA-B. O estudo foi desenvolvido na
Fundacdo HEMOAM em parceria com a Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD).

5.3. Populacéo de estudo

A populagdo do estudo foi composta por pacientes atendidos no servico de
hematologia pediatrica na Fundacdo HEMOAM, com diagnoéstico de LLA-B e obtida por
demanda espontanea no periodo de agosto de 2021 a julho de 2023. Além dos pacientes,
foram recrutadas criancas (sem leucemia) atendidas na triagem clinica da Fundacdo
HEMOAM, que realizaram o hemograma para investigacdo de anemia, cujo resultado néo

apresentou alteragdes na serie leucocitéaria.

5.4. Critérios de inclusdo, ndo inclusao e exclusdo

Os critérios de incluséo utilizados para o grupo caso foram: pacientes com LLA- B
comum de novo, admitidos no Servigo de Hematologia Pediatrica da Fundacdo HEMOAM,
com idade inferior a 18 anos, tratados com o Protocolo GBTLI LLA-2009 e BFM-2009. Para

o0 grupo controle foram definidos como critérios de inclusdo: idade inferior a 18 anos, sem



50

alteracdes no hemograma e sem infeccdo prévia ha menos de 04 semanas. Ndo foram
incluidos no estudo criangas com doenca inflamatoria aguda e crénica conhecida ou com
distdrbio autoimune e recusa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE), para as criancas alfabetizadas de 6 a
menores de 18 anos. Amostras insuficientes para realizacdo dos ensaios foi adotado como

critério de exclusdo, para ambos 0s grupos.

5.5. Obtencéo e sele¢éo das amostras

Para este estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico (SP) de pacientes com
LLA-B e de criancas saudaveis (grupo controle), armazenadas no biorrepositério do
laboratério multidisciplinar da Fundacdo HEMOAM. As quais foram obtidas através de
puncao venosa (procedimentos de rotina para estes pacientes). As coletas foram realizadas em
4 momentos da terapia de inducdo da remissdo, referidos como: dia do diagnostico (DO0),
oitavo dia da terapia de inducédo (D8), décimo quinto dia da terapia de inducdo (D15), final da

terapia de inducéo (D35).

A equipe médica da Fundacdo HEMOAM coletou 3mL de sangue periférico,
distribuindo-o em tubos especificos: um contendo EDTA para analise do hemograma e
imunofenotipagem por citometria de fluxo (1 ml), e outro com separador de soro para
avaliacdo das citocinas e microvesiculas (2 ml). Além disso, teve-se a coleta de sangue
periférico de criangas saudaveis em tempo Unico para compor o grupo controle. Inicialmente,
as amostras foram submetidas a exames de rotina no Laboratério de Marcadores Celulares e

depois encaminhadas ao Laboratdrio Multidisciplinar, onde receberam um cddigo de projeto.

As amostras coletadas em tubo EDTA foram utilizadas para analise de linfocitos Treg,
enquanto as coletadas em tubo separador de soro foram destinadas a quantificacdo de MVs-
Treg e citocinas. O soro foi transferido para criotubos e armazenado a -80°C no
biorrepositorio. A partir das amostras armazenadas no biorrepositorio, foram selecionadas
amostras de SP (D0, D8, D15 e D35) de 20 pacientes; e amostras de SP (Tempo Unico) de 20
criangas sem leucemia para compor o grupo de controle, conforme o fluxo demonstrado na

figura 8.
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Figura 8. Fluxograma de trabalho do estudo. Demonstracdo detalhada das etapas de obtengédo e selecdo das
amostras utilizadas para os respectivos ensaios.

5.6.Imunofenotipagem de linfécitos T regulatérios

As amostras dos pacientes e grupo controle foram utilizadas para a realizacdo da
imunofenotipagem por citometria de Fluxo, seguindo o protocolo (Anexo IlI). Os linfécitos

Tregs foram marcados com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se ligam
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aos clusters of differentiation (CDs), marcadores de superficie e intracelulares especificos

expressos pelos linfocitos Tregs, conforme observado na Tabela 3.

Tabela 3. Painel para imunofenotipagem de linfdcitos Treg.

1 Controle (-) - - - -
2 Linfocitos Treg CD25 CD4 CD3 Foxp3

Posteriormente, a aquisicdo das amostras foi realizada com Citdmetro de Fluxo
FACSCalibur da Fundacdo HEMOAM. Sendo realizado a identificacdo dos Linfdcitos Treg
(CD4"CD25"FoxP3*) no programa FlowlJo (v9.4) (Figura 9).
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Figura 9. Identificacdo dos Linfocitos Treg (CD4*CD25*FoxP3*). Para a identificacdo dos linfdcitos T

regulatdrios (Treg), iniciou-se a analise com um grafico de SSC x FSC, seguido pela criacdo de uma "gate" na

regido correspondente aos linfdcitos totais. Em seguida, foi gerado um gréafico de SSC x CD4 PE, seguido pela
construcdo de um gréafico CD25 FITC x FoxP3 AF647 utilizando a populacdo de LTCD4*. A populagdo positiva

para CD4*CD25*FoxP3"* foi selecionada, conferindo a caracterizacdo precisa dos linfdcitos Treg.
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5.7. Imunofenotipagem de MVs-Treg

As amostras selecionadas foram utilizadas para a caracterizacdo de MVs, realizada na
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), seguindo o
protocolo de purificacdo e imunofenotipagem de microvesiculas (Anexo I1lI) que foi
padronizado de acordo com o protocolo do Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores
(GIPB) coordenado pelo Dr. Olindo Assis Martins Filho e Dra. Andréa Teixeira Carvalho.

Inicialmente, as amostras de soro derivadas de SP foram descongeladas em banho-
maria a 36°C, e aliquotadas em tubos tipo eppendorfs que foram centrifugados a 13.000 rpm
por 5 minutos em Temperatura Ambiente (TA). Em paralelo, para cada anticorpo presente no
painel, foi retirado uma aliquota de 30ul, a qual foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente as amostras foram tratadas com tampdo citrato-heparina, e novamente
centrifugadas a 15.000 rpm por 90 min a 15°C, por conseguinte o sobrenadante foi retirado, e
entdo os pellets foram ressuspendidos em 100 pl de tampéo anexina, e distribuidos em tubos
tipo eppendorfs contendo os anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se ligam
aos marcadores de superficie especificos presentes nas populacdes de MVs (Tabela 4).
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 30 minutos ao abrigo de luz em TA. Ao

final da incubacdo, foram aplicados 300 pl de tampéo de ligacéo de anexina.

Tabela 4. Painel para imunofenotipagem de MVs-Treg.

Tubo‘ MVs ‘ FITC PE _

1 Controle (Anexina V) Anex V - - -

2 MVs-Treg Anex V CD152 CD4 CD25

A aquisicdo das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo CytoFLEX (Beckman
Coulter), equipamento altamente sensivel que permite a deteccdo e caracterizacdo de MVs
numa escala de 100-900nm através da utilizacdo de microesferas sintéticas de calibracdo
denominadas Gigamix. Estas microesferas possuem tamanhos definidos (100nm; 160nm;
200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) e foram utilizadas como referéncia para

caracterizacdo de MVs (Figura 10).
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Figura 10. Identificacdo das MVs-Treg (Anex V*CD4*CD25*CD152*). Como estratégia para deteccdo das
MVs-Tregs nas amostras estudadas, foi utilizado as Gigamix (microesferas de 100nm; 160nm; 200nm; 240nm;
300nm; 500nm; 900nm). Em seguida, definimos uma regido nomeada MP Gate. Os seguintes histogramas e
dotplots foram adicionados na regido MP Gate, e partir desta regido foram analisadas as MVs-Treg do estudo.

5.8.Quantificacdo de citocinas imunossupressoras

A quantificagéo das citocinas imunossupressoras foi realizada ao DO, D8, D15, D35 da
quimioterapia de remissdo para os pacientes com LLA-B e nas amostras do grupo controle.
Para a dosagem da citocina TGF-p, foi utilizado o imunoensaio com o Kit ProQuantum™
Human LAP/TGFp (Cat. N° A45730, Lot. 360114-002, marca Thermo Fisher Scientific). A
quantificacdo da citocina IL-10 foi realizada através do metodo Cytometric Bead Array
(CBA) com o kit CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (Cat. N° 560484, Lot. 5030932, BD®
Biosciences, San Diego, CA, USA). Ambas as metodologias seguiram as diretrizes técnicas e

protocolos descritos pelos fabricantes.
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5.9.0btencdo dos dados clinicos e hematoldgicos

Os dados clinico-hematologicos foram coletados a partir de registros do laboratorio de
marcadores celulares e dos prontuarios da Fundacdo HEMOAM, através do Setor de
atendimento médico e estatistico (SAME), sistema iDoctor e setor de estatistica. As variaveis
coletadas, foram: idade, sexo, dados do hemograma e mielograma, avaliacdo de doenca

residual mensuravel (DRM) e 6bito durante a quimioterapia de remisséo.

5.10. Analise descritiva e estatistica

Os dados clinico-hematoldgicos dos pacientes foram apresentados em formas de
tabelas, elaboradas com o programa Microsoft Excel. Os resultados obtidos na
imunofenotipagem celular e de MVs foram analisados através do software FlowJo (v.10).
Para elaboracdo das analises descritivas e estatisticas convencionais foi utilizado o software
GraphPad Prism (v.8.0.2). Inicialmente foram realizados testes para verificar normalidade dos
dados através do teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes de valores entre dois grupos de
dados foram realizadas com T student ou Mann-Whitney, enquanto para as comparagdes das
variaveis com trés ou mais grupos, foi realizada por meio dos testes ANOVA One-way ou
Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Tukey ou Dunn's, para multiplas comparacdes entre
0s grupos. Os niveis de significancia estatistica definidos em ambos os casos foram de
p<0,05. Além disso, foram construidas Redes Integrativas para demonstracdo das interagdes
complexas entre os linfdcitos Treg, MVs-Treg e citocinas avaliadas no estudo, utilizando o
software Cytoscape (v.3.0.3). As correlagdes positivas e negativas sdo consideradas
significativas quando p <0,05. O indice de correlagdo (r) foi utilizado para categorizar a forga

de correlagcdo como fraca (r<0,35), moderada (r>0,36 a r<0,67) ou forte (r>0,68).



56

RESULTADOS



6. RESULTADOS

6.1. CAPITULO I - Publicagéo do Artigo de revisio

A dual-role for IL-10: From leukemogenesis to the tumor progression in acute
lymphoblastic leukemia. Cytokine. 2023 Nov; 171:156371.

DOI: 10.1016/j.cyt0.2023.156371

Cytokine 171 (2023) 156371

Contents lists available at ScienceDirect

Cytokine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cytokine

A dual-role for IL-10: From leukemogenesis to the tumor progression in
acute lymphoblastic leukemia

a,b, 1 a,b,1 a,b

Flavio Souza Silva , Amanda Barros-Lima , Mateus Souza-Barros ™",
Juniel Assis Crespo-Neto b Vitéria Giovanna Rodrigues Santos " Daniele Sa Pereira

a,b,e
)

Fabiola Silva Alves-Hanna L’, Fabio Magalhaes-Gama b4 Jerusa Aratijo Quintao Arantes Faria *,
Allyson Guimaraes Costa "%

2P de Pa duagao em logia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Biologi L idade Federal do (UFAM), Manaus, Brazil

® Diretoria de Ensino e Pesquisa, Fundaga italar de logia e do (HEMOAM), Manaus, Brasil

© Programa de Pés-Graduagao em Ciencias Aplicadas a He logia, Universidade do Estado do (UEA), Manaus, Brazil
< Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saiide, Instituto René Rachou - Fundagao Oswaldo Crugz (FIOCRUZ) Minas, Belo Horizonte, Brazil

© Escola de Enfermagem de Manaus, UFAM, Manaus, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common pediatric cancer in the world, and accounts for 25% of
Childhood leukemia all childhood cancers among children under 15 years of age. Longitudinal studies have shown that children with
[’e“ke’mge“es“ . ALL are born with a deregulated i that, her with postnatal environmental exposures, favor
Tumat icivarirgoment the onset of the disease. In this context, IL-10, a key cytokine in the regulation of the i

Immune-suppressive cytokine

Anti : i itself as a paradoxical mediator, initially influencing the development of ALL through the regulation of in-
titumor immunity

flammatory processes and later on the progression of malignancy, with the increase of this molecule in the
leukemia microenvironment. According to the literature, this cytokine plays a critical role in the natural history
of the disease and plays an important role in two different though complex scenarios. Thus, in this review, we
explore the dual role of IL-10 in ALL, and describe its biological char: istics, i logical mechani: and
genetics, as well as its impact on the leukemia microenvironment and its clinical implications.

1. Introduction oncogenesis [4-6]. In addition, these mutations directly affect the

expression of specific genes that are associated with cell survival and the

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) represents the most common
pediatric cancer in the world, though it can also affect individuals in
adulthood, with peak incidence in patients between 2 and 5 years of age
and after 50 years of age [1,2]. ALL is characterized by the abnormal
proliferation of hematopoietic lymphoid precursors, and results in the
accumulation of malignant clones in the bone marrow, with release into
peripheral blood and extramedullary tissues [3]. During the blood cell
formation process, some stimuli can promote genetic alterations, thus
deregulating the hematopoietic microenvironment and facilitating

Abbreviati ALL, Acute | hoblastic leul

emergence of ALL [7].

In this context, interleukin-10 (IL-10), a key cytokine in immune
regulation, has been shown to play a dual role in the development and
progression of ALL [8,9]. It was observed that the decrease in IL-10
levels in the neonatal period increases the susceptibility to the devel-
opment of ALL [8,10]. On the other hand, high levels of IL-10 were
observed at the time of diagnosis, which indicates an immunosuppres-
sive effect on the leukemia microenvironment, thereby decreasing the
specific cytotoxic response, and promoting chemoresistance and

B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia; T-ALL, T-cell acute lymphoblastic leukemia; AML, Acute myeloid

leukemia; IL-10, Interleukin-10; TGF-f, Transforming growth factor beta; CTL, Cytotoxic T lymphocyte; Treg, Regulatory T-cell; NK, Natural killer; MRD,
Measurable residual disease; HSCs, Hematopoietic stem cells; IL-10R, Interleukin-10 receptor; IL-10R1, Interleukin-10 receptor 1; IL-10R2, Interleukin-10 receptor
2; IL-1p, Interleukin-1 beta; IL-1a, Interleukin-1 alpha; IL-6, Interleukin-6; IL-12, Interleukin-12; IL-13, Interleukin-13; GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; IL-35, Interleukin-35.
* Corresponding author at: EEM/UFAM, Rua Terezina, 495, Adrianopolis, Manaus, AM CEP 69057-070, Brazil.
E-mail addresses: allyson.gui.costa@gmail.com, fam.edu.br (A.G. Costa).
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Fig. 1. A model for the role of IL-10 in leukemogenesis. The figure illustrates the possible contribution of the IL-10 cytokine in ALL development, highlighting its
influence on the regulation of inflammation and its pro-tumorigenic potential. This cytokine is inserted in a unified model initially proposed to explain how leukemia
emerges and evolves. During hematopoietic development, stem cells are tightly regulated towards commitment to lymphoid lineage within a multistep mechanism.
During this process, accidental mutations, generally acquired in the fetal stage, induce early cell oncogenic transformation, generating pre-leukemic clones. Given
certain conditions (such as immune stress), these pre-leukemic clones will acquire secondary mutations, giving rise to leukemic cells that lead to full-blown ALL. The
participation of IL-10 in these events is still a subject of research and speculation. In childhood, the exposure to immune stressors (infections, for example) leads to
robust inflammatory responses and IL-10 plays a key role in adjusting this by promoting tolerance. An IL-10 deficiency after birth seemingly gives rise to excessive

inflammation, thus promoting tumor development; therefore suggesting that the absence of IL-10 may be a factor driving leukemogenesis in the context of B-ALL. B-

ALL - B cell acute lymphoblastic leul HSC-h

resistance to apoptosis, in addition to favoring cell survival and organ
infiltration. [11-14].

In fact, studies indicate that IL-10 plays a paradoxical role in leu-
kemia, since it acts in two distinct scenarios: leukemogenesis and in the
evolution of already established leukemia. However, the implications of
IL-10 in the different stages of ALL are still important objects of study
and require further investigation. Therefore, in this review, we explore
the current panorama of knowledge regarding IL-10 and its dual role in
the context of ALL, and describe the main aspects related to IL-10,
including its biological characteristics, immunological and genetic
mechanisms, their impact on the leukemia microenvironment, as well as
their clinical implications and highlight the questions that are still to be
answered in this field of research.

2. Biology of interleukin-10

IL-10 is a key regulatory molecule for suppressing immune responses
and acts by blocking the production and function of a variety of cyto-
kines. It is produced by several immune cells, including dendritic cells,
macrophages, neutrophils, natural killer (NK) cells and different subsets
of T cells and B cells, which are, in addition to producers, targets of its
biological effects [15-20]. Due toit is pleiotropic function in various cell
types, IL-10 has different reported roles during the development and
progression of cancer [21-23]. The pro-tumorigenic effect of IL-10 is
mediated by diminished anti-tumour immunity, which contributes
positively to tumor growth and promotion. Nonetheless, it is believed
that IL-10 may exert an anticancer effect by reducing tumor-promoting
inflammation and stimulating CD8' T cells in the tumor

ietic stem cells; IL - interleukin.

microenvironment [23,24].

1L-10 has a homodimeric structure that is composed of two non-
covalently linked monomers. Inside each monomer, there are two di-
sulfide bridges (C30-C126 and C80-C132) that are essential for main-
taining the structure and biological activity of this cytokine [16,19]. The
action of IL-10 occurs via a transmembrane receptor complex, which is
composed of IL-10R1 and IL-10R2, and is capable of regulating immune
responses. In some cell types, such as monocytes or macrophages, for
example, IL-10 decreases the production of inflammatory mediators and
inhibits antigen presentation, although it increases their uptake [16].
Furthermore, the special physiological relevance of this cytokine lies in
its preventing and limiting specific, exacerbated and nonspecific im-
mune reactions and, consequently, tissue damage [16,25].

Several factors have been described and may be associated with
irregular expression of 1L-10, which affects immune homeostasis and
increases the risk of cancer [26,27]. It has been described that single
nucleotide variants (SNVs) in the promoter region of the IL10 gene
promote increased IL-10 expression, which are significantly correlated
with the susceptibility and pathogenesis of childhood ALL [27,28]. The
IL10 gene is located on chromosome 1¢31-32 and encodes 178 amino
acids, with the promoter region presenting many SNVs that tend to alter
the transcription of the gene and, consequently, the production of the
molecule [29]. The IL-10, —1082 A > G genotype, for example, dem-
onstrates an increased risk of B-ALL and T-ALL [29]. In addition, plasma
levels of IL-10, associated with the presence of polymorphisms in the
IL10 gene, may also influence the response to treatment in patients with
ALL [30].
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Fig. 2. IL-10 effects in the leukemia microenvironment. Interleukin (IL)-10-induced signaling has been shown to be important for the progression of full-blown
leukemia, and occurs in several immune cells such as Th1 cells, CTLs, APCs, Treg cells, and NK cells within the leukemic microenvironment. This cytokine plays an
important role in the proliferation of leukemic cells while decreasing cytotoxic responses. This is largely mediated through IL-10R autocrine signaling, which supports
the survival and immune escape of leukemic cells (MHC-I downregulation, for example), as well as reduces the APC ability for priming T cells via downregulation of
stimulatory molecules (MHC-II and CD80/CD86, for example). In addition, the antitumor responses are strongly reduced by the upregulation of immune checkpoints
(such as PD1-PDL1 and CTLA4) that inhibit T cell and NK cell effector functions, leading to apoptosis as a consequence of the high presence of IL-10, which is strongly
produced by Treg cells and the leukemic cells themselves. Key surface molecules regulated by IL-10 and the interacting ligands and receptors are shown. The
antitumor or protumor biological effects of this signaling in each cell are summarized in boxes (green and red, respectively). APC - antigen-presenting cell; CTL -
cytotoxic T lymphocytes; CTLA4 - cytotoxic T lymphocyte antigen 4; CXCR4 - CXC-chemokine receptor 4; IL-10R - interleukin-10 receptor; LCs - leukemic cells; MHC
- major histocompatibility complex; NK - natural killer; PD1 - programmed cell death 1; PDL1 - programmed cell death 1 ligand 1; TCR- T cell receptor; TGFp -

transforming growth factor beta; Th1 - T helper 1; Treg- regulatory T cells.

3. The role of IL-10 in leukemogenesis

In the early 1980 s, the genetic foundations for the development of
neoplasms were established, starting with the careful characterization of
structural chromosomal abnormalities. In addition, the discovery of
genetic anomalies present in the tumor genome allowed the identifica-
tion of a range of genes that mutate during the hematopoiesis process
[31]. The hematopoietic cycle involves cell development and matura-
tion in a hierarchical fashion from the hematopoietic stem cell (HSC),
and is characterized by its capacity for self-renewal and differentiation
into specialized cells in the blood tissue and the immune system [32].

As cell production and maturation occur, the differentiation poten-
tial of progenitor cells is restricted until a single mature cell type is
generated [32]. During this process, several external events can
contribute to the occurrence of genetic mutations that affect the ho-
meostasis of the hematopoietic microenvironment, thus contributing to
oncogenesis [33]. These genetic mutations can activate cell survival
pathways and interfere with the regulation of growth and differentiation
of normal blood cell progenitors, which favors the oncogenic trans-
formation that sustains the main characteristics of the neoplastic process
[7,33].

In fact, the expression and/or activation of specific genes is associ-
ated with the pathogenesis of hematological cancers, especially acute
leukemias. However, in addition to intrinsic changes, one of the key
events for the development of ALL is the remodeling of the hemato-
poietic microenvironment by leukemic cells. This process can occur as a

result of the release of a range of immune mediators, including cyto-
kines, chemokines and growth factors, which promote cell activation,
survival and proliferation [34-38]. In addition, the immunological
mechanisms involved in triggering ALL remain poorly understood.

Mel Greaves tries to explain the process of leukemogenesis using the
hypothesis of late infection, which is divided into two critical stages:
first, an intrauterine event and, second, a postnatal event that would
promote the development of ALL [39]. This hypothesis is based on
exposure time and stimulation of the immune system, with a genetic
mutation, originating in the womb, that would produce a pre-leukemic
clone. Subsequently, after birth, natural microbial exposure during early
childhood would lead to deficient and dysregulated immune responses,
thereby promoting a new mutation and resulting in the development of
cancer [39,40].

Interestingly, a study carried out by Chang et al. [8] suggests that
newborns who develop ALL during early childhood may have a consti-
tutively lower expression of IL-10 at birth. This low production results in
a propensity to react to normal infections in a hypersensitive manner,
especially during the first year of life, which may induce a progression
from pre-leukemic clones via infection-related inflammatory processes
(Fig. 1). Based on these findings, IL-10 has been the subject of studies
that seek to understand its possible impact on the leukemogenesis pro-
cess in ALL, since its levels are systematically regulated to avoid con-
ditions associated with its decrease or increase [19].

It is notable that the production of IL-10 by cells in the tumor
microenvironment usually presents a pro-tumorigenic rather than anti-
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tumor activity, based on the reduction of immune surveillance, stimu-
lation of angiogenesis, in addition to contributing to proliferation and
metastatic dissemination, and acting in this way as a strong opponent of
the immune response against cancer [9,21,23,41]. In contrast, its
decrease was associated with transformation of B cell precursors in the
bone marrow microenvironment [30,42-44]. Studies have shown that
the IL-10 deficit, associated with high levels of pro-inflammatory cyto-
kines such as IL-1a, IL-6, IL-12, IL-13 and GM-CSF, indirectly impairs
lymphopoiesis, thereby increasing the promotion of damage in the DNA
of B cells [43].

4. The role of IL-10 in leukemia

Overexpression of IL-10 or its receptor (IL-10R) has been observed in
several hematologic malignancies, including leukemia [45-48]. IL-10
has the ability to promote survival and immune evasion of leukemia
cells while decreasing anti-tumor responses in the leukemia microen-
vironment (Fig. 2) [49-54]. In this context, it is observed in vitro that, in
chronic lymphoeytic leukemia (CLL), the capacity for survival and
proliferation of leukemic B cells depends on the production and auto-
crine signaling of IL-10, which suggests that it acts as a growth factor for
the cancer cells themselves [49]. In addition, an IL-10-induced upre-
gulation of the IL-2 receptor was observed, which acts synergistically to
promote its activation [54]. Moreover, the presence of IL-10 supports
proliferation, survival and even resistance to chemotherapy, and may
maintain the homeostasis of leukemic stem cells in the bone marrow
microenvironment, mainly via the action of regulatory T cells (Treg)
[55,56].

There are reports of antitumor effects of IL-10 in vitro, which
apparently depend on the type of leukemia, the microenvironment and
even the patient’s biological factors [49,50,54,57-64]. Studies have also
shown that in vitro treatment of leukemic cells of myeloid lineage (my-
eloblasts) with IL-10 reduced tumor expansion and inhibited the pro-
duction of pro-tumor cytokines such as IL-1p and IL-6 [60-62,65].
Furthermore, it was observed that B-chronic lymphocytic leukemia cells
supplemented with IL-10 in vitro resulted in dose-dependent cell death
[63]. In acute myeloid leukemia (AML), the presence of elevated con-
centrations of IL-10 has been reported, with higher survival rates and
better responses to chemotherapy [47]. These findings suggest that IL-
10 is involved in the pathophysiological process of the disease,
although the role of this interleukin in leukemogenesis remains to be
described [46,66]. Moreover, the dual-role of IL-10 in leukemogenesis
can be justified by the fact that this cytokine has a variety of functions
that depend considerably on the cellular and molecular
microenvironment.

In this context, elevated levels of IL-10 exert protumoral effects, since
this cytokine promotes the growth and proliferation of tumor cells
through the activation of transcription factors such as STAT3, inhibiting
apoptosis and favoring escape from immunosurveillance. Furthermore,
increased IL-10 expression in primary cells has been described as an
indicator of poor prognosis and a predictor of metastatic development
[67,68]. Alternatively, IL-10 also presents antitumor activities through
the activation and recruitment of cytotoxic CD8" T cells and NK cells in
the tumor microenvironment, stimulating lymphocyte and antibody-
dependent immune memory and inhibiting the inflammatory axis of
macrophages. This further promotes a downregulation of the synthesis
of pro-angiogenic factors and reduces the release of pro-inflammatory
cytokines that aid tumor growth, survival and invasion [68,69].

It is worth highlighting that combinations of cytokines, either with
each other or with chemokines or growth factors, produce more pro-
nounced effects than any single molecule, which may explain the lack of
reports of these antitumor effects in in vivo models [70,71]. Another
explanation for these conflicting roles is that IL-10 may play a dual role
in tumorigenesis and cancer development, with the initiation of the
process being affected by this cytokine, which may act predominantly to
stimulate cytotoxic T lymphocytes (CTL) and NK-mediated cancer cell
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death. However, if cancer cells survive and re-wire themselves to express
the IL-10R, IL-10 production in the tumor microenvironment may pri-
marily act as a potent cancer promoter [21].

In the context of childhood ALL, IL-10 appears to be strongly asso-
ciated with leukemic progression. Several findings have demonstrated
elevated levels of IL-10 at the time of diagnosis, which decreased after
induction therapy and apparently reflected the patients’ leukemic
burden, and may be related to a worse clinical outcome in all disease
subtypes [12,72-75]. Moreover, patients who tested positive for
measurable residual disease (MRD) exhibited higher levels of IL-10 in
the bone marrow compartment, whereas lower levels of this molecule
were observed in patients with negative MRD at the end of remission
induction therapy [76].

Ultimately, production of IL-10 is recognized as an immune evasion
mechanism adopted by leukemic cells to reduce their immunogenicity
and escape immunosurveillance [36,40]. This is evidenced by extensive
research that shows that leukemia-reactive T cells often fail to be acti-
vated, undergoing anergy or even apoptosis during the initial presen-
tation of tumor antigens [34,35). The biological explanation is that
leukemia cells often produce significant levels of IL-10, which down-
regulates the ability of antigen-presenting cells to initiate cytotoxic T
cell-mediated responses [36-39]. Therefore, currently available data
suggest that IL-10 may play an important role in immune evasion and
disease progression in ALL.

5. IL-10 and its clinical applications

Cytokine-based immunotherapy has so far been a promising area of
investigation, though only IFN-a and IL-2 cytokines have received FDA
approval for anticancer therapy [77]. Several problems persist with
cytokine-based therapies, which are broadly categorized into high
toxicity and low efficacy. Vast pleiotropism and redundancy in
signaling, as well as dual immunosuppressive and immunostimulatory
functions also contribute to suboptimal safety and efficacy [24.78].
However, cytokine-based therapies continue to be an important field of
investigation, especially considering the anti-inflammatory and immu-
nostimulatory functions of certain cytokines, such as IL-10.

In cancer, early research aimed to neutralize IL-10 to mediate tumor
rejection through T-cell stimulation. However, this approach has been
limited by severe and potentially fatal inflammatory toxicities [23].
Current research has sought to explore its immunostimulatory potential,
focusing on increasing local levels of IL-10 in the tumor microenviron-
ment to mediate tumor regression, since stimulation of IL-10-dependent
CD8" T cells has been shown to induce a strong tumor-specific immunity
[79]. Administration directly to the tumor site has been shown to reduce
toxicity and increase the efficacy of immunotherapy, decreasing off-
target systemic proinflammatory effects and increasing local drug con-
centrations, respectively [80,51].

In vivo, the antitumor mechanisms of IL-10 conjugated to poly-
ethylene glycol (pegylation) have been well documented and shown to
work synergistically with anti-PD-1 therapy [79,52,83]. However, a
phase Ib trial failed to demonstrate additional benefits when using the
combination of IL-10 and pembrolizumab or nivolumab [84]. Studies
evaluating the binding to IL-10R also brought about important discov-
eries regarding the immunostimulatory potential of IL-10. Gorby et al.
[85] developed an IL-10 construct with a potent immunomodulatory
effect, which targeted the p subunit of the receptor (IL-10RB) with the
highest affinity. These data indicate that the relative affinity and avidity
of IL-10 to receptor subunits may provide an insight into the lack of
efficacy in certain settings.

Another possible therapeutic approach would be to explore the
immunosuppressive potential, which could occur by blocking IL-10,
with the aim of changing the immunological landscape, sequestering
the immunosuppressive network and allowing the establishment of
specific and more effective cytotoxic responses against leukemic cells.
Reports investigating this therapeutic strategy have shown promising
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Table 1
Dual-role of IL-10 in leukemogenesis and tumor progression of acute lymphoblastic leukemia.
IL-10 behavior Population Country Findings and clinical implications References
Decrease Newborns USA Low levels of IL-10 in samples of neonatal blood spots indicate a dysregulation in the immune 81
p a greater ibility to the develops of ALL
Below the Newborns Denmark IL-10 levels were below the detection threshold in dried blood-spot samples from neonates [0y
detection level
Increase Pediatric Brazil High levels of IL-10 in bone-marrow samples from pediatric patients at the time of diagnosis 12
patients
Increase Pediatric China High levels of IL-10 in peripheral blood samples from pediatric patients at the time of [13,14]
patients diagnosis
Increase Pediatric China Pediatric patients showed a trend towards increased serum IL-10 levels 28]
patients
Increase Pediatric Poland High levels of IL-10 in peripheral blood samples from pediatric patients at the time of 741
patients diagnosis
Increase Pediatric Brazil MRD-positive patients at the end of induction therapy showed a trend towards increased 761
patients levels of IL-10 in the bone marrow samples

ALL, Acute lymphoblastic leukemia; USA, United States of America; MRD, Measurable residual disease.

results in enhancing antitumor responses mediated by CD8" T cells and
NK cells [83,86-83]. However, in order to provide safe and effective
therapeutic strategies, further studies are needed to fully evaluate the
effects resulting from the modulation or inhibition of IL-10.

6. Conclusions and perspectives

To our knowledge, few works have investigated the dual role of IL-10
in ALL and its impact on the evolution of the disease and, especially, on
its development from the first stimulus. Patients who develop ALL have a
deficit in the production of IL-10 at birth, with increased levels of this
molecule on diagnosis, mainly in the medullary compartment, which
show a clear decline at the end of remission chemotherapy (Table 1)
[89-92]. This behavior leads us to believe that this cytokine actively
participates in the development and maintenance of the disease since,
with the elimination of leukemic cells, the concentration of the molecule
presents a significant decrease and the levels of pro-inflammatory and/
or cytotoxic mediators are reestablished [12,76,93]. Furthermore, it is
known that elevated levels of IL-10 in the tumor microenvironment are
associated with a worse prognosis in a variety of cancers [94-93].

Similarly, the cytokine TGF-p promotes a highly immunosuppressive
tumor environment, with shared properties and mechanisms of action,
decreasing Th1, Th2 and Th17 effector phenotypes, and maintaining the

Leukemogenesis

| IL-10 levels

immunosuppressive phenotype of T cells [99,100]. In addition, the
recently discovered cytokine IL-35 has also been shown to exert
important effects on the regulation of T cells, converting them into IL-
35-producing immunosuppressive T cells through inhibition of Thil
and Th17 effector profiles [101,102]. These cytokines are secreted by
diverse immune populations, including cells of the innate and adaptive
immune system and, in certain scenarios, by tumor cells, which ulti-
mately drive the immunosuppressive fate of the tumor niche and regu-
late the growth and proliferative capacity of tumor cells [103-105].

A study carried out in pediatric patients with ALL demonstrated a
significant decrease in serum levels of TGF-f [14]. In contrast, high
levels of IL-35 were observed, which was associated with low white
blood cell and platelet counts, thereby indicating an influence on the
prognosis of ALL [106]. Likewise, adult patients with AML also exhibi-
ted an increase in IL-35 levels in bone marrow and peripheral blood,
which was significantly correlated with the clinical stages of leukemia
and acts as a diagnostic and prognostic indicator [46,107-109]. In
addition, IL-35 has also been shown to promote immune escape from
leukemic blasts, thus increasing proliferation and reducing apoptosis of
these tumor cells, and suggests the involvement of IL-35 in the patho-
genesis of AML [107].

In conclusion, these data highlight that IL-10 plays an intriguing and
paradoxical role in the development and progression of ALL. Based on

Fig. 3. The dual role of IL-10 in leuke-
mogenesis and leukemia. Changes in IL-
10 levels have a deleterious effect. Low
levels of this cytokine promote hyperactive
immune responses, leading to a state of
immunological stress characterized by
excessive inflaimmation that determines
tumor devel ie., leuk i

In this process, acquired genetic mutations
drive the emergence of pre-leukemic
clones that impair normal lymphopoiesis.
On the other hand, increased levels of IL-
10 have been shown to be a crucial fac-
tor for the survival and proliferation of
leukemic cells, promoting the inhibition of
antitumor responses, increasing immuno-
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this imbalance, in which, on one side of the scale decreased IL-10 levels
are associated with increased susceptibility to ALL; and on the other,
elevated levels in the leukemia microenvironment are related to disease
progression (Fig. 3). Interestingly, the role of IL-10 in cancer biology,
specifically in ALL, remains little explored. In this sense, a better un-
derstanding of the impact of IL-10, in addition to other immunoregu-
latory cytokines, may have important implications for the development
of new therapeutic strategies for this disease. Lastly, we suggest that
future studies are needed to elucidate the mechanisms by which IL-10
can influence the natural history of ALL in order to further clarify the
double role of this cytokine.
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6.2. CAPITULO Il - Dados obtidos através dos experimentos do estudo

6.2.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pacientes com LLA-B apresentaram idade mediana de 6 (IQR 4-8), enquanto a
mediana de idade do GC foi de 3 (IQR 2-9) anos. O sexo masculino foi predominante nos
pacientes com LLA-B, com 14/20, enquanto o GC foi composto por 9 criangas do sexo
masculino e 11 do sexo feminino, conforme observado na Tabela 5. Pacientes com LLA-B
apresentaram uma diminuicdo significativa de neutréfilos, mondcitos, hemoglobina e
plaquetas em comparagdo ao GC, refletindo a usual triade da leucemia, caracterizada por
anemia, neutropenia e trombocitopenia (3). Além disso, os pacientes com LLA-B

apresentaram aumento no numero de leucdcitos totais quando comparado ao GC.

Tabela 5. Dados demograficos hematoldgicos da populacdo do estudo.

CG LLA-B
Caracteristicas (n=20) (n=20) p-value
Idade (anos), mediana (IQR) 3(2-9) 6 (4-8)
Sexo, (masculino/feminino) 9M/11F 14M/6F
Leucdcitos totais (xlOsluL), mediana (IQR) 8.045 8.810 0,1964
(7.590-9.973) (4.458-17.565)
Linfoblastos ABS [%], mediana (IQR) 6.289 [62%]
(1.908-13.610)
Neutréfilos (x10°/uL), mediana (IQR) 3.43 0.46 <0,0001
(3.07-4.80) (0.23-0.98)
Linfocitos (x10°7uL), mediana (IQR) 3.43 2.70 0,2665
(3.03-4.46) (1.62-5.00)
Monécitos (x10°/uL), mediana (IQR) 0.38 0.06 0,0128
(0.28-0.48) (0.00-0.24)
Hemoglobina (g/dL), mediana (IQR) 13.1 8.2 <0.0001
(12.2-13.6) (5.6-9.7)
Plaquetas (x103/uL), mediana (IQR) 379 36 <0,0001
(308-444) (21-93)

Valores de referéncia: Leucocitos: 5.2 — 12.4 x103/uL; Neutrdfilos: 1.9 — 8 x10%/pL; Linfocitos: 0.9 — 5.2

x103/uL; Mondcitos: 0.16 — 1 x103/uL; Hemoglobina: 12 — 18 g/dL; Plaqueta: 130 — 140 x103/pL.
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Os resultados clinicos da populacdo do estudo sdo apresentados na Tabela 6,
destacando o Imunofendtipo de LLA-B comum (CD10%), a estratificacdo de risco ao DO, a
reestratificacdo ao D15, e a avaliacdo da doenca residual mensuravel ao D35. Inicialmente,
65% dos pacientes foram classificados como Baixo Risco (BR) e 35% como Alto Risco (AR)
ao DO. Ao D15, 11 pacientes foram reestratificados para o grupo de AR, totalizando 55%
pacientes de AR e 45% de BR. A avaliacdo da positividade para doenca residual mensuravel
ao D35 demonstrou que 45% dos pacientes apresentaram DRMO®), alcancando a remisséo

completa durante a terapia de indugéo, enquanto 55% apresentaram doenca residual DRM,

Tabela 6. Caracteristicas clinicas da populagéo estudada.

Variaveis Pacientes (n=20)

Imunofenotipagem
LLA-B comum (CD10%) 20 (100%)

Estratificacdo de risco de tratamento em DO

Baixo Risco (BR) 13 (65%)
Alto Risco (AR) 7 (35%)
Reestratificagdo de risco de tratamento em D15

Baixo risco (BR) 9 (45%)
Alto risco (AR) 11 (55%)
Doenca residual mensuravel em D35

DRMO) 9 (45%)

DRM®) 11 (55%)

DRM, doenca residual mensuravel.

Estudos indicam que criangas com LLA-B nascem com um desequilibrio imunolégico.
A interacdo entre uma resposta imune desregulada e exposi¢cbes ambientais pds-natais
favorece o desenvolvimento da neoplasia (30,36). Nesse cenario, os linfécitos T regulatérios

(Tregs), bem como as citocinas imunossupressoras, emergem como elementos cruciais na
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regulacdo imunoldgica, inibindo a atividade de outras células imunes, assegurando a auto
tolerancia e prevenindo respostas hiperativas (167,270). Dessa forma, investigamos o perfil de
linfocitos Tregs, populacdes de MVs-Treg e citocinas imunossupressoras, com o proposito de
fornecer insights sobre o comportamento desses mediadores durante a malignidade.

Na Figura 11, demonstramos o perfil de linfécitos Tregs e mediadores
imunossupressores em pacientes pediatricos com LLA-B no momento do diagnéstico. Os
resultados demonstraram um aumento significativo de IL-10, com diminui¢cdo de TGF-j,
quando comparado ao GC (Figura 11A). As concentracdes elevadas de IL-10 podem ser uma
repercussao da imunossupressao celular observada no microambiente leucémico desses
pacientes, 0 que pode contribuir para a sobrevivéncia, proliferacdo e metastase das células
tumorais, devido a atenuagdo da imunovigilancia (271,272).
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Figura 11. Perfil de linfécitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes pediatricos com LLA-B
ao diagndstico. As citocinas 1L-10 e TGF-B (A), microvesiculas Tregs (B) e populagoes celulares TCD4
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(CD3*CD4%) e Treg (CD4*CD25*FoxP3*) (C) foram avaliadas ao momento do diagnostico dos pacientes com
LLA-B (cor verde) e no grupo controle — GC (cor branca). As anlises estatisticas foram realizadas utilizando o
teste t de Student ou Mann-Whitney e as diferencas significativas sdo destacadas por asteriscos para p<0,001

(*%).

Outros estudos relataram o aumento de TGF-p, juntamente com 1L-10 (202,273,274).
Embora seja esperado que o TGF-§ exibisse a mesma dindmica da 1L-10, é possivel que sua
diminuicdo esteja correlacionada a diminuicdo dos linfocitos Treg, uma vez que desempenha
um papel crucial no desenvolvimento e na funcionalidade dessas células (176). No cancer, 0
TGF-B tem demonstrado promover um microambiente imunossupressor, inibindo a
proliferacdo e infiltracdo de células T CD4" e CD8" efetoras, reduzindo ainda a producdo de
IFN-y e prejudicando a montagem de respostas citotoxicas especificas (224). Em dltima
analise, é importante investigar a concentracdo e o impacto do TGF-f no microambiente

leucémico.

Curiosamente, a caracterizacdo do perfil de MVs-Treg ndo demonstrou resultados
estatisticamente significativos (Figura 11B). No entanto, a partir de uma analise minuciosa €
possivel observar importantes alteracbes em relacdo ao GC. Em resumo, os dados
demonstraram que, embora os pacientes com LLA-B tenham apresentado diminui¢cdo na
contagem de MVs-CD4" e MVs-CD25", houve uma tendéncia de aumento na contagem de
MVs-CD152" (também conhecido como CTLA-4), reflexo de uma maior expressdo de
CTLA-4 pelos linfécitos Treg, indicando o aumento da capacidade imunossupressora dessas

celulas na leucemia, conforme observado reportado por estudos anteriores (275,276).

A analise do perfil celular (Figura 11C), por sua vez, revelou dados observados em
estudos anteriores, que demonstravam uma diminui¢do na frequéncia de linfocitos Treg
(CD4"CD25"FoxP3*) no sangue periférico de pacientes pediatricos com LLA-B (24). A
diminuicdo de linfdcitos Treg na circulacdo, pode estar indicando a migracdo dessas células
para o compartimento medular, local primario da malignidade. Estudos que avaliaram medula
Ossea de pacientes pediatricos com LLA-B revelaram um aumento na porcentagem de
linfécitos Treg em relacdo ao SP e, em comparacdo a medula dssea de criancas sem leucemia
(202,277). Em adicdo, essas células demonstraram coexpressar FoxP3, IL-10, TGF-B e

CD152 elevados, exibindo, assim, uma atividade imunossupressora aumentada (24).

Com o proposito de identificar possiveis biomarcadores, realizamos a avaliagdo dos
pacientes ao DO, segregando-0s com base na avaliagdo da DRM ao dia D35. Entretanto, ndo

identificamos diferencas estatisticamente significativas, conforme demonstrado na Figura 12.
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Poderiamos especular que a investigacdo desses elementos na medula &ssea, e
preferencialmente com um ndmero amostral mais elevado, poderd proporcionar resultados

distintos, destacando a importancia de futuras investigaces mais abrangentes e direcionadas.
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Figura 12. Perfil de linfocitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes com DRM®© e DRM®),
As citocinas IL-10 e TGF-B (A), microvesiculas Tregs (B) e populactes celulares TCD4 (CD3*CD4*) e Treg
(CD4*CD25*FoxP3*) (C) foram avaliadas em pacientes com DRM®) (cor verde claro) e em pacientes com
DRM® (cor verde escuro). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste t de Student ou Mann-
Whitney.

A andlise da cinética dos linfécitos Tregs e mediadores imunossupressores durante a
terapia de inducéo foi realizada com objetivo de proporcionar uma visdo mais abrangente do
comportamento dos mediadores regulatérios ao longo do tratamento, conforme representado
na Figura 13. Coletivamente, os dados demonstraram que os pacientes pediatricos com LLA-

B exibiram ao longo da terapia de inducdo, um claro declinio nas concentracdes de I1L-10, ao
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passo que apresentaram um aumento gradativo da concentracdo de TGF-f e na frequéncia das
células TCD4" e linfécitos Treg.
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Figura 13. Cinética de linfécitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes pediatricos com
LLA-B. As citocinas IL-10 e TGF-B (A), microvesiculas Tregs (B) e populacdes celulares TCD4 (CD3*CD4%) e
Treg (CD4*CD25*FoxP3*) (C) foram avaliadas durante a terapia de indugdo de remissdo (DO, D8, D15 e D35).
As anélises estatisticas foram realizadas por meio do teste t pareado ou teste de postos sinalizados de pares
combinados de Wilcoxon para comparacgdes entre DO, D8, D15 e D35, enquanto o teste t de Student ou o teste de
Mann-Whitney foram utilizados para comparagdo com o grupo controle (GC). Diferencas significativas (p<0,05)
entre os dias de terapia de inducdo sdo representadas pelas seguintes letras: (a, b, c), que se referem as
comparac6es com DO, D8 e D15, respectivamente. Diferencas significativas em relacdo ao GC estdo destacadas
com asteriscos para p<0,001 (***) p<0,01 (**) ou p<0,05 (*).

E importante destacar que a frequéncia dos linfocitos Tregs, suscita uma reflexéo
sobre 0 papel do TGF-B nessas células, em condicdes normais e durante processos
patologicos. Uma vez que, ambos apresentam uma mesma dindmica de producdo ao
diagndstico e durante a terapia de inducdo da remissdo. Esses achados sugerem uma
importancia da presenca de TGF-f no microambiente tumoral, evidenciando seu papel no

desenvolvimento e na funcionalidade dos linfocitos Tregs (174,176).
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A analise da cinética de MVs-Treg revelou notaveis alteracbes em comparacao ao DO.
Embora os pacientes tenham apresentado aumento de linfécitos Treg ao D35, foi observado
uma diminuig&o significativa de MVs-Treg (CD25", além de uma tendéncia na diminuigéo de
MVs-Treg (CD152") (Figura 13B). Esses achados evidenciam uma reducdo na liberacdo de
MVs por linfécitos Tregs ao D35, em conjunto com a diminuicdo da expressdo de CTL-4 e,
possivelmente, outros receptores inibitorios, o que pode indicar o controle da malignidade,

relacionado a diminuicdo da carga leucémica.

Por fim, com objetivo de investigar as correlacdes entre os linfécitos Treg, MVs-Treg
e citocinas imunossupressoras, foram construidas redes integrativas dos pacientes com LLA-
B, nos diferentes tempos da terapia de inducdo da remissé@o, conforme representado na Figura
14. Ao explorar as redes integrativas, foram observados perfis de correlagdo semelhantes
entre os diferentes momentos da terapia de inducdo da remissdo. De maneira geral, 0s
pacientes com LLA-B exibiram uma rede com uma participacdo robusta dos mediadores

regulatorios avaliados, destacando-se pelo elevado nimero de interaces.

@ Citocinas Microvesiculas

@ Células

indices de correlagdo

,,,,,, Negativa fraca (r > ~0.36)
----- Negativa moderada (-0.68 = r £ -0.36)
- Negativa forte [r<-0.68)

———  Positiva fraca (r < 0.36)
——  Positiva moderada (0.36 2 5 0.68)
—— Positiva forte r2 0.68)

CD152" e CD25"

Grupo Controle LLA-B - DO

T omvs MVs
CD152+ o CD152* __, CD25° CD152° s CD25*

LLA-B - D8 LLA-B-D15 LLA-B- D35

Figura 14. Redes Integrativas de linfocitos Tregs e mediadores imunossupressores em pacientes
pediatricos com LLA-B ao diagndstico. Redes integrativas foram montadas para identificar as complexas
interacBes entre os linfocitos TCD4*, Tregs, MVs-Tregs, IL-10 e TGF-B durante a terapia de inducdo da
remissao (DO, D8, D15 e D35). Os Nddulos coloridos sdo usados para identificar os mediadores imunoldgicos
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avaliados. A andlise de correlacdo foi empregada para construir redes integrativas de acordo com escores “r”
significativos em p<0,05 usando testes de correlagdo de Spearman.

Ao analisar de maneira mais minuciosa, é possivel observar que os pacientes com
LLA-B apresentaram DO, um maior nimero de conexdes negativas mediadas pela citocina IL-
10, sugerindo uma possivel influéncia no feedback negativo no momento do diagndstico. Em
contraste, o GC exibiu uma rede com menor nimero de conexdes negativas. Durante a terapia
de inducdo, no dia D8, observou-se fortes correlacBes entre os linfocitos TCD4 e as
populacdes de MVs (CD4*, CD25" e CD152"), sugerindo uma interacdo substancial entre
esses elementos. Contudo, ao D15 e D35, as redes sdo caracterizadas pelo aumento das

correlacBes negativas, inclusive entre os linfocitos TCD4* e as MVs-Treg.

Na LLA-B, sugere-se que as células especificas do tumor ndo sdo devidamente
ativadas, ao contrario, apresentam-se em um estado de energia ou exaustdo (278,279). A
disfuncdo dessas células é especialmente influenciada pelos linfécitos Treg, resultando na
reducdo da capacidade proliferativa e da funcdo efetora, caracterizado pelo aumento da
expressdo de varios receptores inibitdrios, visando contribuir para a indugdo de tolerancia
imunoldgica (280,281).

Os linfécitos Treg desempenham um papel central na imunossupressao celular de
pacientes pediatricos com LLA-B, seja no compartimento medular ou no sangue periférico.
Alguns estudos tém explorado se o numero de linfécitos Treg CD4* nas células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) é modulado em pacientes com LLA-B
(24,202,282,283). Esses resultados refletem a complexidade da resposta imunolégica durante
a terapia de inducdo, indicando mudancas significativas em citocinas, MVs e populacgdes

celulares.

No entanto, € crucial enfatizar que essas observacfes, embora promissoras, necessitam
de validacdo em estudos prospectivos e pareados, avaliando os linfocitos Treg e o0s
mediadores imunossupressores tanto na circulagdo, como no compartimento medular 6sseo,
garantindo uma interpretagdo mais precisa de seus impactos clinicos. Esta abordagem
longitudinal € crucial para uma compreensdo abrangente da imunovigilancia e montagem de
resposta imunoldgica durante o tratamento, buscando identificar potenciais biomarcadores,

além de possiveis alvos terapéuticos para o tratamento dos pacientes pediatricos com LLA-B.
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7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

E importante considerar que o estudo apresentou algumas limitages, como a ndo
utilizacdo de amostras de medula 6ssea, deixando uma lacuna no perfil desses mediadores no
microambiente leucémico. Além disso, devido as dificuldades com a coleta de sangue, 0 N
amostral também acabou limitando as investigacfes de biomarcadores preditores de mudanca
de grupo de risco ao D15 e doenga residual mensuravel ao D35. Outra limitacdo observada foi
a utilizacdo de amostras de soro para quantificacdo de MVs-Treg, o que pode ter influenciado
nos resultados do estudo, uma vez que a contagem de MVs pode ser maior em amostras de

plasma.

Com isso, temos como proximas etapas dar continuidade nas investigacfes sobre 0s
linfécitos Treg, MVs-Treg e citocinas imunossupressoras, realizando um estudo abrangente,
com amostras de MO e SP, um N amostral mais robusto, e incluindo outras citocinas
imunossupressoras como 1L-35, além de outros receptores inibitorios que estdo associados ao
prognastico de pacientes com leucemia e outros tipos de cancer.
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8. CONCLUSAO

Em concluséo, nosso estudo demonstrou que:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

Ao diagnostico (D0), os pacientes pediatricos com LLA-B apresentaram:
Aumento de IL-10, com diminuicdo de TGF-B; Tendéncia de aumento de
MVs-Tregs com fenétipo CD152" (CTLA-4); Diminuicdo na frequéncia de
linfocitos Treg;

Por outro lado, ao final da terapia de inducdo da remissdo (D35), foi
observado: Declinio nas concentracBes de IL-10, ao passo que exibiram
aumento de TGF-p; Diminuicdo de MVs-Treg com fenétipo CD25% e CD152%;
Além disso, verificou-se, 0 aumento sucessivo na frequéncia de células TCD4"
e linfécitos Tregs, sugerindo uma transicdo da reposta imunoldgica
imunoldgicas durante o tratamento;

Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que descreve a cinética de
linfocitos Treg, de MVs-Tregs (CD4", CD25" e CD152), e das citocinas IL-10
e TGF-p durante todo o periodo da terapia de inducdo da remissdo nos
pacientes pediatricos com LLA-B;

Entre os mediadores imunossupressores dos linfécitos Treg, as microvesiculas
surgem como potenciais atores-chave no cancer. No entanto, sdo necessarias
investigacOes adicionais para compreender melhor as caracteristicas das MVs-
Treg no contexto da LLA-B, a fim de esclarecer seu papel na fisiopatologia da
doenga e na resposta ao tratamento;

A dinamica e interacdo dessas microvesiculas com o sistema imunoldgico
contribuem para o potencial significativo de estudos, que proporcionem
insights valiosos sobre 0s mecanismos subjacentes a imunossupressao e sua
reversao ao longo do tratamento;

Nossos resultados, abrem caminho para novas investigacdes das possiveis
aplicagdes clinicas das MVs-Treg e o seu potencial clinico, como
biomarcadores preditivos de resposta terapéutica e alvos terapéuticos para
otimizagdo da imunoterapia em pacientes com LLA-B e outras neoplasias

relacionadas;
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(vii) A investigacdo continua neste campo promissor pode gerar avancos
significativos no diagndstico, prognostico e terapia do cancer, oferecendo

melhores resultados e qualidade de vida aos pacientes afetados.
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Anexo I1. Protocolo de imunofenotipagem de linfocitos Treg por citometria de fluxo (CF)

PROTOCOLO DE IMUNOFENOTIPAGEM DE LINFOCITOS TREG

POR CITOMETRIA DE FLUXO (CF)

Parametros
1 Controle (-) - - z 2
2 Linfécitos Treg CD25 CD4 CD3 Foxp3
PROCEDIMENTOS:

1.

10.

11.
12.

Para este procedimento utilizar 1 ml de sangue periférico em tubo contendo EDTA como anticoagulante para
a caracterizagdo do perfil celular utilizando a técnica de CF.

As células devem marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se fixam em epitopos
especificos e sdo captadas pelo CF para a caracterizagdo das populagdes celulares.

Inicialmente, identificar e distribuir os anticorpos de superficie em 2 tubos de citometria, em seguida
adicionado 100 pL de sangue total e 200 pL nos tubos 1 e 2.

Homogeneizar e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente (TA) e ao abrigo da luz. Apds o periodo de
incubacdo, realizar a lise das hemacias com o uso da solugdo de lise, diluida 10 vezes em agua destilada (AD).
Os tubos devem ser novamente homogeneizados e incubados por 10 minutos nas mesmas condigbes. Passado
a fase de incubagdo, os tubos devem ser centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos.

Em seguida o sobrenadante deve ser descartado e acrescentado 2 mL de PBS-W (8,0 g de NaCl, 1,16 g de
Na2HPO4, 0,2 g de KH2PO4, 0,2 g de KCl e 5,0 g de BSA, gsp 1L H20 destilada, pH: 7,2) para lavagem do pellet
formado. Os tubos devem ser homogeneizados e centrifugados novamente.

Apds a centrifugagdo, o sobrenadante deve ser descartado e adicionado 300 pL de PBS-W nos tubos sendo
armazenados em geladeira até o momento da leitura pelo Citdmetro de Fluxo FACSCalibur®.

Dando continuidade na marcagdo intracelular, deve ser adicionado 2 ml de PBS-P (8,0g de NaCl, 1,16g de
Na2HPO4, 0,2g de KH2P0O4, 0,2g de KCl, 5,0g de BSA e 5,0g de Saponina, gqsp 1L H20 destilada, pH:7,2) nos
tubos 1 e 2 para permeabilizagdo celular, homogeneizar, incubar por 10 minutos a TA e ao abrigo da luz.
Posteriormente deve-se centrifugar em 1500 rpm por 5 minutos e descartado o sobrenadante.

O pellet deve ser ressuspendido em 2 ml de PBS-W, homogeneizado, centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos,
descartado o sobrenadante, adicionar 100 pL de PBS-P no tubo 1 e 10 pL do anticorpo de FoxP3 diluido em
PBS-P (1:10) no tubo 2.

Os tubos devem ser incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz em TA.

Apds o periodo de incubagdo das células, deve-se lavar com 2 mlde PBS-W, homogeneizar, centrifugar a 1500
rpm por 5 minutos, descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 300 pL de PBS-W, homogeneizar e

armazenar em geladeira até o momento da leitura.
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Anexo I11. Protocolo de purificagdo e imunofenotipagem de microvesiculas.

PROTOCOLO SIMPLIFICADO
PURIFICACAO E IMUNOFENOTIPAGEM DE MICROVESICULAS

PARTE 1 - ORGANIZACAO

1.

S

Separar os materiais, organizar o fluxo e identificar os tubos (ver lista de materiais)

1 Controle (Anexina V) Anex V 2 5 _
2 MVs-Treg Anex V CD152 CD4 CD25
EM DUPLICATA

Fileira A: com anticorpos
Fileira B: sem anticorpos (usada para preparagdo da amostra)

Controle de todos os Anticorpos

Descongelar a amostra de soro em banho maria 36°C (+/- 15 minutos)

Aliquotar 700ul de soro em eppendoif e centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos (TA), freio 0
Enquanto o plasma centrifuga, aliquotar 30l de cada AC e centrifugar a 13.000 rpm por 10 min

(freio 1)

PARTE 2 - PREPARACAO DOS REAGENTES

1.

Tampao Citrato Heparina
- 2mL de citrato (aprox, 10 tubos de coleta) + 4l de heparina
- Completar o volume para 20mL com PBS 1X

Tampao Anexina
- Diluir o Buffer de Anexina (kit)
Obs: 30mL = 48 pogos / tubos
6mL = 16 tubos / pogos + volume final

- 5,4ml de agua de injegao + 600ul Buffer (9 partes de agua + 1 parte de buffer = Dilui¢ao 1/10)
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PARTE 3 - IMUNOFENOTIPAGEM

Preparacio especial da Amostra

1.

B BN

Marcar todos os tubos 1 a 4 com os anticorpos do painel (2 pl de cada AC, com excegao do CD235a
apenas 1 pul)

Obs: Em duplicata, primeira fileira marcada com AC. Segunda fileira limpa (tubos usados para a
preparacao da amostra)

Marcar os tubos controle com os AC correspondentes (2l de cada)

Aliquotar 300l do tampao Citrato Heparina (tubos amostra — 1 a 4 limpos, sem AC)

Adicionar 100pul de amostra em cada tubo amostra (1 a 4) (coletar do sobrenadante!)

Centrifugar a 15.000 rpm por 90 min a 15°C

Apos a centrifugacio

6.
74
8.
9.

Remover o sobrenadante (aproximadamente 350p1)

Adicionar 100pl de tampao anexina (ira formar uma suspensao, pellet + Mvs)

Desta suspengao, retirar 100yl e colocar nos tubos marcados (tubos de 1 a 4, com anticorpos)
Incubar por 30 min, ao abrigo da luz (TA)

10. Adicionar 300l de tampao anexina em todos os tubos (1 a 17)
11. Analisar no citometro, 2 minutos e meio por amostra
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Anexo 1V. Colaboracdo em producéo cientifica no artigo: The Yin-Yang of myeloid cells in
the leukemic microenvironment: Immunological role and clinical implications (doi:
10.3389/fimmu.2022.1071188).
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blood donors. After the administration of antivenom, the participation of patrolling monocytes and
IL-10 in the MILD group was observed. In the SEV group, the participation of B cells was observed,
with high levels of CCL2 and IL-6. In the blister exudate, a hyperinflammatory profile was observed.
In conclusion, we revealed the involvement of cell populations and soluble mediators in the immune
response to B. atrox envenomation at the local and peripheral level, which is related to the onset and
extent of the inflammation/clinical manifestation.
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Background: Children with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) have an
immune imbalance that is marked by remodeling of the hematopoietic
compartment, with effects on peripheral blood (PB). Although the bone
marrow (BM) is the main maintenance site of malignancy, the frequency with
which immune cells and molecules can be monitored is limited, thus the
identification of biomarkers in PB becomes an alternative for monitoring the
evolution of the disease.

Methods: Here, we characterize the systemic immunological profile in children
undergoing treatment for B-ALL, and evaluate the performance of cell
populations, chemokines and cytokines as potential biomarkers during clinical
follow-up. For this purpose, PB samples from 20 patients with B-ALL were
collected on diagnosis (D0) and during induction therapy (days 8, 15 and 35). In
addition, samples from 28 children were used as a control group (CG). The
cellular profile (NK and NKT-cells, Treg, CD3* T, CD4" T and CD8* T cells) and
soluble immunological mediators (CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6,
TNF, IFN-y, IL-17A, IL- 4, IL-10 and IL-2) were evaluated via flow cytometry
immunophenotyping and cytometric bead array assay.
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