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Caracterizacio do perfil fenotipico-funcional de células T Yo em pacientes pediatricos

com leucemia linfoblastica aguda de células B
DISSERTACAO DE MESTRADO

MATEUS DE SOUZA BARROS

RESUMO

A leucemia linfobléstica aguda de células B (LLA-B) é o tipo mais comum de cancer na
infancia, caracterizado pela alta contagem de células leucémicas na medula 6ssea (MO) e
sangue periférico (SP), levando ao recrutamento de células imunes que podem contribuir para
o controle do tumor. Enquanto células T alfa-beta (af3) sdo fortemente afetadas pela doenga, as
células T gama-delta (yd) mostraram ser citotdxicas € menos suscetiveis a exaustdo, mas sua
relevancia funcional na leucemia permanece elusiva. Nesse sentido, nosso estudo buscou
caracterizar o perfil fenotipico-funcional de células T Yo em pacientes pediatricos com LLA-B
submetidos a quimioterapia de remissdo. Foi realizado um estudo exploratorio, longitudinal e
prospectivo na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM)
com a colaboragdo do Instituto René Rachou - Fundag¢dao Oswaldo Cruz (IRR/Fiocruz-Minas).
A partir de amostras de MO e SP de pacientes pediatricos com LLA-B ao longo do tratamento
e amostras de SP de criancas saudaveis, foi realizada uma avaliagdo robusta do perfil
imunologico das células T yd Vo1 e Vo2 por citometria de fluxo e quantificados mediadores
imunologicos soliiveis relacionados através da plataforma Luminex. No geral, os resultados
demonstraram que os pacientes com LLA-B, em comparagdo com o grupo controle,
apresentaram um aumento significativo de células Vo2 expressando marcadores de ativacao e
citotoxicidade. A avaliacdo da cinética durante a quimioterapia demonstrou que este
subconjunto manteve um fendtipo ligado a citotoxicidade e ndo a exaustdo. Além disso, a
expressdo de CD69 e NKG2D foi enriquecida em células T yd de pacientes com baixa carga
tumoral e baixo risco, enquanto pacientes sem doenga residual mensuravel (DRM) ao D35
exibiram maior frequéncia de células Vo1 CXCR3"CXCR4 na MO. Até onde sabemos, este ¢
o primeiro estudo que descreve a frequéncia e perfil imunolégico dos subconjuntos de células

T vy6 em pacientes com LLA-B pediatrica.

Palavras-chave: Leucemia; Microambiente tumoral; Células T gama-delta; Imunovigilancia;

Perfil imunologico.



Phenotypic and functional characterization of yo T cells in pediatric patients with B-cell

acute lymphoblastic leukemia

MASTER THESIS
MATEUS DE SOUZA BARROS

ABSTRACT

B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common type of childhood cancer,
characterized by the high presence of leukemic cells in the bone marrow (BM) and peripheral
blood (PB), leading to the recruitment of immune cells that may contribute to tumor control.
While alpha-beta (af) T cells are strongly affected by the disease, gamma-delta (yd) T cells are
cytotoxic and less susceptible to exhaustion, but their functional relevance in leukemia remains
elusive. This work aimed to characterize the phenotypic and functional profile of yd T cells in
pediatric patients with B-ALL undergoing remission chemotherapy. It is an exploratory,
longitudinal, and prospective study, carried out at the Fundacao Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) in partnership with the Instituto René Rachou -
Fundagdo Oswaldo Cruz (IRR-Fiocruz Minas). Using BM and PB samples from pediatric
patients with B-ALL, obtained during chemotherapy treatment, and PB samples from healthy
children, a robust evaluation of the immunological profile of V61 and V&2 cells was performed
by flow cytometry and different soluble immune mediators were measured through the
Luminex platform. Our results demonstrated that patients with B-ALL, compared to the control
group, presented a significant increase in Vo2 cells expressing activation and cytotoxicity
markers. The kinetic evaluation during chemotherapy demonstrated that this subset maintained
a phenotype linked to cytotoxicity and not exhaustion. Furthermore, the expression of CD69
and NKG2D was enriched in yo T cells from patients with low tumor burden and low risk, while
patients that did not exhibit measurable residual disease (MRD) at D35 exhibited a higher
frequency of CXCR3" CXCR4" V3l cells in the BM. This is the first study describing the
frequency and immunological profile of yo T cells in patients with pediatric B-ALL.

Keywords: Leukemia; Tumor microenvironment; gamma-delta T cells; Immunosurveillance;

Immunological profile.
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1. INTRODUCAO

A leucemia linfobléstica aguda de células B (LLA-B) ¢ uma neoplasia hematologica
caracterizada por um bloqueio no desenvolvimento de células B precursoras e representa o tipo
de cancer mais comum na infincia (1). A proliferacdo rapida e descontrolada dessas células B
malignas (linfoblastos) resulta na diminuicdo de eritrocitos, plaquetas e leucocitos
diferenciados na medula 6ssea (MO), comprometendo a fungdo hematopoiética normal (2).
Consequentemente, essas células leucémicas (CLs) s@o liberadas no sangue periférico (SP) e
infiltram diferentes tecidos periféricos, ja que elas retém caracteristicas intrinsecas essenciais
como capacidade proliferativa e migratdria, além de forte resisténcia aos mecanismos de
imunovigilancia e apoptose (3).

Em diferentes tecidos, as CLs constantemente interagem com diferentes tipos celulares
derivados do estroma e do sistema imunologico (4). Durante a progressao da doenga, elas
sequestram muitas fun¢des homeostaticas dos diferentes nichos teciduais para proliferar,
sobreviver e evitar seu reconhecimento e eliminagdo (5). Apesar disso, em alguns casos, essas
interacdes resultam num processo inflamatério que se manifesta mais proeminentemente em
uma mobilizacdo de células T para o microambiente do tumor (TME), com potencial de iniciar
uma resposta antitumoral (6-9). Portanto, a inflamag¢ao ¢ um constituinte-chave na progressao
ou controle da doenca e determina o prognostico clinico em diferentes tipos de cancer, incluindo
leucemias (10,11).

Hé mais de trés décadas, tem sido apreciado que a presenga desses ‘linfocitos infiltrantes
de tumor’ (TILs) pode, paradoxalmente, restringir € promover o desenvolvimento e progressao
do cancer. Pesquisas no campo destacaram que o recrutamento dessas células efetoras
transcende o tipo de tumor e sugere um sinal importante de imunidade antitumoral (12—14). Na
leucemia, as c€lulas T mobilizadas para a MO sdo capazes de detectar e eliminar CLs e essas
respostas geralmente sdo mediadas por moléculas individuais de alta ou baixa diversidade,
como o receptor de células T (TCR) aff ou yd (9,15-18). Embora a biologia e potencial
terapéutico das células T off (CD4"/CD8") estejam bem reconhecidas nesse contexto, relatorios
recentes revelaram uma importancia sem precedentes para as células T yd, uma subpopulagao
unica de linfécitos com forte participacao na imunovigilancia de tumores (19).

Diferentemente das células T ofy convencionais, restritas a deteccdo de antigenos
peptidicos apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC), as células T
v0 reconhecem diferentes ligantes de forma irrestrita ao MHC e suas fungdes efetoras dependem

de alvos mais ubiquos € monomorficos (20). Nesse contexto, uma terapia potencial contra
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tumores como a leucemia pode depender da mobilizagdo e direcionamento de células efetoras
capazes de produzir fatores antitumorais e eliminar CLs em diferentes tecidos na auséncia de
toxicidade ou alorreatividade. Sendo assim, as células T yd apresentam um alto potencial para
o desenvolvimento promissor de uma terapia celular “de prateleira” (off-the-shelf) (16), uma
vez que esses linfocitos exibem uma potente resposta imune através de mecanismos de alta
citotoxicidade e forte producao de mediadores imunologicos antitumorais, independentemente
da carga de neoantigenos e da apresentacao convencional de peptideos via MHC (19,21).

As células T yd correspondem a uma parcela importante de células imunes associadas a
um prognostico favoravel em diferentes tipos de cancer (22-24). Ha evidéncias, portanto, de
que esses linfocitos exibem respostas antileucémicas persistentes, mas pouco se sabe sobre os
mecanismos adjacentes (16). Em teoria, a atividade efetora das células T yd pode influenciar
criticamente na resposta a terapia, no desfecho clinico e sobrevida, visto que a compreensao da
relevancia funcional dessa populagdo celular tera implicagcdes importantes, uma vez que
estamos proximos da ascensao sem precedentes de terapias baseadas em células T e de seu
posicionamento como componentes-chave para melhorar a imunoterapia contra o cancer.

Além disso, a morbidade consequente do tratamento quimioterdpico convencional
encontra-se como um fator importante por deixar sequelas em criancas com alta expectativa de
vida. Nesse sentido, abordagens que poderiam superar essas limitagdes do tratamento
convencional por meio da imunoterapia estdo sendo agora exploradas na maioria dos ambientes
clinicos. Especificamente, devido as suas caracteristicas inatas e adaptativas, ha um interesse
crescente nas células T yd e seus papéis na imunidade ao cancer e imunoterapia (16).

A pesquisa basica e clinica de células T y6 na LLA-B esta sendo discretamente realizada,
em grande parte, devido ao conhecimento limitado sobre esse subconjunto de linfocitos T.
Desta forma, investigar a diversidade fenotipica e funcional das células T yo apresenta-se como
um objeto de grande importincia para melhor compreender os mecanismos imunologicos
envolvidos na resposta imune contra a doencga, fornecendo assim subsidios para a projecao de
novas estratégias que possam auxiliar no tratamento convencional e no futuro desenvolvimento

de novas plataformas de imunoterapia baseada em células T.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS B

2.1.1. Epidemiologia

A leucemia ¢ um tipo de malignidade hematoldgica que surge em todas as idades, mas
predominantemente ocorre na populagao mais jovem (~5—15 anos de idade) (25-28). Com as
maiores taxas de ocorréncia no grupo infantojuvenil (28,29), essa doenga atualmente representa
mais de um ter¢o de todos os casos pediatricos de cancer (30,31), especialmente em sociedades
desenvolvidas e industrializadas, seguidas daquelas em desenvolvimento (32—34). Nos ultimos
levantamentos epidemiologicos, a leucemia ocupou o 15° lugar no ranking de tumores mais
comumente diagnosticados e o 11° lugar como a maior causa de mortalidade relacionada ao
cancer em esfera global, respondendo por aproximadamente 475.000 novos casos ¢ mais de
310.000 obitos, os quais vém aumentando expressivamente ao longo dos anos (25,26,33,35,36),
chegando a ser considerada um problema de satde publica, de acordo com alguns relatorios.

No Brasil, a incidéncia de leucemia cresceu significativamente nas tltimas décadas, a
ponto de ser atualmente considerada o 9° tipo de cancer mais diagnosticado (27). As tendéncias
nacionais de casos e mortalidade por essa doenga sao monitoradas usando dados estaduais de
cancer baseados na populagdo, por meio do Instituto Nacional de Cancer (INCA). De acordo
com o INCA, os ntimeros de incidéncia de leucemia estimados para cada ano do triénio 2023—
2025 sao de 4.43 novos casos por 100 mil habitantes, ajustados para 4.75 € 3.95 em homens e
mulheres, respectivamente (37).

A distribuicdo geografica da leucemia no Brasil ¢ diversa entre as regides e tem
aumentado gradualmente, conforme os ultimos relatdrios anuais (27,38,39). A regido norte do
pais foi apontada como tendo o segundo maior nimero de casos em 2010 (40), ocupando a
primeira posi¢ao no ano seguinte (41,42). Com a maior carga dos casos da doenca, o estado do
Amazonas, especificamente a capital Manaus, exibiu a segunda maior taxa de incidéncia
ajustada a idade (<14 anos) na populac¢ao infantojuvenil em escala nacional, com cerca de 76.8
casos por 1 milhdo de habitantes (40,43,44).

Estima-se que mais da metade dos casos de leucemia infantil sejam de leucemias agudas
(27,36,45), que respondem por um terco de todos os casos, com niimeros proximos a 50.000
criancas diagnosticadas por ano (30,36,46). O tipo de leucemia aguda mais comum, a leucemia
linfoblastica aguda (LLA) (Figura 1), ¢ intrinsecamente letal quando ndo tratada e abrange

mais de 75% dos casos em criangas com idade <15 anos, embora também exiba um segundo
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pico de ocorréncia na idade adulta (>50 anos) (1,27,29,30,34). O restante dos casos, quando
definidos, geralmente sao de leucemia mieloide aguda (LMA), que ¢ menos frequente e

representa ~25% dos casos infantis abaixo dos 2 anos de idade (Fig. 1a) (34,36,47).

a Leucemias Agudas b
]
.
200
LLA-B comum
LLA-T
—— Bcomum (75%) A\
150 /o
/ \
- / \
& . \
2 \
> g R
3 ‘E | \
o o | \
g w0 | \
= |
v \
=] [ \
| \
. N
LLAB Pré-B (-15%) E | {
z \
LLAT - Pro-B (5%) sod |
LMA —— Bmadura (2%) | VN
|
OQutros subtipos \ ¥ =
— T precursor / - N B
¢ " P -‘/ - T TN N
-—— Bifenotipica? P N - - = . e LT
1 T T T -
<1 5 10 15 20
Linhagem mieloide Idade (anos)

LMA (-25%)

.

Figura 1: Principais subtipos de leucemia aguda na infincia. a | Muitos anos de pesquisa permitiram
estabelecer que as leucemias agudas podem ser divididas em subconjuntos que correspondem aos compartimentos
de desenvolvimento inicial de células B, células T e células mieloides na medula éssea ou no timo. Conforme
ilustrado, a LLA ¢ fenotipicamente diversa, podendo ser derivada tanto de células B (em torno de 75% dos casos)
quanto de células T precursoras. b | O tipo mais prevalente de leucemias agudas de linhagem B é a LLA-B comum,
que exibe um imunofenotipo de células B imaturas com expressdo de CD10, CD19, CD22 e/ou CD20, e responde

por 75% dos casos de LLA, sendo bastante incidente na populagdo pediatrica, que exibe uma distribui¢do etaria

com pico de incidéncia marcante entre 2 ¢ 5 anos de idade. LLA-B, leucemia linfoblastica aguda de células B;

LLA-T, leucemia linfoblastica aguda de células T precursoras; LMA, leucemia mieloide aguda. Fonte: adaptado

de Greaves et al., 1985 (48); Farias et al., 2004 (49) e Greaves, 2018 (30).

A LLA ¢ um dos principais subtipos de leucemia aguda na infincia e a maioria deles,
~80% dos casos, sao derivados de células B — a LLA-B (Fig. 1a), caracterizada pela alta
proliferacdo de células blasticas que sdo fenotipicamente semelhantes a células B normais em
estagio inicial de diferenciacdo (1,49,50). Apesar da heterogeneidade desses tumores, ¢

importante notar que a LLA-B exibe caracteristicas bioldgicas comuns. Primeiramente, possui
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uma modesta predominancia no sexo masculino e distribuicdo etdria distinta, com idade
mediana ao diagnodstico de 2—5 anos (Fig. 1b). Além disso, os pacientes com essa doencga sao,
geralmente, bastante responsivos ao tratamento, o que levou a um aumento importante nas taxas
de sobrevida global pediatrica (em torno de 90%), representando, de fato, um grande sucesso

clinico para a oncologia (Figura 2).
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Figura 2: Avangos na sobrevida global da LLA pediatrica ao longo do tempo. Os ultimos 50 anos foram
marcados por uma intensa melhoria na sobrevida global de pacientes pediatricos com LLA ao longo do tempo.
Isso ocorreu principalmente devido a evolugdo no tratamento, que passou por 6 eras de intensa
reinveng¢do/inovagdo, rumo a novas estratégias terapéuticas que hoje se baseiam nas caracteristicas clinicas do
paciente e nas caracteristicas bioldgicas do tumor. O uso da quimioterapia combinada (Era 1), o tratamento
adequado direcionado ao sistema nervoso central (SNC) (Era 2), a inclusdo de pardmetros hematologicos na
abordagem clinica (contagem de leucdcitos, avaliagdo do liquido cefalorraquidiano e imunofenotipo) ( ), as
caracteristicas genéticas do tumor (Era 4), o exame morfoldégico do mielograma (Era 5) e os niveis de doenga
residual minima (Era 6) contribuiram criticamente para a melhora do manejo clinico de pacientes com LLA,

tornando essa doenga mais curavel. Fonte: adaptado de Pui et al., 2019 (51) e Omar et al., 2022 (52).

Uma investigacdo abrangente dos casos de leucemia aguda no estado do Amazonas,
realizada por nosso grupo de pesquisa da Fundagaio HEMOAM, demonstrou que a incidéncia
de LLA-B vem aumentando ao longo dos anos (Figura 3) (27). Quase 460 pacientes receberam

o diagnostico de LLA-B entre 2005 e 2015, correspondendo a um percentual de ~80% dos 577
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casos de LLA registrados neste periodo. A principal faixa etaria identificada era <10 anos, com
criancas do sexo masculino compondo a maior parte desses casos (27). Isso revelou, portanto,
que o comportamento biologico e epidemiologico dessa doenga no maior estado da regido
amazoOnica ¢ bastante corroborativo, a luz dos dados disponiveis em diferentes relatorios ao

redor do mundo (34,36).
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Figura 3: Incidéncia de LLA no estado do Amazonas. O grafico ilustra o nimero de casos (linha azul) e dbitos
(linha vermelha) anuais de pacientes diagnosticados com LLA entre os anos de 2005 e 2015, abrangidos no estudo

realizado pela Fundagdo HEMOAM. Fonte: adaptado de Silva-Junior et al., 2019 (27).

2.1.2. Fatores de risco

Embora a paisagem biolodgica celular e molecular de pacientes com LLA-B tenha sido
extensamente investigada (2,51,53), os fatores externos subjacentes ao desenvolvimento da
doenga, incluindo a fase de transformac¢do oncogénica (isto €, quando uma célula saudavel se
torna um clone pré-leucémico e assim evolui para uma leucemia), ainda permanecem pouco
compreendidos. Diferentes determinantes ambientais e genéticos ja foram propostos como

provaveis causas da leucemia infantil (Figura 4) (54,55). No entanto, até agora, apenas uma
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pequena parte desses diferentes fatores tém sido claramente relacionados com o surgimento da

LLA-B na infancia.
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Figura 4: Fatores de risco potenciais e estabelecidos para a LLA-B na infincia. Um corpo robusto de pesquisas
trouxe uma ampla gama de possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da LLA-B infantil, incluindo fatores
relacionados ao hospedeiro (em vermelho), ao ambiente (em azul) e os fatores de risco emergentes (em ).
A interacdo desses determinantes pode ter impacto no desenvolvimento do tumor. Entre os fatores de risco
reconhecidos estdo a idade e o sexo, assim como a presenca de sindromes genéticas e exposi¢do a radiagdo
ionizante ou drogas quimioterapicas que causam danos genéticos. A relevancia das infec¢cdes como fator de risco
aumentou consideravelmente nos tltimos anos. Em contraste, evidéncias de uma associagdo entre um risco maior
de LLA e exposi¢ao a radiacdo nao ionizante, alto peso ao nascer, obesidade e outros fatores de risco estdo sendo

investigados. Fonte: adaptado de Schmidt et al., 2021 (56) e Bhatia & Sklar, 2002 (57).

Os Unicos fatores de risco significativamente associados a LLA-B pediatrica sdo: sexo
masculino (com meninos sendo 1,2 vezes mais afetados que meninas), sindrome de Down (com
incidéncia 20 vezes maior que a esperada na populagdo geral) (58), drogas quimioterapicas (59)
e exposicao grave a radiagdo ionizante, embora o risco aumentado também esteja associado a
exposi¢des mais leves de radiagdo (60,61). A radiacao ndo ionizante também foi sugerida por

investigagdes epidemioldgicas como um fator de risco para leucemias na infancia, mas até o
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momento as evidéncias sao insuficientes para apoiar tal ideia (56,62). Por fim, o sobrepeso ao
nascer ¢ a obesidade também foram consistentemente sugeridos como determinantes do risco
de leucemia (63), no entanto, a potencial contribuicao desses pardmetros no desenvolvimento

da LLA-B infantil ainda permanece indefinida.

Um ponto muito importante que tem sido alvo de discussao ha mais de um século ¢ a
ideia de que a exposicdo a agentes infecciosos também possa ser um gatilho para o
desenvolvimento da LLA-B na infancia, sugerindo um papel determinante do sistema imune na
biologia desses tumores (30,64,65). Alguns estudos indicam que a estimulagdo imunologica
precoce (exposicao a infec¢do, por exemplo) pode exercer um papel protetivo contra o
desenvolvimento da LLA-B e varias hipdteses formuladas ao longo dos anos articulam o
impacto disso como um mecanismo etioldgico da doenga (30,66,67). O fato € que as evidéncias
apontam um aumento na incidéncia de LLA-B infantil & medida em que os niveis cada vez
maiores de limpeza associados ao estilo de vida contemporaneo também estejam mais presentes

na sociedade (28,36,67,68).

2.1.3. Etiologia genética e patogénese

Os conhecimentos emergentes sobre a genética e a biologia da LLA-B indicam que essa
malignidade hematoldgica ndo ¢ homogénea (64,69,70). As células B leucémicas, assim como
outros tipos de células cancerosas, sdo caracterizadas por anormalidades em sua diferenciacao,
sobrevivéncia e proliferacao (71,72). Essas mudangas, marcas importantes da leucemia, sdo
coordenadas por um conjunto complexo de mutacdes genéticas, que, por sua vez, estdo
fortemente relacionadas com a sua patogénese (30,51,53,69).

Talvez, a marca mais intrigante da LLA-B infantil seja a existéncia de uma fase latente
e clinicamente silenciosa na qual a tumorigénese inicial esta presente, mas nao ¢ suficiente para
que a leucemia se desenvolva (30,64). Aparentemente, o tumor evolui apdés o acimulo
progressivo de mutagdes genéticas, epigenéticas e fatores ambientais que fornecem o gatilho
ideal para o estabelecimento da doenca (Figura 5) (64). Relatorios pioneiros mostraram que
mais de uma mutagdo ¢ necessaria para o desenvolvimento da LLA-B e que essas condi¢des
pré-leucémicas estdo presentes em torno de 5% da populagdo pediatrica saudavel, que, na
maioria dos casos, ndo evoluira para a doenca (73—75). Em outras palavras, os recém-nascidos
carregam clones pré-leucémicos originados ainda na fase fetal (primeiro /4if), mas apenas 1%

deles desenvolvera a LLA-B evidente (ap6s um segundo #it) (30,64,74).
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Figura 5: Um modelo para a tumorigénese e evolucio da LLA-B na infancia. a | A diferenciacdo normal das
células B é um processo altamente regulado por circuitos transcricionais e epigenéticos que induzem o
comprometimento das células-tronco hematopoiéticas (CTHs) para a linhagem linfoide B. b | No entanto, um
primeiro hit oncogénico (por exemplo, uma translocagdo cromossomica ETV6—RUNX]I), geralmente adquirido na
fase fetal, surge no inicio do desenvolvimento hematopoiético ou ontogenia de células B. Isso, no geral, ocorre em
~5% dos recém-nascidos que, na maioria dos casos, introduzira uma susceptibilidade a transformag@o oncogénica
através da geracao de clones pré-leucémicos, mas que ainda assim permitem o desenvolvimento normal das células
B; sendo, portanto, clinicamente silenciosos e ndo desenvolverdo a leucemia evidente. ¢ | Em cerca de 1% desses
portadores, somente sob certas condicdes (exposicdes ambientais? fatores de risco?), o clone pré-leucémico
adquire um segundo hit oncogénico (por exemplo, muta¢des em genes-chave da diferenciagdo, como PAXY),
evoluindo para o desenvolvimento total da LLA-B. PLC, progenitor linfoide comum; PMIL, progenitor

multipotente com iniciaco linfoide. Fonte: adaptado de Cobaleda et al., 2021 (64).

A paisagem gendmica da leucemia inclui diferentes alteragdes genéticas estruturais
(inser¢des, delecdes, translocagdes e inversdes) € no nimero de cdpias de cromossomos
(hiperdiploide, pseudodiploide e hipodiploide), caracteristicas presentes na LLA (50,51,53,69).

Nao ¢ surpreendente, portanto, que essas mutacdes envolvam genes que regulam o



29

desenvolvimento hematopoiético das células B (Fig. 5a), levando a diferenciagdo desregulada
desses linfocitos (64,74,76-78). Isso, de certa forma, confere uma suscetibilidade a
transformago oncogénica nas células B em desenvolvimento, ocasionada pela disfun¢do desses
genes que, consequentemente, geram um bloqueio parcial nas etapas normais de diferenciacao,
caracterizando entdao o primeiro /it e o estagio pré-leucémico (Fig. 5b) (30,64).

As mutagdes genéticas comuns na LLA-B ocorrem em diferentes /ocus e afetam genes
como PAXS5 (78), ERG (79), ARID5B (80), EBF'1 (81), IKZF'1 (82), SH2B3 (83) e o surgimento
de fusdes cromossdmicas como ETV6—RUNXI (73,84), TCF3-PBXI (74), BCR—-ABLI (85) e
MLL-AF4 (86). Todos fortemente envolvidos como reguladores importantes da ontogenia de
células B, influenciando certamente a susceptibilidade genética da célula a tumorigénese, seja
por meio da desregulacao/bloqueio do seu desenvolvimento, dos mecanismos de apoptose, ou
sinalizacdo do ciclo celular.

Em geral, aceita-se que o primeiro kit oncogénico tenha um papel inicialmente instrutivo
na tumorigénese, especificando a identidade da célula B pré-leucémica. Em termos de exemplo,
os genes fusionados (como ETV6-RUNXI) aparentemente tendem a regular os eventos
precoces da transformacdo leucémica das células B precursoras, interferindo no seu correto
desenvolvimento e, portanto, bloqueando sua diferenciacao (71,87). Por sua vez, o segundo Ait
oncogénico ¢ mais permissivo e parece derivar de pequenas alteragdes gendmicas (PAX5, por
exemplo) que ocorrem mais frequentemente como eventos secundarios tardios, promovendo
efeitos oncogénicos que finalmente resultam na expansao proliferativa (Fig. 5c¢) (64,88).

Com base em intensas investigacdes epidemiologicas e biologicas da LLA-B, hoje ha
algumas conclusdes relevantes sobre os mecanismos por trds do desenvolvimento e progressao
tumoral dessa malignidade hematologica. Primeiro: um estresse imunologico parece ser crucial
para a transi¢do de uma fase pré-leucemia para a evolucdo completa do tumor (Figura 5).
Segundo: os achados bioldgicos conciliam com a robusta carga de dados epidemioldgicos
obtidos ao longo dos anos, mostrando que a exposi¢do de um sistema imune despreparado
(como o das criangas) a um ambiente natural infeccioso pode levar ao surgimento da doenca,
eventos que ocorrem principalmente entre os 2 € 5 anos de idade, corroborando os dados
epidemiologicos (Fig. 1b) (89,90). E, em terceiro lugar, a natureza do segundo Aif oncogénico
parece ser determinada pela soma das interagdes entre o primeiro Ait oncogénico € o estressor

imunolodgico, mas a base mecanicista para isso, no entanto, ainda permanece desconhecida (64).
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2.1.4. Diagnostico e classificacao

O surgimento de células B leucémicas que se acumulam na MO, SP e em diferentes
tecidos extramedulares hematopoiéticos (linfonodos, baco, amigdalas e figado) e ndo-
hematopoiéticos (sistema nervoso e testiculos) define a trajetéria clinica da LLA-B. Os
pacientes com essa doenca geralmente apresentam sintomas inespecificos, como a perda de
peso sem motivo aparente, sudorese noturna e febre (conhecidos como ‘sintomas B’), assim
como palidez, fadiga, dispneia, hemorragias ou hematomas, perda de apetite e uma
susceptibilidade maior a infec¢des graves. Outras caracteristicas comumente encontradas sdo
linfadenopatia, esplenomegalia ou hepatomegalia, que ocorre em muitos pacientes (1,2,91).

Os achados de sangue total e MO incluem uma alteragdo quantitativa em todas as trés
linhagens celulares (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) e é o achado mais comum no SP. Um
hemograma revela principalmente um quadro de pancitopenia, com anemia (normocitica e
normocrdmica), trombocitopenia (<100.000 plaquetas/mm?®) e neutropenia, uma combinagao
de eventos conhecidos como triade da leucemia, que reflete a insuficiéncia da MO. A contagem
de leucdcitos também pode encontrar-se frequentemente diminuida, no entanto, uma contagem
global alta pode ser evidente em alguns casos, com a presenga rara de blastos naqueles pacientes
leucopénicos, mas uma presenca numerosa naqueles com leucocitose (1,49,92).

A aspiragdo da MO ¢ crucial, pois, além da morfologia e citoquimica, também facilita a
realizagdo de testes aprimorados de citogenética e biologia molecular, bem como a
imunofenotipagem por citometria de fluxo. Atualmente, a suspeita inicial de leucemias agudas
¢ principalmente determinada pela presenga >20% de blastos no compartimento medular,
embora um percentual mais baixo ndo exclua o diagnostico. Na avaliagdo morfoldgica, o
acumulo de blastos ¢ muitas vezes reconhecivel em baixa ampliacdo (10x ou 20x) por sua
hipercelularidade e uniformidade, onde os pacientes exibem maior celularidade com
substituicdo do tecido adiposo e elementos normais por clones leucémicos, com alguns
precursores de linhagem mieloide residuais de aspecto normal e megacaridcitos diminuidos ou
ausentes (49,91).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo emergiu como um pilar central na
caracterizacdo imunofenotipica do SP e do aspirado medular, sendo crucial para especificar a
linhagem celular transformada e facilitar a subclassificacdo dos diferentes subtipos de LLA-B,
isto €, o estagio maturativo da célula maligna (80). Isso geralmente ¢ feito através da
identificacdo de antigenos de membrana, citoplasmaticos ou nucleares, também conhecidos

como clusters de diferenciagdo (CD), presentes na superficie das CLs ou em seu compartimento
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intracelular. Portanto, a LLA-B pode ter sua subclassificagdo feita avaliando o fendtipo em:

Pro-B, B comum, pré-B e B madura (Quadro 1) (49,93,94).

Quadro 1. Perfil imunofenotipico das leucemias de linhagem B e T.

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a Tdt Ig
Pro-B - + + + + -

B Comum + + + + + -
Pré-B + + + + + C-mp
B Madura + + + + + +
Linhagem T CDla CD2 CD3 CD4 CD7 CDS8
Pro6-T - - C - + -
Pré-T - + C - + -

T Cortical + + C + + +

T Medular* - + C.,S + + +

Abreviagoes: Tdt, desoxinucleotidil transferase terminal; Ig, imunoglobulina; C, citoplasmatico; S, superficie; +,
expressdo do antigeno; £, expressdo variavel, frequentemente positiva; -, auséncia de expressdo do antigeno; *néo
sdo duplo-positivos (CD4"CD8"). Fonte: adaptado de McGregor et al., 2012 (95).

Em uma andlise de triagem de leucemia aguda, o primeiro momento inclui a
identificagdo imunofenotipica da ampla linhagem linfoide seguida da identificagdo precisa do
subtipo (Quadro 1). Na LLA-B, os marcadores mais importantes para a triagem e diagnostico
incluem CD10, CD19, CD22, CD79a e Tdt, por exemplo (96,97). O pool menos diferenciado
da linhagem B expressa marcadores mais precoces, que sao CD19, CD22 e CD79a, definindo,
portanto, a LLA Pré-B. A positividade para CD10 (antigeno Calla) define o subtipo LLA-B
comum e a expressdo da cadeia mp pesada citoplasmatica de imunoglobulina (Ig) define o
subtipo Pré-B, enquanto a expressao adicional de Ig de superficie, com expressdo fraca ou
ausente de CD10, define a LLA-B madura (96,98,99).

A analise de anormalidades genéticas, realizada por meio dos testes de citogenética e
biologia molecular, foi recém reconhecida como importante no diagnostico, progndstico e na
selecdo do tratamento mais adequado (49). Esses parametros foram incorporados pela primeira
vez na classificacao da LLA pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2008 (100). Desde
entdo, a segunda categoria de LLA-B referida como 'Leucemia Linfoblastica de células B, com
anormalidades genéticas recorrentes' tem sido baseada em achados citogenéticos especificos,
com uma gama mais ampla de anormalidades recorrentes adicionadas a classificagdo da OMS

de 2016 e de 2022, que incluiram novos diferentes subtipos (Quadro 2).
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Quadro 2. Classifica¢ao da LLA, conforme a OMS.

Leucemia aguda de células B

Leucemia Linfoblastica de células B, sem outra especificagdo
Leucemia Linfoblastica de células B, com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia Linfoblastica B com alta hiperdiploidia
Leucemia Linfoblastica B com hipodiploidia
Leucemia Linfoblastica B com BCR::ABL1 fusionado
Leucemia Linfoblastica B, BCR::ABLI-like
Leucemia Linfobléstica B com rearranjo KM7T2A4
Leucemia Linfoblastica B com ETV6.:RUNXI fusionado
Leucemia Linfoblastica B, ETV6::RUNXI-like
Leucemia Linfoblastica B com TCF3::PBX]I fusionado
Leucemia Linfoblastica B com /GH::IL3 fusionado
Leucemia Linfoblastica B com TCF3::HLF fusionado

Leucemia aguda de células T

Leucemia Linfoblastica de células T, sem outra especificacdo

Leucemia Linfoblastica precursora de células T precoce

Fonte: adaptado de Arber et al., 2016 (93), Terwilliger & Abdul-Hay, 2017 (1) e Alaggio et al., 2022 (101).

2.1.5. Manejo clinico e prognostico

O tratamento da LLA-B ainda ¢, no geral, baseado no uso combinado de farmacos
quimioterapicos. Normalmente, o amplo espectro de protocolos de quimioterapia existentes
para essa doenga adota uma estratégia de varias etapas no manejo do paciente, que inclui
diferentes fases com objetivos especificos, como as terapias de Inducdo, Consolidacido e
Manuteng¢ao, contendo etapas de profilaxia do SNC em intervalos ao longo do tratamento do
paciente (1,102).

A indugdo geralmente segue um curso de 3—4 semanas e refere-se a um primeiro
momento em que o objetivo ¢ induzir o controle total da carga leucémica por meio do uso de
quimioterapia citotoxica, de modo que o paciente atinja a remissao clinica completa sem que
haja a positividade para a doenga residual mensuravel (DRM), ou seja, presenca de células
leucémicas remanescentes. Nessa fase, o firmaco, dosagem e o0 momento da administragao sao
baseados em varios critérios de estratificacao de risco ao diagnostico, como idade, contagem
global de leucocitos, infiltragdo do SNC e presenca de anormalidade cromossdmica (103—105).

A fase de consolidagdo, por sua vez, ¢ geralmente de intensidade semelhante ou
ligeiramente menor que a terapia de indugao e dura de 4—6 meses. Ela tem por objetivo eliminar
possiveis cargas de tumor remanescentes que persistem apos o inicio da fase de indug@o. Assim

como na fase anterior, alguns critérios como idade, capacidade de tolerar o tratamento intensivo
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e citogenética podem influenciar na estratégia terapéutica. A terapia de consolidagdo ¢ aplicada
somente quando a doenga ja estd em remissdo e os quimioterapicos administrados sdo
combinados em doses mais altas que na terapia de inducdo, para evitar a quimiorresisténcia das
CLs. Apos essa fase, alguns protocolos realizam uma reindugdo, que consiste num tratamento
intensificado, usando quimioterapicos semelhantes aos da fase de indugao (105-108).

Por fim, na fase de manutengao, o objetivo consiste em prevenir a recaida da doenga
apos as etapas anteriores. A intensidade da quimioterapia nessa fase ¢ consideravelmente menor
do que nas etapas anteriores, sendo, no geral, baseada em doses mais baixas de quimioterapicos,
durando em torno de 1-2 anos. Em alguns casos, a quimioterapia de manutencao também pode
incluir novos farmacos que nao foram utilizados durante o tratamento de indugdo ou
consolidac¢do. A intensidade da dose de quimioterapia citotoxica que pode ser administrada
também pode variar de acordo com o estado de desempenho e bem-estar geral do paciente, que
estdo ligados a idade e a outros parametros (105,109).

No Brasil, o tratamento baseado em quimioterapia para leucemias na infancia avangou
significativamente apds mais de 40 anos de pesquisa clinica. Brandalise et al. (110) foram os
pioneiros neste segmento, estabelecendo os primeiros protocolos nacionais direcionados ao
manejo clinico da LLA. Em 1993, a equipe iniciou os primeiros protocolos multicéntricos de
tratamento da LLA infantil, estabelecendo o Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemias na
Infancia (GBTLI), que realizaram diferentes investigacdes entre os anos de 1982, 1985, 1993 ¢
1999.

Uma década depois, em 2009, o GBTLI estabeleceu uma nova estratégia terapéutica
que, em menos de 10 anos de seguimento, elevou significativamente as taxas de sobrevida livre
em criancas tratadas com esse protocolo. Esta nova proposta de tratamento, chamada de
GBTLI-2009, estratificava os grupos terapéuticos em baixo risco (BR) e alto risco (AR) com
base em diferentes parametros clinicos e fatores de prognostico (Quadro 3). Os pacientes
tratados pelo GBTLI-2009 foram profundamente beneficiados com ~76,3% de aumento da taxa

de sobrevida livre de eventos para o grupo BR e 59,8% para o grupo AR (111).
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Quadro 3. Critérios para estratificacdo de grupos de risco ao diagnostico (GBTLI-2009).

Parametros clinicos Baixo Risco Alto Risco
Idade >1e<9 anos <1 ou > 9 anos
Contagem global de leucocitos <50.000 / mm® >50.000 / mm?
Infiltragcdo no SNC Ausente Presente

Auséncia de achados Presenca de anormalidades de AR:

Anormalidades genéticas citogenéticos de AR £(9;22) BCR-ABL ou t(4;11) MLL-AF4

Abreviagdes: AR, alto risco; BR, baixo risco; SNC, sistema nervosos central. Fonte: adaptado de Salina et al.,

2016 (111).

Outro protocolo com grande reconhecimento internacional ¢ o do grupo alemao Berlim-
Frankfurt-Munique (BFM) chamado, em sua versao de 2009, de BFM-2009. Esse regime
terapéutico utiliza uma abordagem de estratificacdo de pacientes em grupos de risco para
recidiva (112). Através desse protocolo, foi introduzida uma nova combinagdo de farmacos
distribuidos em dois blocos distintos de quimioterapia, com um foco principal no uso do
metotrexato (MTX), criando-se entdo o protocolo BFM. Devido a notavel eficacia, reducao do
tempo de tratamento e aumento de sobrevida, esse regime de tratamento foi amplamente
adotado, especialmente para aqueles pacientes com leucemias de alto risco (113).

No protocolo BFM-2009, os critérios de estratificagdo de risco (Quadro 4) incluem a
avalia¢do do envolvimento do SNC, a imunofenotipagem das CLs, a presenga de translocacdes
como a t(9;22), o quantitativo de blastos na circulacdo periférica ao D8 e o alcance da remissao
no D33. O tratamento baseado no protocolo BFM-2009 ¢ dividido em quatro fases principais:
Indugao, Consolidagao, Reindugao e Consolidagao Intensiva, além das fases de Manutencao e

Profilaxia do SNC (112-114).
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Quadro 4. Critérios para estratificagao de grupos de risco (BFM-2009).

Risco

teant
Intermediario Alto Risco

Baixo Risco”

-RI: DRM >10% ou MO M3 no D15
- Idade: >1 a <6 anos
- BR: DRM >10%

- SP no D§: <1.000 blastos/pL ;
"o , .as oS ) T odos os p acientes que _ gp 5 D8 >1.000 blastos/pL
- Contagem de leucocitos: <20.000/pL ndo forem estratificados L .
- MO M2/M3 no D33 da quimioterapia

- DRM <0.1% ou MO M1/M2 no D15 como BR ou AR. X
| MO M1 1o D33 da quimioterapia - Translocagoes: t(9;22) ou t(4;11)
- Hipodiploidia: <44

Abreviagoes: AR, alto risco, BR, baixo risco; DRM, doenga residual mensuravel; MO, medula éssea; RI, risco
intermediario; SP, sangue periférico. Notas: Medula M1, <5% blastos; Medula M2, 5% a <25% de blastos; Medula
M3, >25% de blastos. *Todos os critérios devem ser preenchidos. #“Somente um destes critérios ja classifica como

alto risco. Fonte: Adaptado de Laks et al., 2003 (114) e Gongalves et al., 2024 (113).

Representando a principal instituicdo de diagnostico e tratamento de leucemias infantis
da regido norte do Brasil, a Fundacio HEMOAM atualmente adota os critérios estabelecidos
pelo GBTLI e BFM na rotina clinica para o tratamento da LLA-B. Este protocolo ¢ organizado
em 6 fases, sendo elas as terapias de Pré-fase, Indu¢ao da Remissao, Consolidagdao da Remissao,
Intensificacdo, Consolidacdo Tardia, e, por ultimo, Manutengdo. Neste protocolo, a
estratificacdo de grupos de risco baseia-se na resposta a terapia, avaliada no 8° dia da fase de
inducdo (D8) pela contagem de blastos no SP, no 15° dia da fase de inducdo (D15) pela
avaliacdo morfoldgica da MO e DRM por citometria de fluxo, e no 35° dia da terapia de indugao
(D35) através da analise morfologica da MO, DRM por citometria de fluxo e biologia
molecular. A analise desses parametros pode indicar a necessidade de mudancgas na abordagem
terapéutica e no grupo de risco, de modo a melhorar o suporte clinico e aumentar a sobrevida
dos pacientes (97,110,115).

A andlise de DRM ¢ um importante indicador clinico de resposta a terapia, pois consiste
na avaliagdo de CLs residuais sobreviventes a quimioterapia e que sao capazes de repovoar a
MO, resultando em episodios de recidiva da doenga, caso ndo tratada. Dessa forma, quando um
paciente exibe niveis tecnicamente “positivos” de DRM, isto ¢, valor >0.01% (10™#) de CLs na
MO, o risco de recidiva ¢ significativamente maior do que aqueles pacientes que exibem niveis
“negativos” ou inferiores a 0.01%. Portanto, quanto maior o valor de DRM ao final da fase de
inducdo, maior € o risco de recaida e menor ¢ a taxa de sobrevida, de acordo com diferentes

relatorios (97,116) .
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A adogao de todos esses critérios nos regimes terapéuticos contemporaneos tornou as
taxas de sobrevivéncia de criangas com LLA-B bem maiores, conforme ja mencionado. Embora
isso seja clinicamente encorajador, em torno de 20% dos pacientes ainda assim ndo conseguem
responder a quimioterapia padrdo, permanecendo refratarios a terapia primaria ou entrando em
recaida ap6s a remissdao completa inicial, sendo, portanto, individuos com pior progndstico
(117,118). Dessa forma, a exploragao de novas abordagens terapéuticas para LLA-B pediatrica

¢ urgentemente necessaria e no futuro podera beneficiar todos os grupos terapéuticos.

2.2. NICHOS E MICROAMBIENTES DA MEDULA OSSEA

As CLs dependem de diferentes interacdes dentro de microambientes constituidos de
células estromais, hematopoiéticas e/ou imunoldgicas que regulam a sua sobrevivéncia,
expansdo proliferativa e dissemina¢do metastatica. Esses microambientes especializados sdo
amplamente referidos como ‘nicho’, um conceito inicialmente proposto por Schofield ha mais
de 50 anos (119). Um representante importante desses nichos ¢ a MO, compartimento que
basicamente suporta muitas fungdes das células-tronco na hematopoiese e no reparo tecidual.
Durante a progressdo do tumor, as CLs sequestram muitas fungdes homeostaticas para
promover o crescimento tumoral. Neste sentido, o microambiente da MO est4 posicionado no
centro dos mecanismos de patogénese, progressao e quimiorresisténcia dessas malignidades
hematologicas (4,120,121). Compreender como as CLs e os diferentes reguladores celulares e
moleculares derivados do nicho interagem requer um conhecimento amplo da organizagao

microanatomica e propriedades funcionais da MO.

2.2.1. Arquitetura anatomica e funcional

A MO ¢ um tecido notavelmente multifuncional que engloba muitos tipos de células
hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas, interligadas por uma rede vascular e inervada dentro
de cavidades nos ossos longos e axiais em humanos e camundongos (Figura 6) (122). O
esqueleto axial, composto pelo cranio, 0sso esterno, costelas, vértebras e ilio, ¢ o principal sitio
hematopoiético em humanos e a porcao funcional desse compartimento ¢ conhecida como
‘medula vermelha’ que, ao longo da vida, € progressivamente substituida por tecido adiposo
(‘medula amarela’) com pouca ou nenhuma atividade hematopoiética (122—124).

Os conhecimentos atuais sobre a MO sdo principalmente baseados em estudos de ossos

longos, como o fémur. Esse compartimento ¢ composto por uma camada periosteal altamente
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vascularizada e inervada que recobre a superficie externa do 0sso, permitindo a entrada e saida
de vasos sanguineos e fibras nervosas para a cavidade 6ssea e medular (Fig. 6a) (125-127).
Além disso, essa camada, chamada de peridsteo, estd localizada juntamente com uma camada
endosteal, o endosteo, que, por sua vez, encontra-se na interface entre o 0sso e a propria medula
(122,128,129). No compartimento central, artérias e veias ramificadas (arteriolas e sinusoides)
correm em paralelo com o eixo medular, geralmente mais proéximas da parede do enddsteo
(122,128). Essa rede de vascularizagdo permite a remogao eficiente de produtos residuais da
MO, assim como a entrega ideal de nutrientes, oxigénio, hormonios, neurotransmissores €
fatores de crescimento (130,131).

Existem dois nichos medulares anatomicamente distintos que geralmente estao situados
na didfise (parte central) e epifise (extremidades) de ossos longos (126,132) (Fig. 6a). O nicho
central, localizado no centro da cavidade medular, recebe a maior parte da rede de vasos
sanguineos ¢ compoe >90% do volume medular (Fig. 6¢). Cerca de 85% das células-tronco
hematopoiéticas (CTHs) estdo abrigadas nesse nicho, responséavel pela producdo diaria de
células sanguineas, especialmente de linhagem mieloide (132—134). Por outro lado, o nicho
endosteal, localizado proximo ao enddsteo, ocupa <10% do volume medular e € enriquecido
com ~15% de CTHs (132,135). Curiosamente, estudos destacam o papel desse nicho como
compartimento reserva, ja que ele regula a autorrenovacdo, diferenciacdo e quiescéncia de
células-tronco, e mostrou ser importante na regeneracao hematopoiética apds dano tecidual, em

particular para a linhagem linfoide (127,136).

2.1.1. Na hematopoiese normal

O estroma da MO contém uma diversidade de células que suportam as propriedades
funcionais das células-tronco ao longo da vida, como a autorrenovacao, maturagao, apoptose,
repouso e trafego, conhecidas em conjunto como os papéis classicos do microambiente medular
(Fig. 6b). Em homeostase, esses componentes formam uma unidade anatomica e funcional que
integra diferentes sinalizagdes de origem endocrina, autocrina e pardcrina para atender as
necessidades do organismo como um todo, seja sustentando o pool local de CTHs ou induzindo
a diferenciacao desses progenitores em células sanguineas maduras e funcionais para abastecer

os diversos tecidos da periferia (132,135).
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Figura 6: Microarquitetura da medula éssea. a | O principal sitio de hematopoiese ap6s o nascimento ¢ a medula

Ossea, presente no interior de varios ossos, como o fémur. Na epifise e diafise desses ossos longos, geralmente
estdo localizados os nichos hematopoiéticos do compartimento medular. b | Proximo ao endésteo, o nicho
endosteal ocupa o menor espaco da medula (<10%) e abriga um pequeno pool reserva (~15%) de células-tronco
hematopoiéticas (CTHs). Este compartimento recebe menos vascularizagdo e parece regular a quiescéncia de
CTHs e atuar na regeneragdo hematopoiética, especialmente da linhagem mieloide. Ja o nicho central, que possui
a maior rede de vascularizagdo e ocupa 90% do volume da medula 6ssea, abriga mais de 85% das CTHs e atua na
producdo diaria de células sanguineas, principalmente de linhagem mieloide. Fonte: adaptado de Pinho et al., 2019

(122) e Méndez-Ferrer et al., 2020 (132).

Os principais componentes do nicho tecidual hematopoiético incluem as proprias CTHs,
células-tronco mesenquimais (CTMs), células de revestimento Osseo, osteoblastos,
osteoclastos, células endoteliais, pericitos, células de Schwann nao mielinizantes, adipdcitos,
megacariocitos e macrofagos residentes de tecido, assim como diferentes tipos de células
imunes (121,137). Todas foram reconhecidas como criticas na manutencdo do nicho
hematopoiético saudavel, sendo simultaneamente dependentes desse microambiente para
regulagdo de suas fungoes.

As CTHs sao precursores multipotentes que se diferenciam em células de linhagem
mieloide ou linfoide (Figura 7) e possuem capacidades regenerativas de curto e longo prazo.
Essas células, portanto, podem exibir um estado proliferativo ou quiescente, definindo
pequenos pools de CTHs ‘autorrenovaveis transitorias’ ou ‘quiescentes’ (138,139). O atributo
unico das CTHs de dar origem a todos os subtipos de células sanguineas maduras as colocam
no topo da hierarquia hematopoiética (Fig. 7a). Além disso, o fato de serem autorrenovaveis

permite que, durante sua divisdo assimétrica, uma fragao das células-filhas geradas retenham
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suas propriedades de origem, para que assim o compartimento de CTHs nao seja esgotado
(140).

As CTMs, de forma semelhante as CTHs, também s3o multipotentes e autorrenovaveis,
mas dao origem a outros tipos de células que atuam, por exemplo, na remodelacdo 6ssea ou na
formacao de tecido adiposo, como os osteoblastos e os adipocitos, respectivamente (141). Essas
células-tronco também exibem capacidade de diferenciar-se em pericitos, fibroblastos e células
endoteliais; portanto, representam um componente essencial para a formac¢ao do nicho medular
que suporta a hematopoiese (142). Alguns relatoérios mostraram que as CTMs preservam o pool
de CTHs, regulando sua quiescéncia, proliferacdo, diferenciacdo e mobilizacdo dentro do nicho
medular, seja no contexto da producdo didria de células sanguineas ou na hematopoiese
regenerativa apds dano tecidual (143). Especificamente, um subconjunto de CTMs, conhecido
como células reticulares abundantes em CXCL12 tem se mostrado essencial para manter a
sobrevivéncias de CTHs in vivo, em parte devido a alta producdo dessa quimiocina e de outras
moléculas soltiveis no microambiente medular, como o fator de células-tronco (SCF) (144).

As células de revestimento 6sseo (Bone-lining cells) sdo precursoras de osteoblastos e
osteocitos, e estdo localizadas na superficie endosteal juntamente com os osteoclastos (145).
Todas essas células atuam na remodelacdo d0ssea e sdo parte integrante do estroma medular, ja
que eles possuem fung¢des importantes na hematopoiese; talvez por regular um microambiente
indutor de sobrevivéncia, expansiao e mobilizagdo de CTHs para preservar a homeostase local
(146).

Os adipocitos derivados da MO que ao longo do tempo povoam esse compartimento ja
foram simplesmente considerados como um “preenchimento”, sem relevancia funcional no
nicho medular. Essa visdo mudou nos ultimos anos € um papel muito mais complexo foi
proposto. Alguns relatdrios mostraram que eles regulam negativamente a hematopoiese,
possivelmente por manter as CTHs em um estado quiescente (147). Isso coincide, portanto,
com o fato de que a substituicdo da medula vermelha por tecido adiposo causa um impacto
funcional relevante no tecido hematopoiético ao longo da vida, sugerindo, assim, uma atuacao
crucial dos adipdcitos nesse processo.

As células endoteliais e os pericitos, que formam os capilares especializados da MO,
isto €, os sinusoides e as arteriolas, sdo componentes importantes do nicho para controlar o
homing das CTHs e de outras células derivadas. Além da funcdo classica de fornecer
suprimentos para a MO, as células endoteliais também suportam a proliferacao de progenitores
hematopoiéticos. Sabe-se hoje que em torno de 60% das CTHs estdo aderidas ao endotélio

sinusoidal medular, que também exibe uma alta produgdo de CXCL12 e SCF (148).
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Outros tipos de componentes-chave que contribuem na regulagdo do nicho sdo os
megacaridcitos e os macrofagos residentes do tecido. Os megacariocitos contribuem regulando
a quiescéncia homeostatica das CTHs por meio da produ¢ao de CXCL4 e fator transformador
de crescimento (TGF)B (149). Ja os macrofagos locais mostraram ser criticos na manuten¢ao
do nicho endosteal, ja que a auséncia dessas células na MO leva a mobilizagdo de CTHs para a
circulacao sanguinea periférica (150). De fato, essas células inatas facilitam o homing, a
expansao e a quiescéncia das CTHs, e sdo essenciais para a diferenciagdo de CTMs em células

osteogénicas, apoiando, portanto, a remodelagdo dssea (151).

2.1.2. No nicho transformado

Diferentes descobertas sugerem que malignidades hematologicas podem se originar dos
nichos hematopoiéticos ou que certas alteracdes genéticas e funcionais nesses nichos
influenciam no surgimento desses tumores. Até o momento, o potencial do nicho estromal como
um condutor etioldgico e/ou facilitador da progressao leucémica ainda ndo foi totalmente
esclarecido, mas representa uma questdo paralela ao antigo enigma do “ovo ou a galinha”
(132,152-154).

Em linha com essas ideias iniciais, agora se sabe que os nichos hematopoiéticos exercem
contribui¢des criticas no contexto da tumorigénese na LLA-B: a aquisicdo de mutacdes
genéticas ou disfungdes em componentes do nicho, que predispdem ao desenvolvimento do
tumor, e a conversao do microambiente normal em compartimentos “leucémicos” pelas células
B malignas, que sequestram suas fun¢des homeostaticas por meio da remodelacdo do nicho
para se expandir e sobreviver (154). Nesse sentido, a LLA-B ¢ agora considerada uma doenga
sistémica que induz muitas alteragcdes funcionais e de composi¢cdo ndo somente do nicho
hematopoiético, mas do sistema imunolégico como um todo.

As propriedades unicas do compartimento medular, em especial, o conferem
excepcionalmente um potencial de ser um “solo fértil” para o desenvolvimento e progressao
tumoral. Isso vem sendo apoiado por diferentes investigagdes que indicam claramente o
impacto profundo desse compartimento na proliferagdo, sobrevivéncia, quimiorresisténcia e
disseminagdo metastatica de CLs, independentemente da paisagem genética da doenca (154).
Além disso, estudos posteriores mostram claramente que as populagdes celulares do
microambiente participam e suportam esses mecanismos, como uma consequéncia do nicho

transformado (132).
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Figura 7: Hematopoiese normal e leucémica. a | A estrutura hierarquica da hematopoiese normal ¢ mantida

pelas células-tronco hematopoiéticas (CTHs), que possuem capacidades unicas de autorrenovagdo e de originar
varias células progenitoras multipotentes. Essas células progenitoras, por sua vez, exibem potencial proliferativo,
mas estdo agora comprometidas com uma ou mais linhagens celulares. Os progenitores entdo produzem diferentes
células precursoras que, em seguida, originam varios tipos de células hematopoiéticas terminalmente
diferenciadas, que sdo a base da piramide hematopoiética. b | A hematopoiese desordenada caracteristica da
leucemia € mostrada no contexto da LLA-B. As CTHs residem no topo dessa piramide de desenvolvimento, mas
apenas algumas delas podem ser levadas a transformag¢do maligna apds um primeiro hit oncogénico e dar origem
a clones pré-leucémicos. Estes, sob certas condi¢des (apos um segundo hit oncogénico), originam as células B
leucémicas de fendtipo e morfologia primitiva, que caracterizam esse tipo de malignidade hematologica. Portanto,
o acumulo dessas células leucémicas suprime o desenvolvimento de outras células sanguineas, embora uma parte

seja relativamente preservada. LLA-B, leucemia linfoblastica aguda de células B; NK, natural killer. Fonte:
adaptado de Khwaja et al., 2016 (47) e Cobaleda et al., 2021 (64).

As CTMs, conforme ja discutido, representam componentes-chave na regulagdo da

hematopoiese normal. Nao ¢ surpreendente, portanto, que exista uma comunicacao intrinseca
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entre essas células multipotentes e CLs que leva a geracao de um microambiente de suporte a
leucemia. Embora algumas analises citogenéticas tenham descartado a presenga de alteracdes
cromossomicas em CTMs na maioria dos casos de LLA-B (155), exceto a translocacdo t(4;11)
MLL-AF4 (155), uma maior atividade regulatoria e capacidade proliferativa reduzida foi
observada em CTMs da MO em pacientes com LLA-B ao diagnostico (156). Isso foi apoiado
por relatorios subsequentes que indicaram menor capacidade de producao de CXCL12 em
comparac¢do a CTMs de MO saudavel (157), mas uma producao robusta de mediadores soluveis
como CCL2, CXCL9, CXCL10, interleucina (IL)-6 e IL-8 (CXCLS) (158).

As células osteogénicas sdo potencialmente alteradas durante a progressdo da LLA-B,
sendo descrito estudos que indicam a influéncia direta das CLs na formacao ¢ manutencao da
matriz dssea, resultando em perda dssea grave (159). Esses eventos relacionados a tumorigénese
foram documentados em modelo murino de LLA-B/BCR-ABL", como resultado da ativagdo
intensa de osteoclastos que induzem a reabsor¢ao dssea (160). Em parte, isso pode ser explicado
pela capacidade das CLs em inibir a diferenciacdo das CTMs em osteoblastos (161).

A angiogénese ¢ uma caracteristica comum em muitas malignidades hematologicas. Na
leucemia, as CLs consomem muito oxigénio, secretam moléculas pro-angiogénicas, como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e mostraram moldar a vascularizagdo do
compartimento medular (162). Um aumento na fra¢dao de células endoteliais foi observado na
MO de camundongos enxertados com CLs derivadas de LLA-B (163). Alinhado a isso, uma
angiogénese aumentada na MO de criangas com LLA ¢ claramente compardvel com um grupo
saudavel de mesma idade e com pacientes em fase de remissdo da doenga, embora o seu valor
progndstico ndo tenha sido determinado (164). Outro papel emergente das células endoteliais é
na dissemina¢do metastatica de CLs, ja que elas impulsionam a transmigracdo endotelial por
meio da secregdo de diferentes quimiocinas, como CXCL12 (165).

Um sistema imune alterado também ¢, de longe, uma caracteristica marcante para o
desenvolvimento e progressdo de tumores. No contexto da LLA-B, a contribui¢ao das células
imunes inatas, adaptativas e de seus produtos (citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento)
para a conversdao do microambiente normal em nichos leucémicos € um topico ainda distante
de ser totalmente elucidado, mas tornou-se nos ultimos anos um alvo atraente em termos de
pesquisa basica e clinica para melhorar o manejo clinico da doenca (166).

As células mieloides sdo componentes-chave nesse contexto, ja que elas sdo quase
sempre recrutadas em larga escala para o TME em diferentes tipos de cancer. O papel dessas
c¢lulas inatas na leucemia ¢ agora um ponto de extrema relevancia. Macrofagos e mondcitos,

por exemplo, mostraram proteger CLs em diferentes sitios extramedulares, além do
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compartimento central da MO, e esses mecanismos ocorrem tanto pela produg¢ao de mediadores
inflamatoérios e anti-inflamatorios como pelo contato célula-célula (167,168). Curiosamente, a
monocitose em pacientes com LLA-B mostrou ser um fator preditivo de sobrevida global
significativamente reduzida e maior risco de recaida, enquanto a elimina¢do de mondcitos em
modelos murinos de leucemia resultaram em sobrevida global aumentada (169).

Alguns relatorios adicionais também mostraram concordantemente que células
supressoras de origem mieloide (MDSC), neutréfilos e células dendriticas também atuam na
proliferacdo de CLs e utilizam diferentes mecanismos inibitérios para interromper a ativagao
de células T, dificultando a iniciacdo de respostas antileucémicas (166). Um aumento na
frequéncia de MDSCs na MO e SP ¢ comum em pacientes com LLA-B e foi fortemente
relacionado com a quimiorresisténcia, presenca de DRM e carga tumoral elevada. Em contraste,
uma baixa frequéncia dessas células foi relacionada a um melhor prognostico (170).

Os neutrofilos, embora tenham sido pouco estudados até o momento, exibem alteragoes
funcionais importantes na leucemia ¢ mostraram reduzir a capacidade proliferativa das células
T e sua producdo de interferon (IFNy). Da mesma forma, as células dendriticas sao
funcionalmente comprometidas e essas mudangas parecem ser especificas da LLA-B, ja que
pacientes com LLA-T, no geral, exibem niimeros comparaveis ou até aumentados dessas células
apresentadoras de antigeno (APCs) (171). Neste contexto, ¢ concebivel propor que um
comprometimento geral da fun¢do dessas células imunes inatas possa ser relevante na inibi¢ao
de novas respostas antileucémicas (ou pré-existentes) no curso da doenga.

De fato, o crescimento progressivo das CLs leva a expansao de cé€lulas T regulatorias
(Treg) que tornam o microambiente mais tolerogénico, evitando assim o ataque mediado por
células imunes antitumorais. Uma propor¢ao maior de células T (mas nio de células Treg) no
compartimento da MO, ao diagndstico, foi capaz de predizer uma resposta medular favoravel a
quimioterapia (6). Embora isso seja atraente, a maioria dos relatorios disponiveis apontam que
as células Treg estdo frequentemente elevadas na LLA-B e que esse aumento impacta
negativamente na resposta terapéutica. Isso € explicado, em parte, pela alta concentragao de IL-
10 e TGF-B na MO desses pacientes, produzida em larga escala por células Treg no
microambiente transformado (5).

Em resumo, por meio de intensas investigagdes, o conhecimento sobre o nicho medular
progrediu muito nos ltimos anos, revelando uma rede complexa de constituintes que interagem
de forma dinamica e especifica com células hematopoiéticas normais enquanto preparam um
microambiente permissivo para suas contrapartes malignas na LLA-B. Portanto, o conceito de

que a sobrevivéncia/evolugdo de células B malignas (isto ¢, em fase pré-leucémica para a
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leucemia desenvolvida) seja estritamente dependente da soma entre alteragdes genéticas e
fatores externos ambientais, sugere novas ideias de terapias direcionadas e tera implicagdes

clinicas muito importantes neste campo de pesquisa.

2.2.  VIGILANCIA IMUNOLOGICA NA LEUCEMIA

As ‘marcas do cancer' foram propostas pela primeira vez hd mais de duas décadas como
uma ampla gama de alteragdes funcionais adquiridas pelas células saudaveis a medida que elas
progridem de um estado de normalidade rumo a um estado de transformag¢do maligna: a
tumorigénese (172). Na revisdo mais recente deste conceito, apés mais de uma década de
intensas investigagdes bioldgicas, a importancia do microambiente no desenvolvimento e
progressdo de tumores hoje ¢ finalmente reconhecida (173). Considerando seu impacto
sistémico, ¢ importante notar que o cancer induz mudangas funcionais no sistema imunologico
como um todo; portanto, a imunidade ¢ regulada por interagdes entre células de diferentes
tecidos periféricos, além do microambiente tumoral (174).

Ja se passaram mais de um século desde que Paul Ehrlich [1909] propds as primeiras
ideias acerca desses eventos, embora tenham ficado bastante tempo inertes devido a auséncia
de ferramentas adequadas para investigacao cientifica (175). Mais tarde, Lewis Thomas [1959]
reforcou essas hipoteses apontando para um potencial mecanismo imunolédgico direcionado
especificamente pelo antigeno (175,176); mas ¢ a partir das investigacdes de Burnet [1970]
mostrando que essas moléculas (referidas como ‘neoantigenos’) induzem uma reagdo imune
contra o cancer ¢ que foi formulada a teoria da vigilancia imunologica (177).

A ideia de um sistema de vigilancia se tornou entdo a base da imunologia do cancer,
com evidéncias indicando concordantemente que a inflamagao prolongada e o escape do tumor
sdo caracteristicos de sua evolugdo (173). Assim, ha agora um envolvimento direto de células
imunes, incluindo subconjuntos especializados em vigiar a transformagao celular oncogénica,
restringir o crescimento da célula transformada e erradicar carga de tumor subsequente (Figura
8) (174,178). Resultados de experimentos em camundongos imunocomprometidos ajudaram,
portanto, a desvendar a complexidade desses fendmenos e forneceram explicagcdes mecanicistas
para observacdes semelhantes encontradas em humanos (22,175).

Virios tipos de células imunes foram implicados no controle da progressao tumoral,
sendo apoiado por diferentes estudos que incluiram camundongos deficientes de células T e B;
camundongos sem IFNy, IL-12 ou seus receptores; camundongos ausentes de perforinas e

granzimas que nao tinham fun¢ao citotdxica de células T e NK, assim como camundongos
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depletados especificamente para células T ou seus subconjuntos (179-182). Cada um desses
experimentos relatou maior suscetibilidade ao surgimento e/ou evolucdo de tumores
espontaneos ou quimicamente induzidos e, portanto, mostraram o impacto de uma
imunovigilancia considerada deficiente.

Apos a introducao formalizada desse conceito, muito se especulou sobre o motivo de
individuos imunocompetentes ainda desenvolverem tumores, ja que teoricamente eles exibem
um sistema imune integro e funcional (175). A partir de entdo, iniciou-se um novo renascimento
da ideia de que a imunidade controla o desenvolvimento de tumores (Fig. 8a), mas que, durante
a pressao evolutiva desse embate (Fig. 8b), a imunovigilancia ¢ suprimida, resultando na fuga
das células tumorais que transformam o microambiente (Fig. 8¢). Surge, a partir de entdo, uma
teoria nova e complementada da vigilancia imunoldgica —a ‘imunoedi¢do do cancer’ — proposta

ha duas décadas por Dunn & Schreiber (176,183).
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Figura 8: Imunoedicdo do cincer. a | A fim de garantir a homeostase de um tecido recém-transformado pelo processo de
tumorigénese, o sistema imune ¢ alertado sobre a presenca de células malignas que expressam sinais de perigo
caracteristicos que sdo reconhecidos por células imunes, resultando na fase de eliminagdo (ou imunovigilancia,
propriamente dita). b | Ao longo do tempo, a pressdo exercida pelo sistema imune (selecdo darwiniana) leva a edi¢do da
imunogenicidade do tumor, o que torna as células tumorais menos detectaveis pelas células imunes e mais evasivas,
resultando em um processo de equilibrio entre as duas partes. ¢ | Apos a etapa de equilibrio, os tumores editados, ou seja,
aqueles com maiores capacidades imunoevasivas, entram em um ciclo de crescimento desenfreado, levando a mudangas
importantes no microambiente que favorecem seu escape, proliferacdo e disseminagdo metastatica. Fonte: adaptado de

Dunn et al., 2002 (183) e O’Donnell et al., 2019 (184).
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A interagdo entre a imunidade e o cancer € hoje paradoxalmente incorporada ao longo
de trés fases distintas, onde a imunogenicidade do tumor ¢ editada e diferentes mecanismos de
imunossupressdo sdo adquiridos, permitindo a progressdo da doenga. Esses trés processos,
abreviados como os “trés Es do cancer” sdo denominados: Eliminagdo, Equilibrio e Escape
(183). A fase de eliminagao do tumor tem como base o “modelo do perigo”, ideal estabelecido
e defendido inicialmente por Polly Matzinger [1994], onde, para o sistema imune, aquilo que ¢
“estranho” se torna muito mais importante quando causa danos ao tecido normal (185). Isso
ajudou a resgatar o conceito claro de que tumores podem prejudicar muitos tecidos e que isso
seria importante para a imunidade.

A luz dessas discussdes, ¢ evidente que as células imunes sio alertadas sobre a presenca
do tumor quando este comega a exercer pressao fisioldgica anormal sob os tecidos saudaveis
adjacentes, isto ¢, a medida em que se torna “perigoso”. Muitos sinais governam o
desencadeamento da resposta antitumoral e ¢ agora conhecido, portanto, que os bragos inatos e
adaptativos do sistema imune cooperam entre si para reconhecer as células transformadas que
escaparam dos mecanismos intrinsecos de apoptose e elimina-las antes que se tornem
clinicamente detectaveis (183).

A segunda fase ¢ marcada pelo equilibrio dindmico entre o sistema imune € o tumor.
Neste processo, as células tumorais com maior capacidade de sobrevivéncia a pressdo
imunolodgica (resposta imune antitumoral) sdo selecionadas para reconstituir uma carga
neoplésica menos imunogénica e com capacidades invasivas aprimoradas (176,183). Essas
conclusdes foram baseadas em estudos seminais que mostraram que a imunidade pode conter
o crescimento do tumor e manté-lo oculto em um estado de equilibrio, de forma dependente de
células T, IFNy, IL-12 e IL-23, por exemplo (186—188).

Consequentemente, esses eventos levam a terceira fase, que ¢ a fuga do controle
imunologico. Neste processo de escape, as células tumorais sobreviventes que adquiriram
resisténcia a imunidade se proliferam de maneira descontrolada e transformam o microambiente
para sustentar sua expansdo e dissemina¢do metastatica, resultando na doenca clinicamente
observavel (183). Ao longo dos ultimos anos, essas caracteristicas foram finalmente
reconhecidas como as principais marcas do cancer.

Em malignidades hematologicas, essas caracteristicas ainda ndo foram exploradas ou
debatidas com clareza, mas ¢ importante notar que esses diferentes processos de imunoedigao
sao preservados ndo somente em tumores solidos, mas também em malignidades hematoldgicas
como a leucemia (4). Diferentes investigagdes mostram que as CLs podem ser eliminadas por

células imunes citotoxicas (14,189) e que, com o passar do tempo, essas células tumorais
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adquirem capacidades de escape através do aumento da expressao de receptores € mediadores
soluveis inibitorios, que atenuam a imunovigilancia e promovem a evolugdo da doenga em

diferentes compartimentos extramedulares (3,5).

2.2.1. Interacio células imunes—células leucémicas

Ao longo do processo de imunoedicdo, as células imunes, em particular as células T
citotoxicas e células NK, sdo importantes para restringir o crescimento tumoral, especialmente
na primeira fase (Fig. 8a). Enquanto a ideia inicial de vigilancia imunologica estava sendo
intensamente debatida, os achados de Stutman et al. (190) e Barnd et al. (191) impulsionaram
0 corpo crescente de evidéncias que apoiam este conceito, demonstrando que essas duas
populacdes celulares sdo indispensaveis para evitar o surgimento ¢ a evolucao de tumores.

As células NK foram descobertas como bragos especializados da imunidade inata,
devido aos seus mecanismos unicos de detectar e eliminar células-alvo. Atualmente, a
frequéncia, infiltracdo e diferentes caracteristicas dessas células citotdoxicas em muitos tipos de
cancer sdo reconhecidas como protetivas no contexto do desfecho clinico. Isso inclui um
sistema de reconhecimento regulado por receptores/correceptores de ativagao e inibi¢ao que
juntos determinam a morte ou a sobrevivéncia do alvo, destinos garantidos principalmente pela
expressao ou auséncia de MHC de classe I (MHC-I) (192).

Alguns estudos importantes demonstraram que, na LLA-B, as CLs expressam diferentes
moléculas relacionadas ao estresse celular que sdo ligantes para receptores de células NK
(NKR) (193,194). No entanto, a expressao desses NKRs pode ser moldada de modo a evitar
seu reconhecimento e eliminagdo (195). As CLs ndo s6 escapam da imunovigilancia pela
diminui¢do desses sinais caracteristicos, mas também pela indugdo da expressao alterada de
receptores de ativacdo em células NK, evidenciada pela reducao de NKRs, como o natural
killer group 2 member D (NKG2D), DNAX accessory molecule 1 (DNAM-1) e os receptores
naturais de citotoxicidade (NCR): NKp30, NKp44 e NKp46. Isso ¢ principalmente mediado
pela acdo de TGFp, produzido pelas CLs no microambiente (196).

Os ligantes para grande parte desses receptores de ativagao nao estdo bem definidos. No
entanto, sabe-se que o receptor NKG2D reconhece MIC-A/B (MHC class I polypeptide—related
sequence A/B) e ULBP (ULI16 binding proteins), enquanto DNAM-1 reconhece o receptor
poliovirus (PVR) e nectina-2 (197). A expressdo aumentada desses ligantes foi observada em
pacientes pediatricos com LLA-B e foi relacionada a uma maior susceptibilidade tumoral a

resposta imunoldgica (193). Por outro lado, células NK exibindo expressdao desregulada de
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receptores de ativacdo foram relacionadas com uma maior resisténcia tumoral ¢ DRM
persistente apos a terapia de indugdo da remissao (198).

As células T também sdo fundamentais para reconhecer e erradicar células
transformadas ao longo de todas as fases da imunoedicdo (Figura 8). Moléculas de MHC-I
portando antigenos peptidicos podem ser detectadas por células T CD8" e estdo presentes em
células tumorais de varios tipos de cancer (199). No entanto, o potencial caracteristico dos
tumores de modular a expressio de MHC-I frequentemente leva a uma regulacdo negativa
dessas moléculas e, como consequéncia, leva ao escape da imunovigilancia adaptativa (200).

A ideia de que essas células T exibem reatividade contra CLs foi delineada ao longo dos
anos apos muitos achados importantes. Em 1957, Edward Thomas (201) realizou o primeiro
transplante de medula 6ssea (TMO) registrado e os mecanismos adjacentes ao seu sucesso
clinico foram associados a uma reacgdo anti-infecciosa e antileucémica das células imunes
derivadas do doador no recipiente, ligada, mais tarde, a presenga enriquecida de células T no
enxerto (202). Estudos posteriores identificaram que essas células T citotoxicas tinham
capacidade de reconhecer antigenos especificos do tumor (os neoantigenos), proteinas
aberrantes resultadas da tradu¢do de genes mutados durante a tumorigénese (203,204). Isso
forneceu evidéncias inequivocas de que as células T sdo capazes de travar uma guerra contra
as células tumorais, inclusive na leucemia.

Uma visdo mais profunda sobre a ocorréncia desses fendomenos foi fornecida em um
estudo recente de Zamora et al. (17). Os autores identificaram neoantigenos imunogénicos na
MO de pacientes pediatricos com LLA capazes de induzir uma expansdo robusta de TILs (em
particular, células T CD8" citotdxicas) e gerar respostas antitumorais especificas do tumor,
direcionadas a uma proteina aberrante derivada da fusdo ETV6—RUNXI. Embora isso seja muito
atraente, a simples geracdo e apresentacdo desses neoantigenos nao garante a ativagao
persistente das células T e nem a erradicacao total da carga neoplésica (205).

Investigacdes aprofundadas usando modelos murinos de LLA-B revelaram que as CLs
que ndo sdo eliminadas pela vigilancia imunoldgica exibem um estado de dorméncia e
capacidades evasivas aumentadas, devido a baixa produg¢do ou perda de neoantigenos
imunogénicos e auséncia de moléculas coestimulatorias como CD80, que consequentemente
levam a uma deficiéncia de sinais de ativacdo para células T (206,207). Uma forte evidéncia
disso ¢ que na LLA-B as células T citotdxicas especificas do tumor nunca sdo adequadamente
ativadas, ja que sofrem apoptose ou entram em anergia durante a apresentacao inicial de
antigenos via MHC, eventos que foram intimamente relacionados a uma alta presenga da

citocina IL-10 (208).
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Em parte, esses fendmenos explicam o porqué que os pacientes com essa doenca exibem
alta tolerancia imunologica e como isso impacta na resposta antitumoral, ja que ¢ resultado de
uma baixa carga mutagénica do tumor e de um estado de ativagio deficiente das células T CD8"
citotoxicas. Um mecanismo emergente nesses processos ¢ a expressdo dos ‘checkpoints

imunologicos’, reconhecidos hoje como reguladores criticos da imunidade mediada por células

T (200).

2.2.2. Checkpoints da imunovigilancia

Os checkpoints imunoldgicos sao moléculas de superficie expressas por células imunes
que permitem o ajuste da resposta celular e o controle da hiperativagdo (200). De modo
particular, esses reguladores evolutivamente conservados sao criticos para o estado fenotipico
e funcional das células T, exercendo seus efeitos bioldgicos em diferentes configuragdes
espago-temporais da sua vida util (209). Apesar da presenca das células T citotoxicas, os
tumores ainda assim progridem e essa coexisténcia de crescimento tumoral e células T ¢ uma
evidéncia forte de que, conforme inicialmente proposto no ‘paradoxo de Hellstrom’ [1968], os
linfécitos T se tornam disfuncionais ao longo da imunoedi¢do (210). Neste sentido, os
checkpoints imunoldgicos tém um papel central nesse processo ao modular a amplitude das
respostas das células T e colocar “freios” na imunidade celular contra o cancer (200).

Os receptores CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) e PD1 (programmed cell
death 1) sdao os principais € mais potentes checkpoints imunologicos das células T. Eles se
complementam entre si para garantir que suas respostas funcionais preservem a autotolerancia
enquanto eliminam patogenos e tumores (211). Nas ultimas duas décadas, PD1 (CD279) e
CTLA4 (CD152) foram visados com sucesso por muitos grupos de pesquisa, os quais cabem
destacar os pioneiros James P. Allison (CTLA4) e Tasuku Honjo (PD1), reconhecidos com o
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2018 pela descoberta da imunoterapia baseada no
bloqueio de checkpoints imunologicos, mostrando que a inibigdo dessas moléculas permite a
erradicacdo durdvel do tumor e melhora drasticamente o desfecho clinico de pacientes com
cancer (212).

Os mecanismos e diferengas de efeito bioldgico entre essas duas moléculas sdo baseados
no tempo e no espaco (Figura 9). Primeiro, o compartimento de células T naive, durante sua
iniciacdo, requer sinais distintos derivados de células apresentadoras de antigeno (APCs) dentro
de orgaos linfoides secundarios. Apds reconhecer o complexo peptideo-MHC (sinal 1), as

células T naive recebem um sinal coestimulatério quando CD80 ou CD86 na membrana da



50

APC se liga ao CD28 expresso na superficie desses linfocitos (sinal 2). Niveis adequados dessas
sinalizagdes resultam na expansao clonal, aumento de sobrevivéncia e diferenciacao das células
T por meio da producdo de citocinas instrutivas (sinal 3) pelas APCs e/ou produgao de 1L-2
pela propria célula T recém-ativada (213).

Durante os estagios iniciais dessa ativagdo, o CTLA4 estd contido dentro de vesiculas
intracelulares e ¢ fortemente induzido na superficie de membrana das células T ap6s iniciagdo
com o antigeno cognato (214). Esse checkpoint imunolédgico € estruturalmente semelhante ao
CD28 e compete, com maior afinidade, pela ligagdo com CD80 ¢ CD86 (215). Essa
competitividade pode impedir o sinal coestimulatorio normalmente fornecido pela ligagdao
CD28:CD80/CDS86, inibindo assim a ativagao sustentada das células T, secrecao de IL-2 e
expansdo proliferativa (216). Por outro lado, PD1 ¢ expresso durante os estagios tardios da
resposta imune das células T previamente ativadas, principalmente nos tecidos periféricos,
facilitando a tolerancia imunologica (214). Semelhante a via de sinalizacdo de CTLA4, o
engajamento de PD1 com seus ligantes PDL1 e PDL2, constitutivamente presentes nas APCs,
inibe a proliferagdo e sobrevivéncia das células T e reduz a produgdo de citocinas como IFNy,
IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF) (214).

A alta expressdo desses checkpoints imunologicos ¢ uma marca registrada de um
fendmeno conhecido como “exaustdo de células T (209). Esse estado fenotipico-funcional ¢
caracterizado pela disfun¢do progressiva desses linfocitos T que exibem fungdes efetoras
prejudicadas, seja na expansao proliferativa, autorrenovacao, citotoxicidade ou producao de
moléculas imunoldgicas (200). A presenca dessas células T “exaustas” implica no controle
ineficiente de infeccdes e na persisténcia de tumores. Seu revigoramento, portanto, pode
restabelecer a imunidade e permitir que as células T citotdxicas continuem suas respostas
efetoras contra o tumor (209).

Conforme descrito para outros tipos de cancer, as células T na leucemia expressam esses
receptores inibitorios e perdem sua capacidade funcional, resultando na aquisicdo de um
fenotipo de exaustdo celular que se mostrou mais grave em células T derivadas da MO do que
de tecidos periféricos (217). Essas alteragdes fenotipico-funcionais mostraram ter um impacto
clinico significativo na LLA-B, ja que a exaustdo de TILs foi fortemente relacionada ao risco
aumentado de recidiva e DRM persistente (218). Além disso, a expressdo robusta de PD1 e
CTLA4 em células T foi relatada em pacientes de alto risco, e, junto com a presenca elevada
de PDL1 e CD86 em CLs, foi significativamente ligada a recidiva da doenga e diminui¢ao da

sobrevida geral (219).
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Figura 9: Inibicdo da imunovigilincia por checkpoints imunologicos. A iniciacdo das células T requer o
reconhecimento de antigenos tumorais processados e apresentados por células apresentadoras de antigenos (APCs)
via moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). A iniciagdo dessas células T geralmente ocorre
nos tecidos linfoides e as células T CD4" junto com as APCs fornecem ajuda para a inicia¢do das células T CD8" na
forma de citocinas instrutivas. Esses linfocitos sdo entdo ativados por meio de vias coestimulatorias, como CD28—
CD80/CDS86, fazendo com que proliferem, secretem citocinas inflamatorias, adquiram propriedades citotoxicas e
migrem para os tecidos periféricos onde ha a exibicdo de antigenos. O CTLA4 tem um papel importante em regular a
amplitude de inicia¢@o das células T no tecido linfoide, competindo pela ligagdo com CD80 ou CD86. Dentro de horas
a dias, as células T ativadas também comegam a expressar o receptor inibitorio PD1, que encontra seus ligantes PDL1
ou PDL2 em diferentes células imunologicas e células tumorais, resultando na atenuag@o de suas fungdes efetoras.

Fonte: adaptado de Topalian et al., 2016 (220).

Além dos eixos PD1-PDL1/PDL2 e CTLA4—-CD80/CD86, outros receptores inibitorios
como LAG3 (Lymphocyte-activation gene 3), TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM
domains), TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3) e BTLA (B and T lymphocyte
attenuator) sao altamente regulados durante a exaustdo das células T (221). Seus impactos
funcionais no contexto de tumores solidos ou hematoldgicos estdo sendo intensamente
explorados. Essas descobertas reforgam a importincia da expressdo dos checkpoints
imunoldgicos na imunidade antitumoral e de investigar suas bases mecanicistas, uma vez que
essas moléculas provavelmente impedem a resposta antileucémica mediada por células T. Este

¢ um dos varios mecanismos de escape tumoral que sd3o comumente observados em recentes €
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inovadoras modalidades de tratamento, que incluem a plataforma de imunoterapia baseada em

células T expressando receptores quiméricos de antigeno (CAR-T) (222).

2.2.3. Resposta imune mediada por células T nio convencionais

As células T se adaptaram para antecipar o fato de que cada patdgeno pode possuir uma
assinatura antigénica distinta, e, portanto, surgem na escala de bilhdes de clones, singularmente
projetados com uma especificidade inica (223). Os primeiros estudos focaram em subconjuntos
que reconhecem antigenos peptidicos processados e apresentados através das moléculas
polimorficas do MHC, ou antigeno leucocitario humano (HLA), e que expressam um receptor
de células T (TCR) af de alta diversidade (224,225).

Fenotipicamente e funcionalmente, essas células T classicas sdo definidas através da
expressio candnica dos correceptores CD4 e CDS8 (226). As células T CD4" sdo ativadas apds
reconhecimento de peptideos antigénicos exdgenos apresentados por moléculas de MHC-II e
exibem funcionalidade plastica que envolve a diferenciagdo em varios subconjuntos efetores de
células T auxiliares que produzem citocinas do tipo Th1, Th2 e Th17 para coordenar a resposta
imune (227-229). As células T CDS8", por sua vez, reconhecem peptideos antigénicos
degradados pelo complexo proteassoma e apresentados por moléculas de MHC-I1, dao origem
as células T citotoxicas e eliminam o alvo por citotoxicidade direta (230).

Muitos subconjuntos de células T ndo se encaixam nesse paradigma. Desde a descoberta
inicial de novos padrdes evolutivamente conservados de TCRs invariantes ou semi-invariantes
em algumas células T com atributos mais “inatos” até a caracterizag¢do dos eventos regulatorios
que controlam seu desenvolvimento e fung¢des, nossa compreensdo da imunobiologia desses
linfocitos melhorou drasticamente nos ultimos anos (231). Ao contrario das células T off
classicas, esses subconjuntos de células T considerados “ndo convencionais” tém padroes de
TCR mais simplificados e reconhecem coletivamente uma ampla gama de antigenos nao
peptidicos apresentados por moléculas monomorficas semelhantes ao MHC/HLA que sdo mais
onipresentes e exibem um alto nivel de conservacao entre as espécies, destacando, portanto, a
relevancia funcional dessas populacdes unicas de células T ao longo da evolugao (232).

Apesar dos avangos recentes, a identidade das estruturas antigénicas reconhecidas pelo
TCR permanece desconhecida para a maioria das células T ndo convencionais e nossa
compreensdo do que essas células fazem, e quando, ¢ limitada. Essa lacuna de conhecimento ¢
expandida pelo fato de que muitos subconjuntos de células T nao convencionais sao exclusivos

dos seres humanos e, portanto, sao notoriamente dificeis de estudar.
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Nos ultimos anos, uma série de novas descobertas chamou a atengdo para esse grupo até
entdo subestimado de linfocitos T relativamente raros, que ndo podem ser simplesmente
classificados como “auxiliares”, “citotoxicos’ ou “regulatorios” e geralmente ndo sdo restritos
a antigenos peptidicos, respondendo de forma rapida e potente. Essas populacgdes incluem as
células T natural killer (NKT) e células T invariantes associadas a mucosa (MAIT), que sdo
semelhantes as células T cléssicas na medida em que expressam um TCR of3, embora seja de
cadeias invariantes ou semi-invariantes (232). Além disso, ha também um tipo tnico de células

T ndo convencionais que expressa um TCR yd totalmente distinto, denominadas ‘células T yd’,

que representam agora um brago importante da resposta imune (19).

2.3. CELULAST Yd

A imunidade adaptativa, baseada na recombinagdo somatica de segmentos génicos de
receptores de antigeno, manteve conservada durante sua evolucdo uma linhagem menor de
células T expressando o TCR vd. Essa populagdo de células T com atributos mais “inatos” é um
dos trés tipos de células imunes que realizam rearranjos génicos para expressar receptores
relativamente diversos, juntamente com células B e células T aff (233). Os papéis unicos dessas
células permanecem uma questdo aberta para pesquisa e especulacdo. No entanto, sua migragao
preferencial para diferentes tecidos da periferia ao invés de 6rgdos linfoides, pode nos fornecer
pistas importantes. Sua relevancia funcional ¢ fortemente baseada na sua capacidade de
expandir a resposta imune para diferentes locais de baixa disponibilidade de células T af,
células NK e células B, de forma que o alcance da resposta imune seja maior, mesmo em
diferentes compartimentos do organismo (234). Este plano anatémico peculiar para células T

v0 €, curiosamente, orquestrado ainda no timo (235).

2.3.1. Desenvolvimento e diferenciacio

Uma das principais questdes na biologia dos linfocitos T tem sido desvendar os
determinantes moleculares que governam o comprometimento de timocitos rumo ao
desenvolvimento e diferencia¢do de células T yd. Muitos mecanismos foram propostos para
explicar como essas células T surgem, mas a programagdo timica adjacente, incluindo as
sinalizagdes dependentes ou independentes do TCR, ainda permanecem um topico quente para
esse campo de pesquisa. Hoje, sabe-se que as células T yd sdo produzidas em janelas de

desenvolvimento “espago-temporais” especificas dentro do timo e que, em sequéncia, elas
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migram seletivamente para varios compartimentos periféricos, onde desempenham papéis
fundamentais na fisiologia dos tecidos e vigilancia imunologica (236).

A classificagdo atual das células T yd humanas ¢ baseada na expressao do segmento Vo
do TCR, de acordo com a nomenclatura de Lefranc & Rabitts (237), enquanto suas contrapartes
murinas sdo categorizadas com base na expressao de segmentos Vy, conforme a nomenclatura
de Heilig & Tonegawa (238). Como resultado dessas classificagdes dinamicas, a maioria das
células T yd humanas exibem o TCR invariante VY9V52 ou um segmento semi-invariante Vol
unido a diferentes conjuntos de cadeias Vy (Vy2-5, Vy8 e Vy9).

Em camundongos, as células T yd s@o os primeiros linfécitos T a se desenvolverem no
timo embrionario, emergindo ja no 15° dia de gestacdo (233). Os primeiros pools expressando
TCRs semi-invariantes (Vy4V41, Vy5Val e Vy6Val, por exemplo) colonizam varios locais
periféricos como a epiderme, lingua, utero, testiculos, cavidade peritoneal, pulmao, linfonodos,
tecido adiposo e meninges cerebrais (239). Alguns dias depois, um pool subsequente (Vy7Vol)
se dirige para o intestino e nesse intervalo de tempo ¢ distribuido mais sistematicamente em
diferentes o6rgdos linfoides periféricos (236). Esse padrio enigmatico de ontogenia trouxe as
primeiras impressoes de que essas "ondas" de desenvolvimento garantem que a maioria dos
tecidos seja atendida por esses linfocitos T, que estdo idealmente posicionados para exercer
funcdes locais muito importantes.

Em humanos, as células T yd desenvolvem-se a partir de progenitores timicos
compartilhados com células T afy (240). Os primeiros subconjuntos gerados sao células
Vy9V62, derivadas do rearranjo génico ainda no inicio da gestacdo, isto €, nas semanas 5—6
(figado) e 8—15 (timo) da fase fetal (241). Esse subtipo unico, altamente responsivo a uma
familia de antigenos ndo peptidicos denominados ‘“fosfoantigenos” (pAgs), representa o
principal pool de células T yo até a metade do periodo gestacional (242). Consequentemente,
apés o nascimento, essas células se expandem de forma robusta em resposta a infecg¢des
sequenciais e entdo representam o subtipo predominante no sangue durante a infancia,
adolescéncia e idade adulta, constituindo de tal forma cerca de 90% das células T y9 circulantes
(243).

No periodo pos-natal, apds a primeira onda ontogénica de células Vy9Vd2, um pool de
células Vo1 € gerado no timo humano, cerca de 4-6 meses apds o nascimento (244). Sua
geracdo dentro do timo ¢ sustentada e continua apds a metade do periodo gestacional, fazendo
com que elas entdo permanegam como a populacdo dominante (em geracao) durante o final da
fase fetal, pds-natal e vida adulta, substituindo gradualmente o compartimento Vy9Vo2 (242).

Em adultos, as células V31 representam em torno de 10% das células T yd circulantes e residem
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preferencialmente em tecidos periféricos como o epitélio intestinal, derme, baco e figado, onde
sao o subtipo predominante, contribuindo para a homeostase do tecido e participando da
resposta imune (245).

Concomitante a esse processo dinamico de ontogenia, o surgimento de células T yd ¢
notavelmente marcado pela 'pré-programagao’ de suas fungdes efetoras exercidas na periferia.
Em camundongos, ¢ bem conhecido que esse processo ocorre ainda no timo e que as células T
vd sdo pré-programadas e comprometidas com a produgdo unilateral de IFNy ou IL-17,
mantendo essas fungdes efetoras tanto no estado estaciondrio quanto no estado de ativacao
(246). No entanto, os estagios onde os timocitos TCR y8" passam por esse processo € a base
mecanicista que governa esses eventos ainda sdo desconhecidas. Esse sistema parece ndo se
aplicar a células T yd de humanos, pois a grande maioria delas sdo produtoras de IFNy, enquanto
nimeros muitos baixos desses linfécitos T demostraram produzir IL-17, apenas sob certas

condi¢des patoldgicas inflamatdrias (247,248).

2.3.2. Diversidade fenotipica e funcional

Embora a linhagem de células T yo se desenvolva junto com as células T of}, sua
ativacao funcional nos tecidos ocorre muito mais rapidamente, fazendo com que elas antecedam
as funcdes efetoras das células T cléssicas (249). Em particular, seus mecanismos de detec¢ao
e resposta ndo requerem apresentacdo de antigenos vie MHC/HLA. Elas adotam estratégias
semelhantes as células NK para reconhecer c€lulas estressadas em consequéncia de infecgao ou
transformagdo oncogénica através de multiplas interagdes ‘receptor-ligante’, reagindo
prontamente a esses sinais caracteristicos num modo mais “inato” (isto €, sem exposi¢ao prévia
ou ‘iniciagdo’ por APCs) (250). No entanto, foi demonstrado que as células T yd sofrem
expansao clonal durante infec¢des primarias e exibem respostas adaptativas robustas apos um
contato secundario (251), semelhante as células T aff. Coletivamente, esses achados as
colocaram na interface entre células NK e células T convencionais, unindo o melhor dos dois
mundos.

As diferentes fungdes inatas versus adaptativas das células T yd sdo geralmente
associadas aos seus subtipos, conforme indicado pela identidade do TCR gerado durante a
ontogenia. Os pAgs reconhecidos por células Vy9Vo2, por exemplo, sdo moléculas
intermediarias fosforiladas e ndo peptidicas naturalmente produzidas por diferentes procariotos
e eucariotos através da sintese de isoprenoides pelas vias ‘ndo-mevalonato’ e ‘mevalonato’,

respectivamente (421). Essas rotas metabodlicas altamente conservadas geram pAgs de alta e
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baixa afinidade que podem ser reconhecidos pelo TCR Vy9V62, como € o caso das moléculas
(E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enil-pirofosfato (HMBPP) e isopentenil pirofosfato (IPP)
(252,253).

As células cancerosas frequentemente exibem uma superproducdo de pAgs como
consequéncia de uma via do mevalonato altamente ativa, que mostrou suportar muitas
caracteristicas do cancer, como a sobrevivéncia, proliferacao e metastase (254). Uma sintese
descontrolada desses metabolitos, entdo, surgiu como um alvo que pode ser detectado
exclusivamente por células Vy9Va2 reativas. O mecanismo de deteccdo desses pAgs envolve
proteinas de membrana relacionadas a familia B7 de moléculas coestimuladoras, denominadas
‘butirofilina’ (BTN). BTNs sao pré-requisitos essenciais na ativagao de células T yd, pois
realizam a captura intracelular de pAgs, sofrem alteragcdes espaciais e conformacionais na
superficie de membrana das células-alvo e, consequentemente, se ligam as cadeias Vy9 e Vo2
do TCR, enviando fortes sinais estimulatérios (252,253).

Além do reconhecimento direto e dependente de TCR, outras moléculas acessorias
também suportam a atividade efetora das células Vy9V52. Os NKRs promovem a
citotoxicidade das células T yd apds reconhecimento de ligantes em células-alvo. Semelhante
as células NK, aqui o receptor NKG2D (CD314) se liga a MIC-A/B induzidos por estresse, bem
como detecta multiplas moléculas ULBP (255), enquanto o receptor DNAM-1 liga-se a nectina-
2 e nectina-like 5 (256). Analogo a células NK, mas em contraste com linfocitos T af3, as células
T 3 sdo a principal populagdo CD3™ circulante a expressar CD16 (FcyRIII), o que confere a
essas cé¢lulas um alto poder citotoxico dependente de anticorpos (257). Finalmente, as células
Vy9V52, em particular, tém uma capacidade Uinica de fagocitar alvos opsonizados e apresentar
antigenos de maneira semelhante as células dendriticas e, assim, iniciar células T naive e induzir
respostas de células T efetoras (258-260).

As células V931, assim como as células Vy9Vd2, também expressam e utilizam
diferentes NKRs. Uma liberagdo robusta de perforinas e granzimas ¢ induzida nessas células
apods o engajamento de NKG2D ou DNAM-1 aos seus ligantes, por exemplo (261-264). Além
disso, NKp30, NKp44 e NKp46, correceptores da familia de NCRs, sdo fortemente induzidos
na superficie de ambos os subconjuntos ap6s a estimulacdo do TCR e na presenca de I1L-2 ou
IL-15, o que aumenta notavelmente a capacidade citotoxica desses linfocitos T (265,266).
Embora pouco frequentes no sangue periférico, as células Vol sdo uma populagdo abundante
nos tecidos e exibem capacidade de reconhecer diferentes antigenos metabdlicos no contexto

das moléculas monomorficas CD1 e MR1 (MHC class I-related protein 1) (267,268).
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De fato, a familia de moléculas CD1 (CD1b, CDlc e CDI1d) se estabeleceram como
mediadoras das respostas citotoxicas das células T y8 (269). E importante notar que o subtipo
V61 representa a maioria dessas células reativas, portanto, suspeita-se que as células Vol
possam contribuir para a vigilancia imunoldgica através de uma via dependente de CD1 (270).
Além disso, MR1 pode mediar o reconhecimento de pequenos metabolitos derivados de folato
e riboflavina, assim como pode apresentar neoantigenos tumorais para células T reativas a
MRI1, incluindo células T y6 (271-274).

Outro achado muito interessante ¢ que o compartimento das células T yd € modificado
entre seus subtipos maturativos/funcionais, isto é, naive (Tn, CD45RA™ CD27"), memoria
central (Tcm, CD45RA™ CD277), memoria efetora (Tem, CD45RA"CD27°) e memoria efetora
terminalmente diferenciada (Temra, CD45RA™ CD27°) (275). As células Vy9V82 naive, por
exemplo, que ainda ndo tiveram um primeiro contato com seus ligantes ap6s a saida do timo,
sdo baixas produtoras de IFNy e TNF, mas se tornam células Tcm @ medida em que reconhecem
o alvo, exibindo maior capacidade proliferativa (275). Esses dois subconjuntos sdo abundantes
no sangue e sua producao de citocinas aumenta conforme eles se tornam células Tem nos tecidos
e em sitios inflamatdrios, enquanto sua capacidade de expandir € gradualmente reduzida (276).

Na presenca de 1L-2, IL-7 e/ou IL-15, esses linfocitos entdo se tornam células Temra,
que demostram um potencial citotéxico muito robusto com producdo moderada de IFNy, mas
com capacidade proliferativa muito reduzida (277,278). Em contraste com as células Vy9Vo2,
a maioria das células V81 do sangue sio CD45RA™ (células Tn € Temra) exibindo maior
producdo de IL-2 naquelas células CD27" e IFNy naquelas CD27", respectivamente (275). Esse
processo de diferenciagdo/maturacdo das células T yd ¢ altamente influenciado pelo
microambiente em que residem e pelos estimulos aos quais sdo expostas. No mieloma multiplo,
por exemplo, essa rota linear de diferencia¢do pode ser moldada rumo a exaustao celular, que

ocorre devido as condi¢des extremamente hostis do microambiente tumoral (279).

2.3.3. Funcdes das células T yo no cancer

Embora as células cancerosas possam escapar da vigilancia imunologica das células T
af e células NK, elas tém varios alvos moleculares que podem ser detectados pelas células T
vd. No entanto, a rede dindmica de interagdes entre esses linfocitos e o microambiente ainda ¢
pouco clara. Muitos trabalhos em modelos murinos de cancer tém evidenciado fungdes pro-
tumorais executadas por células T yo através da producao de IL-17 (19,21), uma citocina que

mostrou estimular o crescimento e metastase de tumores (280,281). Entretanto, as células T yd
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em humanos sao naturalmente enviesadas para um perfil de resposta Th1 baseado na produgao
unilateral de IFNy e TNF. Uma prova disso ¢ que células T y0 secretoras de IL-17 sdao ausentes
no sangue humano e um numero bastante pequeno delas foi observado em condigdes
inflamatérias muito especificas (282).

Um estudo identificou através de andlises transcriptomicas que as células T yd
infiltrantes de tumor sdo o principal subtipo de células imunes associadas a um progndstico
favoravel, enquanto nenhuma relagao foi encontrada entre esses linfocitos e a presenca de IL-
17 (22). Esses achados estdo em acordo com os de um estudo mais recente que mostrou que as
células Vo1 que se infiltram no cancer de mama triplo-negativo sao fortes secretoras de IFNy e
se correlacionam positivamente com a remissao da doenga e sobrevida dos pacientes (283).
Apesar disso, ndo se pode descartar a presenca de subconjuntos menores potencialmente pro-
tumorais, principalmente em tumores de estdgio avangado, onde a infiltragdo aumentada de
células T y8 IL-17" ja foi relatada (284,285). Ainda assim, é valido notar que as células T yd
humanas normalmente produzem quantidades muito maiores de IFNy e TNF do que outras
citocinas, tanto dentro como fora do microambiente do tumor (21).

No geral, estudos mostraram um papel ndo redundante para células T y0 na erradicagao
de tumores (19,21). Esses achados sao compartilhados entre camundongos e humanos, e
incluem: (i) a produ¢do de moléculas imunologicas antitumorais como IFNy, TNF, perforinas
e granzimas; (i1) a expressao robusta de receptores de morte celular como o ligante de Fas
(FasL), TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), NKG2D, DNAM-1, NCRs e CD16
(20); (111) a capacidade de apresentar antigenos tumorais para células T aff (258); (iv) amplificar
as respostas antitumorais de células T e NK via estimulo de IFNy (286); e (v) estimular a
producdo de anticorpos e troca de classe em células B (287). Portanto, combinacdo dessas
diversas fungdes em uma tnica célula fundamenta a importancia desses linfocitos T como pegas

essenciais na imunidade a tumores.

2.3.4. Células T Y6 na leucemia

Muitos estudos in vitro mostraram que as células T yd reconhecem e destroem os blastos
de leucemia, mas os mecanismos adjacentes ainda sao pouco estudados (16). Uma anélise
comparativa sugeriu que as células V31 eram o subtipo predominante na MO de pacientes
pediatricos com LLA e que essas células eram altamente citotoxicas (288). Posteriormente, uma
baixa frequéncia de c€lulas T yo circulantes foi relatada em pacientes com LMA antes da

quimioterapia e a expansao dessas células no sangue foi relacionada com a diminuigdo da carga
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tumoral, enquanto os pacientes com alto quantitativo de blastos exibiam numeros muitos
reduzidos de células T yo circulantes (289).

Analises transcriptdmicas revelaram uma abundancia de células Vy9Va2 infiltrantes de
tumor em coortes de pacientes com leucemia (23). Essa alta frequéncia foi positivamente
correlacionada com a sobrevida desses pacientes. Da mesma forma, foi relatado que as células
Vo1 tém porcentagens aumentadas em pacientes com LLC e que esse subtipo se expande no
sangue periférico exibindo alta liberacao de granulos citotéxicos contendo granzimas B (261—
263,290,291). Tomados em conjunto, esses dados sugerem que a leucemia afeta a frequéncia
das células T yo e que a ativag@o e expansdo dessas células retarda a progressao da doenga.

Por outro lado, uma maior frequéncia de células Vy9Va2 disfuncionais no momento do
diagnostico foi associada a um pior desfecho clinico em pacientes com LLC (292), sugerindo
que a exaustdo de células T yd possivelmente exerce um impacto funcional significativo na
resposta antileucémica. Alinhado a esse fendtipo de exaustdo, foi observado uma expressao
reduzida de NKG2D, embora as CLs exibissem uma alta atividade da via mevalonato. Isso
permitiu a identificacdo de pacientes baixo-respondedores e respondedores a quimioterapia,
onde o primeiro grupo exibiu numeros significativamente maiores de células Vy9Vo2
disfuncionais circulantes em comparacao com o ultimo (292).

Esses resultados revelam uma relagao in vivo clinicamente relevante entre essa neoplasia
hematologica, a presenga de células T yo e seu estado funcional. Isso sugere que esses linfocitos
T exibem potencial para expandir em pacientes com leucemia e que, conforme a doencga
progride, eles muito provavelmente entram em um estado de exaustdo celular, que, conforme
ja discutido, ¢ direcionado apds a exposi¢do prolongada a diferentes sinais de ativagdo e

inibicao derivados do tumor.

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

e (Caracterizar o perfil fenotipico-funcional das células T yd em pacientes pediatricos com
Leucemia Linfoblastica Aguda de células B submetidos a quimioterapia de remissao.

3.2.  Objetivos Especificos

e Analisar a expressdo de marcadores de ativagdo, citotoxicidade, homing, diferenciacdo e

exaustao em células T yd localizadas na medula dssea e no sangue periférico de pacientes
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pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B submetidos a quimioterapia

de remissao;

e Realizar a quantificagao de mediadores imunologicos soluveis (IFNy, TNF, IL-2, IL-7, IL-
10, IL-12, IL-15, IL-17, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 e CXCL10) presentes na
medula 6ssea e no sangue periférico de pacientes pediatricos com Leucemia Linfobléstica

Aguda de células B submetidos a quimioterapia de remissao;

e Investigar correlacdo entre a frequéncia das células T yd e os mediadores imunologicos
soluveis de pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B

submetidos a quimioterapia de remissao;

e Avaliar a possivel influéncia do perfil fenotipico-funcional e frequéncia das células T yd
com a carga leucémica, grupo de risco e doenga residual mensurdvel em pacientes
pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B submetidos a quimioterapia

de remissdo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Aspectos éticos

Este estudo ¢ parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunologica de pacientes com leucemia linfobldstica
aguda: novas abordagens aplicadas ao diagndstico, prognostico e terapéutica’ aprovado pelo
Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) da Fundagio HEMOAM, sob numero de parecer
4.982.395/2021 e CAAE 51257921.2.0000.0009 (Anexo I). Todos os individuos que
participaram deste estudo foram incluidos mediante leitura, aceite e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), para os pais e responsaveis, além do Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), para aqueles acima de 06 anos de idade,

alfabetizados.

4.2. Modelo de estudo
Trata-se de uma pesquisa exploratdria observacional e analitica, de carater longitudinal
e prospectiva, para caracterizagao do perfil fenotipico-funcional de células T y6 em pacientes

pediatricos com LLA-B durante a quimioterapia de remissao. Este trabalho foi desenvolvido na
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Fundagado HEMOAM, localizada na cidade de Manaus/AM, em parceria com o Instituto René

Rachou — IRR/Fiocruz, localizado em Belo Horizonte/MG.

4.3. Populacio de estudo

A populacdo do estudo foi constituida de 20 pacientes atendidos no servico de
hematologia pediatrica da Fundagdo HEMOAM, recém-diagnosticados com LLA-B, no
periodo de abril de 2023 a abril de 2024. Além dos pacientes, foram recrutadas 20 criancas
saudaveis (sem leucemia) para compor um grupo controle (GC), atendidas na triagem clinica
da Fundacio HEMOAM, que realizaram o hemograma para investigacdo de rotina e cujo

resultado ndo apresentou nenhuma altera¢do hematoldgica.

4.4. Tamanho amostral e tipo de amostragem do estudo

Segundo estudos epidemiolédgicos realizados pela Fundagio HEMOAM (2005 a 2015),
sdo identificados no estado do Amazonas uma média de 84 casos novos de leucemia aguda por
ano. Aproximadamente 70% desses casos novos sao de LLA e a faixa etdria predominante ¢é
pediatrica, constituindo mais da metade dos casos (27). Levantamentos epidemiologicos
posteriores (2016 a 2021) corroboram esses dados e mostram que, em média, 65 novos casos
de LLA sao diagnosticados a cada ano, enquanto mais de 50% destes sdo de LLA infantil (293).
Além disso, cerca de 75% dos casos de LLA na infancia € derivado de células B e recebem a
classificagdo imunofenotipica de LLA-B comum (27,49). Dessa forma, levando em
consideragdo o comportamento epidemiologico da doenga e os dados levantados, € esperado
anualmente mais de 25 novos casos de LLA-B pediatrica, diagnosticados na Fundagdo
HEMOAM.

Para defini¢do do tipo de amostragem da pesquisa, foi considerado que o nimero de
casos de LLLA-B pediatrica ¢ relativamente baixo e que hd um percentual de perda por obito de
mais de 20% dos pacientes durante a quimioterapia de remissdo (27). Assim, a estratégia
adotada foi a de “demanda espontanea com amostragem nao-probabilistica por conveniéncia”.
Esta foi uma abordagem pragmatica diante das circunstancias especificas do estudo e do

contexto de numero limitado de casos e alta mortalidade durante o tratamento.

4.5. Critérios de inclusio, nao inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo utilizados para o grupo LLA-B foram: pacientes recém-

diagnosticados com LLA-B de novo, com idade entre 1 a menor de 18 anos, sem diagnostico



62

prévio de cancer. Para o grupo controle, os critérios de inclusdo adotados foram: idade entre 1
a menor de 18 anos, sem alteracdes hematologicas e sem infeccdo prévia ha menos de 04
semanas. Nao foram incluidos no estudo: os individuos do grupo LLA-B ou controle que
fornecessem material bioldgico insuficiente, coagulado ou que recusassem assinar os termos
éticos. Como critérios de exclusdo, para ambos os grupos, foram considerados: amostras
insuficientes para a realizacao dos ensaios, pedido de retirada da pesquisa, Obito, presenca de
doenca inflamatdria aguda ou crdnica conhecida e distarbio autoimune, que podem interferir

nos parametros estudados.

4.6. Obtencio e Processamento das amostras

Para este estudo, foram utilizadas amostras de MO e SP de pacientes pediatricos com
LLA-B, obtidas através de pun¢ao aspirativa da crista iliaca, esterno ou tibia e através de pun¢ao
venosa, respectivamente. A obtencao dessas amostras ocorreu paralelamente aos procedimentos
médicos habituais, de modo que foram aproveitadas da rotina médica para a pesquisa. As
coletas ocorreram em 05 (cinco) timepoints da quimioterapia de remissao, sendo estes: dia do
diagnostico (D0), 8° dia da terapia de indugdo da remissdo (DS8), 15° dia da terapia de indugao
da remissdo (D15), final da terapia de induc¢do da remissao (D35) e 84° dia da terapia de
consolidagao da remissdo (D84). Foram coletados 2ml de MO no DO, D15, D35 ¢ D84, além
de 3ml de SP no DO, D8, D15, D35 ¢ D84 em tubos com sistema a vacuo, contendo
anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) pela equipe médica da Fundagao
HEMOAM.

Além das amostras dos pacientes pediatricos com LLA-B, foram obtidas amostras de
SP de criangas saudaveis, coletadas por puncdo venosa, para serem utilizadas como valor de
referéncia comparativa nas analises (grupo controle para SP). As amostras obtidas foram entao
encaminhadas ao Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa e centrifugadas a 2.000 rpm por 5
minutos. Posteriormente, o sobrenadante/plasma pobre em plaquetas (PPP) foi coletado e
transferido para criotubos que, em seguida, foram identificados e condicionados em freezers -
80°C para posterior dosagem dos mediadores imunoldgicos solaveis. Com a fragdo celular
restante foi realizada a marcagdo com anticorpos monoclonais para a imunofenotipagem por

citometria de fluxo (Figura 10).
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Figura 10: Fluxograma de obtencdo das ameostras. Demonstracdo detalhada das etapas de obtencdo e

processamento das amostras utilizadas no estudo.

4.7. Imunofenotipagem de células T yo

A caracterizagdo do estado fenotipico e funcional das populagdes de células T yo foi

realizada por citometria de fluxo, seguindo um protocolo de imunofenotipagem com um painel

de anticorpos monoclonais (Quadro 5) conjugados a fluorocromos especificos para marcadores

de cada populagdo e fendtipo celular, padronizado para este projeto.

Quadro 5. Painel de marcadores para a imunofenotipagem de células T yo.

Tubo  Parimetros FITC PE PerCP PECy7 | APC | APC-Cy7
01 Controle (-) - - - - - -

02 | Ativagio | Anti-TCRVS! | Anti-TCRV32 | Anti-CD69 | Anti-CD314 | Anti-CD45 | Anti-CD3
03 | Citotoxicidade | Anti-TCRVS! | Anti-TCRV32 | Anti-CD16 | Anti-CD56 | Anti-CD45 | Anti-CD3
04 | Exaustio | Anti-TCRVS! | Anti-TCRVS2 | Anti-CD279 | Anti-CDI52 | Anti-CD45 | Anti-CD3
05 Homing | Anti-TCRVS! | Anti-TCRV32 | Anti-CDI83 | Anti-CDI84 | Anti-CD45 | Anti-CD3
06 | Diferenciagio | Anti-TCRVS! | Anti-TCRV32 | Anti-CD27 | Anti-CD45RA | Anti-CD45 | Anti-CD3
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Inicialmente, realizamos uma titulacdo dos anticorpos monoclonais. ApoOs este
procedimento, foi adotado um volume especifico de cada anticorpo monoclonal a ser
adicionado no fundo dos respectivos tubos de ensaio, conforme demonstrado no Quadro 6. Em
seguida, um volume >100ul de amostra foi adicionado a cada tubo, homogeneizado em vortex
e incubado por 30 minutos em temperatura ambiente (TA), ao abrigo da luz. Apds a marcagao
das células e incubagao, foi adicionado 2ml de solugdo de lise 1X (BD FACS™ Lysing Solution
10X Concentrate) durante homogeneizagdao em vortex. Em seguida, os tubos foram novamente
incubados por 10 minutos em TA. Passado a fase de incubacao, os tubos foram centrifugados a
1.700 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inversdo. Para a lavagem do pellet
celular formado, foi adicionado 2ml de solu¢do PBS-W (Phosphate Buffered Saline Wash) em
cada tubo, homogeneizado em vortex e centrifugado a 1.700 rpm por 5 minutos, desprezando
o sobrenadante por inversdo ao final, em um ciclo de duas lavagens seguidas. Por fim, ap6s o
ciclo de 2 lavagens do pellet celular, a amostra foi ressuspendida em 350ul de PBS-W para

posterior aquisi¢do na plataforma de citometria de fluxo.

Quadro 6. Titulagdo dos anticorpos monoclonais utilizados na imunofenotipagem.

Parametros | FITC | PE PerCP | PE-Cyl | APC  APC-CyT
. . Anti-CD69 Anti-CD314
Ativacio
1ul 0.5l
Citotoxicidade Anti-CD16 Anti-CD56
0.5 nl 0.5 nl
. Anti-TCRVS!l | Anti-TCRV62 Anti-CD279 Anti-CD152 | Anti-CD45 | Anti-CD3
Exaustiao
0.5l 0.5l 1l 1l 3pul 1ul
] Anti-CD183 Anti-CD184
Homing
1pl 0.5l
. . Anti-CD27 | Anti-CD45RA
Diferenciaciao
3ul 0.5l

A aquisicdo das amostras foi realizada no citometro de fluxo FACSCanto™ II (BD
Biosciences) da Fundacio HEMOAM. Para a identificagdo morfométrica e imunofenotipica
das subpopulagdes de células T yo foi utilizado o software FlowJo (v10), com o auxilio de
“gates” para a sele¢@o do pool celular de interesse em graficos que combinam caracteristicas
morfoldgicas (tamanho e complexidade celular) com caracteristicas imunofenotipicas através
da fluorescéncia emitida pelos anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos (Fig.
11b). Os graficos utilizados foram do tipo “dot plot”, “contour plot” e histograma, pois

apresentam uma melhor visualizacdo das estratégias de analise (Fig.11a).
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Figura 11: Estratégia de identificacdo de células T vyd. Para a identificagdo das células Vo1
(CD45"CD3*TCRVS1Y) e células Vy9Vs2 (CD45'CD3*TCRVS2Y), iniciou-se a andlise com grafico FSC-H x
FSC-A para exclus@o de doublets. Em seguida, foi gerado um grafico SSC x FSC para deteccdo dos leucdcitos,
seguido da criagdo de uma gate na regido correspondente. Em seguida, foi gerado um grafico SSC x CD45:APC
e criado uma nova gate para detecgio dos linfocitos e exclusdo de blastos de leucemia (CD45""), seguido pela
construg¢do de um grafico SSC x CD3:APC-Cy7 para detectar linfocitos T totais (CD45°CD3"). A partir de entdo,
foram gerados dois graficos: SSC x TCRV31:FITC, utilizando a populagdo CD45°CD3* para detectar células V31,
e SSC x TCRV®&2:PE, utilizando a populagdo CD457CD3" para detectar células Vy9V32. As duas populagdes

foram avaliadas posteriormente quanto a expressdo de marcadores fenotipicos e funcionais.
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4.8. Dosagem de mediadores imunolégicos solaveis

O plasma obtido das amostras de SP e MO foi utilizado para a dosagem de mediadores
soluveis, ou seja, das seguintes citocinas e quimiocinas: IFNy, TNF, IL-2, IL-7, IL-10, IL-12,
IL-15, IL-17, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 e CXCL10. A quantificagdo ocorreu na
plataforma Luminex® do IRR-Fiocruz Minas, seguindo as orientagdes técnicas e protocolos
descritos pelo fabricante. As dosagens foram realizadas ao DO, D8, D15, D35 ¢ D84 da
quimioterapia de remissdo, além das amostras do GC em tempo unico. Para as quantificacgdes,
utilizou-se um kit Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-plex Screening Panel (Bio-Rad®) que
permitiu a pesquisa dos analitos selecionados para esse estudo.

Inicialmente, as amostras de plasma foram descongeladas em banho-maria a 37°C,
homogeneizadas em voértex por 5 segundos e centrifugadas a 14.000 x g por 5 minutos em TA.
Adicionou-se 50ul de amostra de plasma em placas de ensaio Luminex previamente
sensibilizadas com 50ul de um mix de beads (diluido 10x) em cada pogo, seguida de 2 lavagens
com 100pl de tampao de lavagem. As placas foram incubadas em overnight a 4°C, sob agitagao
em 500+£50 rpm. No dia seguinte, 25ul de anticorpos de detec¢do (diluido 10x) foram
adicionados em cada poco e depois a placa foi incubada por 30 minutos em TA e ao abrigo da
luz, sob agitagdao de 500+50 rpm. Subsequentemente, foram realizadas trés lavagens com 100ul
de tampao de lavagem. Em seguida, adicionou-se 50ul de estreptavidina-ficoeritrina (SAPE,
diluida 10x) em cada pogo e a placa foi novamente incubada por 30 minutos sob as mesmas
condi¢des. Procedeu-se entdo com uma lavagem da placa com 100ul de solucdo tampao e a
amostra foi ressuspendida com 125ul de tampao de ensaio e homogeneizada por 10 minutos.

A intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi determinada pela aquisi¢cdo das
amostras (50 microesferas/analito) no equipamento Bio-Plex"" 200 (Bio-Rad®), utilizando-se o
software Luminex xPONENT (v3.1). As concentracdes de cada molécula foram obtidas a partir
da construcao de curva-padrao para cada analito, utilizando uma curva logistica de ajuste de 5
parametros para transformar o MFI em picogramas/ml, utilizando o software Bio-Plex Manager

(v6.2).

4.9. Obtenc¢ao dos dados sociodemograficos, hematologicos e clinico-patologicos

Os dados sociodemograficos (idade, sexo e procedéncia), hematologicos (hemograma)
e clinico-patologicos (grupo de risco, DRM, imunofenétipo, carga tumoral, envolvimento do

SNC, citogenética e mielograma) foram obtidos a partir de registros do Laboratorio de
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Marcadores Celulares e de prontuarios do Setor de Atendimento Médico e Estatistico (SAME)
e do sistema iDoctor da Fundacio HEMOAM. Posteriormente, todos os dados obtidos foram
plotados em planilha eletronica do Microsoft Excel®, onde foi construido o banco de dados do

estudo.

4.10. Analise descritiva e estatistica

Os dados hematologicos, sociodemograficos e clinico-patoldgicos dos pacientes foram
apresentados em formas de tabelas, elaboradas com o programa Microsoft Excel®. Os
resultados obtidos na imunofenotipagem por citometria de fluxo e dosagem de mediadores
soliveis foram analisados através do software FlowJo (v10) e Bioplex Manager (v6.2),
respectivamente. Para realizacdo das andlises descritivas e estatisticas convencionais, foi
utilizado o software GraphPad Prism (v8). Para verificar a normalidade de dados, foi realizado
o teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados obedeciam a parametros normais de distribuicao, as
comparagdes de valores entre dois grupos de dados independentes ou dependentes foram
realizadas através do Teste ¢ Student ndo-pareado ou Test ¢ Pareado, respectivamente. Para
comparagao das varidveis entre trés ou mais grupos independentes ou dependentes, foram
realizados os Testes de ANOVA One-Way Ordinary ou o ANOVA RM One-Way,
respectivamente, ambos seguidos do Pos-Teste de Tukey. Quando os dados nao obedeciam a
parametros normais de distribui¢do, as comparagdes de valores entre dois grupos de dados
independentes ou dependentes foram realizadas utilizando o Teste de Mann-Whitney e Teste
de Wilcoxon, respectivamente. Para comparagdo das variaveis entre trés ou mais grupos de
dados independentes ou dependentes, foram realizados os Testes de Kruskal-Wallis ou o Teste
de Friedman, respectivamente, ambos seguidos pelo pds-teste de Dunn. A significancia
estatistica foi considerada em todos os casos em que p<0,05. Para a analise das redes biologicas,
foi utilizado o Teste de correlacdo de Spearman através do software GraphPad Prism. Apos a
realizacdo da andlise de correlagdo, um banco de dados foi criado usando o programa Microsoft
Excel. Em seguida, as correlacdes significativas foram compiladas usando o software
Cytoscape (v3.0.3), para demonstragao das interacoes complexas entre as células T yd e os
mediadores imunologicos soluveis. O indice de correlagdo (1) foi utilizado para categorizar a

forga de correlagdo como fraca (r<0,35), moderada (r>0,36 a r<0,67) ou forte (r>0,68).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da populac¢ao de estudo

Para a execucdo deste trabalho, foram recrutados 20 pacientes pediatricos com LLA-B
e 20 criancas saudaveis (sem leucemia, GC), sendo processado um total de 180 amostras
oriundas de pacientes com leucemia (100 amostras de SP + 80 amostras de MO) e 20 amostras-
controle (20 SP). Por se tratar de um procedimento invasivo e ndo viavel de ser executado sem
a devida prescri¢do médica, a coleta do aspirado de MO nao foi realizada nas criangas saudaveis
do GC. O grupo LLA-B foi composto por 7 criancas do sexo masculino e 13 do sexo feminino
com idade mediana ao diagnoéstico de 6 anos [[QR=3-12], enquanto o GC foi composto por 12
criangas do sexo masculino e 8 do sexo feminino com mediana de idade de 9 anos [IQR=6-11].
A maioria dos pacientes (65%) e todas as criangas do grupo controle incluidas no estudo foram

procedentes da capital Manaus, conforme observado na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas da populagdo de estudo.

Variaveis LLA-B (n =20) GC (n=20)
Sexo (n, Masculino/Feminino, %) ™M (35%) / 13F (65%) 12M (60%) / 8F (40%)
Idade (mediana [IQR]) 6 [3-12] 9[6-11]
Grupo de Idade (n, %)
la<5 7 (35%) 4 (20%)
5a<9 5(25%) 4 (20%)
9a<l14 4 (20%) 12 (60%)
14a<18 4 (20%) )

Procedéncia (n, %)
Manaus 13 (65%) 20 (100%)

Interior do Amazonas 7 (35%) B

Abreviagdes: GC, grupo controle; F, feminino; IQR, intervalo interquartil; LLA-B, leucemia
linfoblastica aguda de células B; M, masculino; n, nimero amostral.

As caracteristicas hematoldgicas da populacdo estudada e os respectivos valores de
referéncia estdo descritos na Tabela 2. Em comparacao com o GC, observamos que os pacientes

com LLA-B ao diagnoéstico exibiram parametros sanguineos que sdo observaveis na maioria
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dos casos clinicos de leucemia aguda: uma leucocitose intensa com diminui¢do de neutréfilos,
plaquetas, eritrocitos e hemoglobina. Isso reflete a usual triade da leucemia, caracterizada por
leucocitose (com neutropenia), anemia e trombocitopenia, ou seja, a substitui¢do dos elementos

normais do sangue e da medula 6ssea por blastos leucémicos.

Tabela 2. Caracteristicas hematoldgicas da populagdo de estudo.

LLA-B (n = 20) GC (n=20) Valor de
Variaves MO SP SP referéncia®
Leucdcitos totais 85.8 13.0 6.2 N
(x10%/ul), mediana [IQR] [38.2-114.7] [2.9-34.6] [5.2-7.5] 5.2-12.4 (x10°/uL)
Blastos 74.708 (90%) 7.555 (55%)
ABS (%), mediana [IQR] [30.053-96.851] [190-24.727] B -
Neutrofilos 1.5 0.66 2.7 3
(x10%/pl), mediana [IQR] [0.61—4.5] [0.28-1.95] [2.3-3.5] 1.9-8 (x10°/uL)
Linfécitos 83.5 25.8 3.4 3
(x10%/ul), mediana [IQR] [55.8-199.4] [9.1-175] [2.5-4.7] 0.9-5.2 (x10°/uL)
Eritrdcitos 2.69 3.05 4.45 6
(x10%p1), mediana [IQR] [2.43-2.94] [2.67-3.32] [4.27-4.71] 4-6 (x10%uL)
Hemoglobina 7.8 8.9 12.6 B
(¢/dL), mediana [IQR] [6.7-8.5] [7.6-9.8] [11.7-13.1] 12-18 (g/dL)
Plaquetas 35 28 312 N
(x10%/pl), mediana [IQR] [21-63] [20-60] [261-345] 130-400 (x10°/uL)

Abreviacdes: MO, medula 6ssea; SP, sangue periférico; GC, grupo controle; IQR, intervalo
interquartil. *Valores de referéncia adotados pelo setor de Hematologia do HEMOAM. Fonte
em negrito indica parametros hematoldgicos anormais.

O quadro clinico-patologico dos pacientes pediatricos com LLA-B estd demonstrado na
Tabela 3, sendo observado uma consequéncia da expansdo proliferativa de células B malignas
e pelo possivel envolvimento de 6rgaos extramedulares. Em nosso estudo, 3/20 (15%) dos
pacientes apresentavam aumento palpavel dos linfonodos (linfadenopatia), enquanto 6/20
(30%) exibiram alteragdes abdominais com aumento do bago e do figado (esplenomegalia e
hepatomegalia, respectivamente). Apenas 1/20 (5%) dos pacientes exibiu infiltragdo tumoral
no SNC, enquanto 10/20 (50%) mostraram anormalidades citogenéticas/moleculares ao
diagnostico. Além disso, todos os pacientes exibiram um feno6tipo tumoral compativel com
LLA-B comum (CD10", antigeno Calla) e a maioria possuia carga leucémica elevada (>50%

de blastos) tanto no compartimento medular quanto na circulagao periférica.
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Tabela 3. Caracteristicas clinico-patoldgicas da populagdo de estudo ao diagndstico.

Variaveis (n, %) LLA-B (n =20)
Linfadenopatia 3 (15%)
Esplenomegalia 6 (30%)
Hepatomegalia 6 (30%)
Envolvimento do SNC 1 (5%)
Imunofenétipo

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

Citogenética/Biologia Molecular

Normal 10 (50%)
Anomala 10 (50%)
Carga Leucémica MO* Sp#
<50% de blastos 4 (20%) 9 (45%)
>50% de blastos 16 (80%) 11 (55%)

Abreviacdes: GC, grupo controle; LLA-B, leucemia linfoblastica aguda de células B; MO, medula
Ossea; SNC, sistema nervoso central; SP, sangue periférico. “Obtido através da imunofenotipagem por
citometria de fluxo. #Obtido por contagem manual de células/hemograma.

A Tabela 4 resume a estratificagdo de grupo de risco e a avaliagio de DRM medular
durante o tratamento quimioterapico. Os pacientes foram categorizados em trés subgrupos de
acordo com a estratifica¢ao de risco ao diagnostico e reestratificagdo de risco ao D15 da terapia
de indugao da remissado. Estes foram denominados: BR - Baixo Risco, RI - Risco Intermediario
e AR - Alto Risco. No momento do diagnéstico, 25% dos pacientes foram classificados como
BR (n=35, 1M/4F; idade mediana=6 anos; IQR=3-11), enquanto 45% foram classificados como
RI (n =9, 1M/8F; idade mediana=6 anos; IQR=3-9) e 30% foram classificados como AR (n =
6, SM/1F; idade mediana=13 anos; IQR=3-15). No D15, apenas um unico paciente (5%)
permaneceu como BR (n = 1, sexo feminino; idade=3 anos), enquanto 55% foram
reestratificados para RI (n = 11, IM/10F; idade mediana=6 anos; IQR=3-9) e 40% foram
reestratificados para AR (n = 8, 6M/2F; idade mediana=12 anos; I[QR=4-14).

Além disso, a populagdo de estudo também foi classificada de acordo com a detecgao

de DRM medular (valor de referéncia: <0.01%) ao D15 e D35 da terapia de inducdo da
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remissdo. Estes foram denominados: DRM™ e DRMO®). A avalia¢do da presenga de DRM no
D15 demonstrou que, neste tempo, praticamente todos os pacientes possuiam carga leucémica
residual >0.01% no compartimento medular e estes foram entdo agrupados como DRM® (n =
20, 7M/13F; idade mediana=6 anos; IQR=3-12). Curiosamente, percebemos que, em nosso
estudo, os pacientes DRM® exibiram valores mais altos de DRM (>1% de blastos na MO) e
valores menores de células malignas residuais (<1% de blastos na MO), permitindo-nos entao
classifica-los como DRM"™ <1%) (5 = 6, 2M/4F; idade mediana=7 anos; IQR=3-11) e DRM"&"
C1%) (n = 14, 5M/9F; idade mediana=6 anos; IQR=3-13). Ao final da terapia de indugdo, no
D35, 65% dos pacientes ndo exibiram presenca de DRM medular (n = 13, 4M/9F; idade
mediana=7 anos; IQR=3-11), alcancando a remissdo completa ap6s a indugdo, e 35% ainda

apresentavam células leucémicas residuais (n = 7, 3M/4F; idade mediana=6 anos; IQR=3-14).

Tabela 4. Estratificagdo de risco e DRM medular durante a quimioterapia de remissao.

Variaveis (n, %) LLA-B (n=20)

Estratificacdo de Grupo de Risco (D0)

BR 5(25%) IM/4F 6[3-11]
RI 9 (45%) IM/8F 6 [3-9]
AR 6 (30%) SM/1F 13 [3-15]
Reestratificacido de Risco (D15)
BR 1 (5%) IF 3 [3-3]
RI 11 (55%) IM/10F 6 [3-9]
AR 8 (40%) 6M/2F 12 [4-14]
Doenca Residual Mensuravel (D15)
DRM® 0 (0%) - -
DRM® 20 (100%) TM/13F 6 [3—12]
Lo (<17 de blastos) 6 (30%) 2M/4F 7[3-11]
High (1% de blastos) 14 (70%) 5M/9F 6 [3-13]
Doenca Residual Mensuravel (D35)
DRM® 7 (35%) 3M/4F 6 [3-14]
DRM® 13 (65%) 4M/9F 7[3-11]

Abreviacoes: AR, alto risco; BR, baixo risco; DRM, doenca residual mensuravel; F, feminino; LLA-B, leucemia
linfoblastica aguda de células B; M, masculino; n, nimero amostral; RI, risco intermediario.*Idade reportada em
mediana com intervalo interquartil.
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5.2. Analise do perfil fenotipico-funcional das células T y6 e mediadores imunoldgicos
soliveis ao diagnéstico

A caracterizacdo inicial do perfil imunolégico dos pacientes com LLA-B pediatrica
(LLA-B SP e LLA-B MO) ¢ apresentada na Figura 12. Nossos dados demonstraram que os
pacientes recém-diagnosticados com a doenca apresentam uma frequéncia significativamente
reduzida de linfocitos totais (Fig. 12b) no compartimento medular em comparagdo com a
circulagdo periférica. Esse fendmeno ¢ corroborado pelos parametros hematologicos mostrados
na Tabela 2 que indicam que os pacientes com LLA-B exibiram uma carga tumoral
intramedular elevada ao diagndstico, com intensa supressao dos elementos sanguineos normais
(Fig. 12a). Em contrapartida, ndo houve diferenga significativa entre o SP dos pacientes e o
GC, embora tenha-se observado uma redugdo na frequéncia dos linfécitos totais circulantes.

Os pacientes com LLA-B ndo apresentaram alteragdes significativas no quantitativo de
células T totais (Fig. 12¢). A analise por citometria de fluxo revelou uma diferenga minima
entre GC, SP e MO, sugerindo que o percentual de células CD3", dentro do pool de linfocitos
totais, pode ndo variar drasticamente no momento do diagnostico. Apesar disso, ndo seria
incerto propor que a frequéncia das células T mostrou uma tendéncia de maior redu¢do na MO
do que na circulacdo sanguinea desses pacientes.

As células T yd demonstraram mudancgas na presenca dos seus subconjuntos. As duas
subpopulagdes detectadas compreenderam uma pequena fracdo do total de células T, com
consideravel variacdo interindividual (Fig. 12d,e). As células V31 foram significativamente
mais presentes na MO dos pacientes com LLA-B, enquanto nenhuma diferenca expressiva foi
observada entre o SP e o GC (Fig. 12d). Ainda assim, percebe-se que, em nosso estudo, as
células Vo1 foram mais presentes na circulacdo sanguinea dos pacientes com a doenga, quando
comparado ao GC. Curiosamente, as células V62 exibiram um comportamento inverso de sua
contraparte V81" (Fig. 12e), pois a frequéncia deste subconjunto mostrou uma tendéncia de
diminui¢cdo no SP dos pacientes com LLA-B em comparacdo com o GC, enquanto foi

observado uma frequéncia significativamente menor no compartimento medular.
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Figura 12: Caracterizacao da frequéncia de células T yd nos pacientes pediatricos diagnosticados com LLA-
B. As populacdes celulares foram avaliadas no momento do diagnostico em amostras de sangue periférico (SP, o)

e medula dssea (MO, o) de pacientes pediatricos com LLA-B e no grupo controle (GC, ®). A caracterizagdo

imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo, conforme descrito na se¢io “Materiais e Métodos”. Os dados
sdo mostrados em graficos de dispersdo (scatter plof) e relatados como mediana global expressa em porcentagem
(%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou
t de Student pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-Whitney ou 7 de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP).

Diferencas significativas sdo destacadas por linhas de conex@o e asteriscos quando p<0.0001 (****) ou p<0.05

().

Como a sinalizagdo dos mediadores imunoldgicos soluveis ¢ crucial para as respostas
das células T y6 durante o desenvolvimento do tumor, nds realizamos a quantificagdo do perfil
dessas moléculas no microambiente tumoral e sangue periférico no momento do diagndstico,
conforme demonstrado na Figura 13. Em geral, todos os analitos avaliados atingiram maior
producdo no compartimento medular dos pacientes. As andlises revelaram um aumento
expressivo das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 e CXCL10, assim como das
citocinas pro-inflamatorias IFNy, TNF, IL-12 e IL-17. As citocinas homeostaticas e de
manuten¢do de linfocitos, como IL-2, IL-7 e IL-15, também exibiram comportamento
semelhante, com concentragdes muito maiores na MO do que no sangue, enquanto a citocina
regulatoria IL-10 também se manteve alta na MO.

Ao analisar a circulagdo periférica, observou-se que todas as quimiocinas avaliadas
tiveram concentragdes menores em relagdo a MO, mas apenas CCL2, CCL3, CCL4, CXCLS8 e
CXCLI10 estiveram significativamente aumentadas quando comparadas ao GC. Curiosamente,
quase todas as citocinas circulantes nao demonstraram diferenca expressiva em relagao ao GC,
com exce¢cdo de TNF e IL-10, que se mantiveram significativamente elevadas no SP dos

pacientes.
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Figura 13: Analise do perfil de mediadores imunologicos soluveis ao diagnéstico. As citocinas e quimiocinas foram
dosadas no momento do diagndstico em amostras de sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO) de pacientes
pediatricos com LLA-B e no grupo controle (GC). Os analitos foram quantificados por Luminex, conforme descrito na
secdo “Materiais e Métodos”. Os dados sdo apresentados por meio de graficos de barras (one bar per column), relatados
em escala linear, mostrando a média com erro padrao (mean with SEM) da intensidade média de fluorescéncia (MFI).
As anélises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou 7 de Student
pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencas
significativas sdo destacadas por linhas de conexao e asteriscos quando p<0.0001 (****), p<0.001 (***), p<0.01 (**)

ou p<0.05 (*).

Inicialmente, avaliamos por citometria de fluxo o estado de diferenciacdo das células T
vd derivadas do sangue e da MO. A expressdo de CD45RA e CD27 define quatro subconjuntos
de células T y6 em humanos (277). Aqui, buscamos determinar se a combinagao de ambos os
marcadores poderia ser usada para identificar subpopulagdes de células T yd naive (Tn), de
memoria central (Tcwm), efetoras (Tem) ou terminalmente diferenciadas (Temra) (Figura 14).
Esses fendtipos transitorios sdo balanceados entre si a medida em que os linfocitos T se tornam

responsivos ao antigeno cognato e podem refletir a capacidade funcional das células T 9.
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As células V31 naive (CD45RA" CD27") exibiram uma frequéncia maior no GC,
enquanto houve uma queda acentuada do quantitativo dessas células no SP e MO dos pacientes
no momento do diagnoéstico (Fig. 14a). Curiosamente, os subconjuntos de Tcm (CD45RA"
CD27") e Tem (CD45RA™ CD27") tiveram os menores percentuais, tanto no GC quanto na
circulacao periférica e compartimento medular dos pacientes. Ainda assim, ¢ importante notar
que houve um aumento significativo desses subconjuntos, principalmente na MO, indicando
uma tendéncia de diferenciacdo das células Vol em dire¢do a memoria efetora nesse
compartimento. As células V81 Temra (CD45RA" CD27°) foram as mais detectadas no SP e
MO dos pacientes, sugerindo que este subconjunto estd mais presente durante o
desenvolvimento do tumor.

De forma distinta do subconjunto V31, as células V32 naive tém uma presenga muito
maior no GC, mas uma frequéncia ainda mais elevada no SP e MO dos pacientes (Fig. 14b),
sugerindo pouco comprometimento funcional ou ativa¢do/iniciacdo prejudicada da célula.
Também foram observados aumentos pequenos, mas significativos, nas populacdes Tcm € Tem
dentro da MO, indicando que algumas células ainda assim conseguem ser ativadas e
diferenciadas nesse compartimento. No entanto, a presenca de c€lulas Temra € reduzida nos
pacientes com LLA-B, reforcando entdo a ideia de que esse subconjunto apresenta

responsividade prejudicada durante a progressao da doenga.

a b
M 100+ 100 .
° ]
- ;.:‘ *
-— ) - -
754 o0 ! 754 %
3 -t ©
- o
<,
50 —_ "N 50 o ¢
s..
- o L]
g * * *% ] § ¢ L * B e
w 25 o _ w 254 A
& . " 8 X
| o O ) 3 -
~8 K "8 o
[ . o* ‘e, o - e,
e 04 ® —— = TTD = S e bl 04 — e — e — —
8 &
TN TCM TEM TEMRA TN TCM TEM TEMRA

Figura 14: Analise do estado de diferenciacdo das células T yo ao diagndstico. As subpopulagdes de células de

memoria ou efetoras expressando CD45RA e/ou CD27 foram avaliadas no momento do diagnostico em amostras de

sangue periférico (SP, @) e medula 6ssea (MO, @) de pacientes pedidtricos com LLA-B e no grupo controle (GC, ¢). A

avaliacdo imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo, conforme descrito na se¢ao “Materiais e Métodos”. Os

dados sd@o mostrados em graficos de dispersao (scatfer plot) e relatados como mediana global expressa em porcentagem

(%). As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de

Student pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP).
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Diferengas significativas sdo destacadas por linhas de conex@o e asteriscos quando p<0.001 (***), p<0.01 (**) ou

p<0.05 (*). T, naive; Tcm, memoria central; Tem, memoria efetora; Temra, terminalmente diferenciada.

Para explorar mais a fundo potenciais mudangas no perfil das células Vol e Vo2
localizadas na MO e na circulagdo sanguinea, usamos a expressao do marcador de superficie
CD69 e do receptor NKG2D (CD314) em varias combinagdes para rastrear subconjuntos de
células T yd potencialmente ativadas em pacientes com LLA-B (Figura 15).

Nossas analises mostraram que a expressao unica de CD69 em células Vo1 parece nao
variar entre individuos saudaveis e pacientes com a doenga, porém, a detec¢ao desse marcador
foi significativamente menor na MO do que no SP (Fig. 15a). Da mesma forma, ndo foram
observadas mudangas expressivas na presenga de NKG2D entre o GC e SP, mas uma redugao
discreta e ndo significativa na MO dos pacientes. As células V31 genuinamente ativadas, isto
¢, que expressam ambos os marcadores, exibem uma frequéncia basal baixa em individuos
saudaveis. Ao avaliar sua presenca nos pacientes com LLA-B, percebe-se que o percentual
dessas células ativadas se manteve muito proximo ao nivel basal, com uma pequena redugao
no SP. Além disso, células duplo-negativas foram detectadas em ambos os grupos, com uma
presenca maior e ndo significativa nos pacientes com LLA-B.

A expressdo de CD69 nas células V32 nao foi diferente entre os pacientes e individuos
saudaveis (Fig. 15b), no entanto, as células Vo2 expressando NKG2D foram significativamente
aumentadas nos pacientes com LLA-B ao diagnostico, principalmente na MO. Ambos os
marcadores foram simultaneamente detectados em uma parcela muito maior de células Vo2 do
GC, com redugdo significativa no SP dos pacientes. De forma distinta das células Vol, a
frequéncia de células V32 duplo-negativas foi menor no GC com um pequeno aumento

significativo na circulagdo periférica dos pacientes com a doenca.
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Figura 15: Andilise do estado de ativacdo das células T y6 ao diagnéstico. As subpopulagdes de células
expressando os marcadores CD69 e/ou CD314 (NKG2D) foram avaliadas no momento do diagndstico em
amostras de sangue periférico (SP, @) e medula 6ssea (MO, @) de pacientes pediatricos com LLA-B e no grupo
controle (GC, ¢). A avaliagdo imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo, conforme descrito na se¢do
“Materiais e Métodos™. As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado
(GCvsLLA-B SP). Os dados sdo mostrados em graficos de dispersdo (scatter plot) e relatados como mediana
global expressa em porcentagem (%). Diferencas significativas sdo destacadas por linhas de conexao e asteriscos

quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

Em seguida, realizamos uma andlise da expressdo diferencial dos marcadores de
superficie associados a capacidade citotoxica: CD16 e CD56 (Figura 16). Durante a avaliagdo
das células Vol (Fig. 16a), observamos que esses marcadores sdo, no geral, raramente
expressos nesse subconjunto, tanto no GC quanto nos pacientes com LLA-B no momento do
diagnostico. Isso foi reforgado ndo apenas pela expressdo tinica e minima de CD56 ou CD16,
mas pela alta frequéncia de células duplo-negativas. Ainda assim, ¢ importante destacar que
houve um aumento pequeno, mas ndo significativo, na frequéncia de células V61 CD56" no SP
dos pacientes em comparacao com o GC. O mesmo comportamento foi observado na MO, onde
essas cé¢lulas expressavam mais CD56, indicando que a presenga de CD16 nas células Vo1 da
MO era minima.

As células V382 circulantes CD56" foram significativamente mais abundantes nos
pacientes do que nos individuos saudaveis (Fig. 16b). A expressao unica desse marcador foi
maior no SP do que na MO desses pacientes, enquanto CD16 nao teve presenca consideravel
nessas células, independentemente do compartimento. Além disso, células V62 duplo-positivas
foram significativamente reduzidas no SP em comparacdo com o GC. Essa reducdo foi ainda

maior na MO do que no SP, embora nao significativa. No geral, a presenca de células duplo-
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negativas foi muito semelhante ao nivel basal detectado em individuos saudaveis, mas com uma

presenca significativamente maior na MO do que no SP dos pacientes com a doenga.
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Figura 16: Expressido de marcadores associados a capacidade citotoxica em células T y6 ao diagnéstico. As
subpopulagdes de células expressando os marcadores CD16 e/ou CD56 foram avaliadas no momento do
diagnostico em amostras de sangue periférico (SP, @) e medula 6ssea (MO, ) de pacientes pediatricos com LLA-
B e no grupo controle (GC, ¢). A avaliagdo imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo, conforme
descrito na secdo “Materiais ¢ Métodos”. Os dados sdao mostrados em graficos de dispersdo (scatter plot) e
relatados como mediana global expressa em porcentagem (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-
Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencgas significativas sdo destacadas por linhas de

conexao e asteriscos quando p<0.05 (*).

Posteriormente, focamos em marcadores ligados a supressao das atividades efetoras de
células T v9, ou seja, checkpoints imunologicos que podem potencialmente inibir a ativagdo e
citotoxicidade desse subconjunto de linfécitos T durante o desenvolvimento do tumor. A
expressao de CD152 (CTLA4) e CD279 (PD1) tem sido comumente utilizada para avaliar a
exaustdo de células T afy em diferentes tipos de cancer (294). Aqui, também exploramos a
presenca diferencial desses marcadores nos subconjuntos Vol e V82 para determinar o seu
comportamento ao diagnostico (Figura 17).

Percebemos que uma porcentagem substancial de células V31 ndo expressava os
checkpoints imunolédgicos avaliados neste estudo, entretanto, foram detectadas subpopulacdes
menores que expressavam apenas um dos marcadores, com maior frequéncia na MO do que no
SP (Fig. 17a). As células V31 CTLA4" foram significativamente mais abundantes no GC, com
reducdo no SP dos pacientes. O mesmo comportamento foi observado na expressdo unica de

PD1, com menos células V31 PD1" na circulagdo periférica. Surpreendentemente, uma fragdo
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muito pequena de células Vol era duplo-positiva com percentual menor no SP dos pacientes
quando comparado ao GC. Além disso, também foi detectado um percentual elevado de células
duplo-negativas, com presenga significativamente maior no SP do que na MO dos pacientes
com a doenga.

Embora ndo tenhamos detectado nenhuma mudanga na expressdao unica de PD1 em
células Vo2, a presenca de CTLA4 foi significativamente maior nessas cé¢lulas em comparagao
com o GC (Fig. 17b). A expressdo desse marcador ndo diferiu de forma consideravel entre o
SP e MO dos pacientes, mas as analises indicaram uma tendéncia de diminui¢do da expressao
de CTLA4 no subconjunto Vo2 derivado da MO. Curiosamente, observamos que células duplo-
positivas foram bem menos frequentes no SP dos pacientes do que nos individuos saudaveis
com uma tendéncia de aumento no compartimento medular. Um percentual minimo de células

V62 foram duplo-negativas, com presenca maior e ndo significativa no SP dos pacientes.
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Figura 17: Expressao de checkpoints imunologicos em células T y6 ao diagnostico. As subpopulacdes de
células expressando os marcadores CD152 (CTLA4) e/ou CD279 (PDI1) foram avaliadas no momento do
diagnoéstico em amostras de sangue periférico (SP, @) e medula 6ssea (MO, @) de pacientes pediatricos com LLA-
B e no grupo controle (GC, ¢). A avaliacdo imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo, conforme
descrito na seg¢do ‘“Materiais ¢ Métodos”. Os dados sdo mostrados em graficos de dispersdo (scatter plot) e
relatados como mediana global expressa em porcentagem (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-
Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencas significativas sdo destacadas por linhas de

conexao e asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).
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Finalmente, realizamos uma analise da presenga de marcadores relacionados a
capacidade migratoria das células T yo (Figura 18). A expressao de receptores de quimiocina
¢ consideravelmente modulada durante a ativagdo e diferenciacdo das células T (295,296).
Nossa hipdtese era a de que as células T yd responsivas ao tumor modificariam a expressao de
certos receptores de homing, permitindo assim a sua recirculacdo e imunovigilancia entre o
sangue ¢ o compartimento medular. Aqui, focamos na expressao diferencial de CD183
(CXCR3) e CD184 (CXCR4).

As células Vo1 exibiram um grau consideravel de heterogeneidade no comportamento
de expressdao de CXCR3 e CXCR4 (Fig. 18a). A presenca tinica de CXCR3 nas células Vo1 foi
significativamente reduzida no SP em comparagdo com o GC. Em contraste, houve um aumento
significativo de CXCR4 nas células Vol circulantes, com presenca ainda maior, mas nao
significativa, no compartimento medular. A frequéncia de células duplo-positivas foi menor
nos pacientes do que nos individuos saudaveis, embora nao tenha sido observada diferencga
expressiva. Além disso, o percentual de células duplo-negativas foi maior no SP dos pacientes
do que no GC, com redugdo significativa na MO.

Com um comportamento mais homogéneo do que sua contraparte V17, as células V52
nao exibiram mudangas na expressao unica de CXCR3, que se manteve minima entre os grupos.
No entanto, notamos um aumento robusto e significativo de células V32 CXCR4" no SP dos
pacientes em comparacdo com o GC, com concentragcdes semelhantes na MO. Além disso,
observou-se que os individuos saudaveis possuem uma fragdo substancial de células Vo2
circulantes que co-expressam os dois marcadores simultaneamente. Ao compara-los com os
pacientes, descobrimos que esse percentual ¢ reduzido de forma significativa no SP, com um
nivel ligeiramente menor na MO. A frequéncia de células duplo-negativas ndo diferiu entre os

pacientes e o0 GC, mantendo concentragdes minimas independentemente do compartimento.
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Figura 18: Expressio de receptores de quimiocina em células T yd ao diagnostico. As subpopulagdes de
células expressando os marcadores CD183 (CXCR3) e/ou CD184 (CXCR4) foram avaliadas no momento do
diagnostico em amostras de sangue periférico (SP, @) e medula 6ssea (MO, ) de pacientes pediatricos com LLA-

B e no grupo controle (GC, ¢). A avaliacdo imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo, conforme

descrito na secdo “Materiais ¢ Métodos”. Os dados sdo mostrados em graficos de dispersdo (scatter plof) e
relatados como mediana global expressa em porcentagem (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (LLA-B, SPvsMO) e teste de Mann-
Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferengas significativas sdo destacadas por linhas de
conexao e asteriscos quando p<0.0001 (****), p<0.001 (***) ou p<0.01 (**).

5.3. Analise do perfil fenotipico-funcional das células T y6 e mediadores imunologicos
soliveis durante a quimioterapia de remissao

Para uma compreensdo mais ampliada do comportamento das células T yd e do
microambiente adjacente de citocinas e quimiocinas, realizamos uma série de andlises
longitudinais para descrever a cinética e potenciais mudangas nas populagdes celulares e
mediadores imunologicos soluveis durante a quimioterapia de remissao, tanto a nivel periférico
quanto a nivel intramedular. Conforme mostrado na Figura 19, o poo! circulante de linfocitos
totais, quando comparado ao DO, € significativamente elevado no D8 e ¢ entdo gradualmente
reestabelecido ao nivel da linha de base encontrada no GC (Fig. 19a), indicando uma
restauracao de células saudaveis no sangue a medida em que o tumor regride. Da mesma forma,
quando comparado ao DO, os linfocitos derivados da MO sofrem um aumento expressivo no
D15 e D35, e em seguida declinam a um nivel mais baixo no D84 (Fig. 19b), porém, mantendo
um percentual aparentemente normalizado dentro do compartimento medular [entre 10 e 15%
das células da MO (490).

Ao analisar a presenca das células T totais, descobrimos que esses linfocitos sdo

significativamente reduzidos em faixas de tempo especificas da fase de indugao (D8 e D15).
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Na circulagdo sanguinea, essas cé¢lulas decaem drasticamente em comparagao com o GC e com
o DO, enquanto na MO essa reducao ¢ detectada ao D15 em comparagdo com o DO.
Surpreendentemente, descobrimos que essas células T sdo enriquecidas numericamente tanto
no sangue quanto na MO a partir do D35, indicando que elas expandem nos pacientes conforme
a densidade do tumor ¢ reduzida.

As células T yd exibiram um comportamento distinto entre as suas subpopulacdes.
Enquanto o subconjunto V31, em comparagao com o DO, esteve significativamente reduzido
no SP durante a fase de indugdo (D8, D15 e D35), o mesmo subtipo retornou a um nivel préximo
da linha de base do GC no D84. O mesmo fendomeno foi observado na MO, com redugao
significativa de células V81 ao D15 e D35, e uma tendéncia de recuperagdo no D84.
Curiosamente, o percentual do subconjunto V32 exibiu um aumento gradual ao longo do tempo,
mas reduziu drasticamente no D35 quando comparado ao D0 e GC. Descobrimos que apds esta
reducdo no D35, as células V32 expandiram de forma consideravel no SP em comparagdo com
0 GC e D0. O mesmo comportamento foi detectado na MO, com redug¢do ao D35 e uma

tendéncia de recuperagdao no D84.
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Figura 19: Cinética das células T yo durante a quimioterapia de remissdo. As populagdes celulares foram

avaliadas ao D0, D8, D15, D35 ¢ D84 em amostras de sangue periférico (SP, @), ao D0, D15, D35 ¢ D84 em

amostras de medula 6ssea (MO, @) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo inico no grupo controle. O

comportamento das células foi destacado usando cores na area de plotagem. Os dados sd@o mostrados como
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mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢ mostrado pela linha tracejada (----). As analises estatisticas
foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado
(comparagdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-
B SP). Diferengas significativas (p<0.05) entre os dias da quimioterapia de remissdo sdo representadas por letra
(a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC s@o destacadas por asteriscos

quando p<0.0001 (¥****), p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

A seguir, exploramos a cinética dos mediadores imunologicos soluveis durante a
quimioterapia de remissdo, conforme mostrado na Figura 20. No geral, nossos dados
demonstraram um perfil de citocinas e quimiocinas complexo e dindmico ao longo do tempo,
com redugdo de IFNy, IL-2, IL-10, CCL4, CCL5 e CXCL10 na circulacdo sanguinea dos
pacientes (Fig. 20a). Em contraste, detectamos maior presenga de TNF, IL-7, IL-12, IL-15, IL-
17, CCL2, CCL3 e CXCLS. No compartimento medular, observamos um aumento de IFNy, IL-
7, IL-17 e CCL5 ao longo do tratamento quimioterapico (Fig. 20b). Em contraste, detectamos
concentracdes reduzidas de TNF, IL-2, IL-10, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL8 ¢ CXCLI10,

enquanto nenhuma mudanga significativa foi observada nas concentragoes de IL-12 e IL-15.
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Figura 20: Cinética dos mediadores imunologicos soluveis durante a quimioterapia de remissao. As citocinas
e quimiocinas foram quantificadas ao DO, D8, D15, D35 e D84 em amostras de plasma de sangue periférico (SP,
e), a0 D0, D15, D35 e D84 em amostras de plasma de medula dssea (MO, ) de pacientes pediatricos com LLA-
B e em tempo unico no grupo controle. O comportamento de cada analito foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sdo relatados em escala linear, mostrando a média com erro padrdo (mean with SEM) da
intensidade média de fluorescéncia (MFI). O GC ¢ mostrado pela linha tracejada (----). As analises estatisticas
foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou t de Student pareado
(comparagdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-
B SP). Diferencas significativas (p<0.05) entre os dias da quimioterapia de remissdo sdo representadas por letra
(a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relacdo ao GC sdo destacadas por asteriscos

quando p<0.0001 (****), p<0.001 (***), p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

Para refinar ainda mais a caracterizagdo dos subconjuntos de células T yd nos pacientes
pediatricos com LLA-B, focamos em explorar a cinética dos marcadores fenotipicos e
funcionais ao longo da quimioterapia de remissdo. Primeiro, caracterizamos a dinamica de
expressao de CD69 e NKG2D em células V31 (Figura 21).

No geral, ao analisar a circulacdo periférica dos pacientes (Fig. 21a), observamos que a

expressdo unica de CD69 ¢ minima (<1%) e ndo sofre mudangas consideraveis ao longo do
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tempo neste subconjunto em comparagao com o GC. Da mesma forma, a presenca individual
de NKG2D se mantém estavel em uma fracdo substancial de células V31 (~70%), com reducao
ndo significativa ao DS8. As células duplo-positivas permaneceram significativamente
reduzidas, tanto no DO quanto no D84, e representaram um percentual muito pequeno das
células Vol (1 a 3%). Além disso, percebemos que essa subpopulacdo sofreu um aumento nao
significativo no D8 e no D15 e, em seguida, retornou a um nivel semelhante ao do diagnostico.
As células duplo-negativas foram a segunda subpopulagdo mais observada no SP dos pacientes
(20 a 30%), porém, nao mostrou mudancas consideraveis durante o tratamento.

No compartimento medular (Fig. 21b), descobrimos que as células V51 exibem
comportamento muito semelhante ao das células circulantes, com expressdo minima de CD69
(<1%), porém, mostrando um pequeno aumento, mas significativo, no D35. Da mesma forma,
as células expressando apenas NKG2D foram predominantes nesse compartimento (~70%),
sem mudancas significativas ao longo do tempo. As células duplo-positivas foram mais
abundantes na MO (3 a 9%) e ndo mostraram diferengas consideraveis, embora tenham exibido
uma frequéncia crescente, mas nao significativa, no D15 e D35. Além disso, as células duplo-
negativas também foram a segunda popula¢do mais presente na MO dos pacientes (10 a 30%).
No entanto, foi observado apenas uma redu¢do nao significativa ao D35 e posterior retorno a

um nivel semelhante ao do diagnostico.

As andlises de cinética dos marcadores de citotoxicidade (Figura 22) revelaram que as
células V31 expressando CD16 se mantiveram significativamente reduzidas na circulagao
sanguinea dos pacientes (Fig. 22a), representando um percentual pequeno durante a
quimioterapia (~1%). Curiosamente, a presenga de células V61 co-expressando os marcadores
foi ainda menor no SP (<0.9%), sem nenhuma mudanga significativa ao longo do tempo. Além
disso, a maioria das células V31 circulantes era duplo-negativa (cerca de 80%) e esse perfil foi
mantido durante todo o tratamento sem alteragdes consideraveis. Também descobrimos que as
células Vol circulantes mantinham uma expressao conservada de CD56 (~15%) que diminuia
gradualmente ao longo do tempo, no entanto, ndo foram observadas diferencas significativas

em comparacao com o GC.
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Figura 21: Cinética dos marcadores de ativacio em células Vo1 durante a quimioterapia de remissdo. As
populagdes celulares foram avaliadas ao DO, D§, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, ®), ao
DO, D15, D35 e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, e) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo
unico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢é mostrado pela
linha tracejada (----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou t de Student pareado (comparagdes entre DO, DS, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou
t de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferengas significativas entre os dias da quimioterapia de remissao
sdo representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC

sdo destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Na MO (Fig. 22b), as células V31 CD16" ndo exibiram altera¢des significativas, apesar
de uma tendéncia de diminuicdo observada ao D84. A expressdo unica de CD56 foi
aparentemente maior na MO e mostrou uma tendéncia de aumento no D15 com subsequente
diminuicdo a partir do D35. Em contraste, as células duplo-positivas exibiram uma tendéncia
de aumento no D35 com subsequente diminui¢do ao D84. Diferentemente do comportamento
observado no SP, as células V31 duplo-negativas da MO exibiram uma queda significativa no

D35 e em seguida exibem uma tendéncia de recuperagdo no D84.
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Figura 22: Cinética dos marcadores associados a capacidade citotoxica em células Vol durante a
quimioterapia de remissdo. As populagdes celulares foram avaliadas ao DO, D8, D15, D35 e D84 em amostras
de sangue periférico (SP, @), ao DO, D15, D35 ¢ D84 em amostras de medula dssea (MO, @) de pacientes
pediatricos com LLA-B e em tempo tGnico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi
destacado usando cores na area de plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em
porcentagem (%). O GC é mostrado pela linha tracejada (----). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparagdes entre DO, D8, D15,
D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencgas significativas
entre os dias da quimioterapia de remissao sdo representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO,

enquanto as diferengas em relagdo ao GC sdo destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Um achado interessante do nosso estudo foi que, no geral, as células V31 de pacientes
pediatricos com LLA-B exibem pouca ou nenhuma expressdao de checkpoints imunologicos
durante todo o tratamento quimioterapico (Figura 23). Na circula¢do sanguinea, descobrimos
que esse subconjunto exibe uma reduc¢ao significativa de CTLA4 no D15 e D84, precedida por
um pico de expressao desse marcador no D8 (Fig. 23a). Da mesma forma, a expressao de PD1
foi reduzida ao longo do tempo, mantendo-se consideravelmente menor no D35 e D84. As
células duplo-positivas representaram um percentual pequeno de células V41 circulantes
(menos de 2%) e se mantiveram reduzidas no D15, D35 e D84. De fato, essa dinamica

observada foi ainda mais refor¢ada pela alta detec¢do de células duplo-negativas (mais de 70%),
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que aumentaram de forma consideravel no SP apds o D35.

As células Vo1 localizadas no compartimento medular exibiram uma dindmica
semelhante ao da sua contraparte circulante (Fig. 23b). A presenca individual de CTLA4 foi
pequena nessas células, apesar de haver um pico de expressao significativa no D15. Além disso,
a presenca de PD1 nao mostrou mudangas consideraveis ao longo do tempo, embora tenha
exibido uma tendéncia de diminui¢dao no D35. As células duplo-positivas também foram menos
frequentes e exibiram uma tendéncia de redu¢do ap6s o D35. Em contraste, as células duplo-
negativas predominaram na MO (mais de 70%) e exibiram uma tendéncia de diminui¢ao apds

0 D0, com posterior recuperagao no D35 e no D84.
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Figura 23: Cinética dos checkpoints imunolégicos em células Vo1 durante a quimioterapia de remissdo. As
populacdes celulares foram avaliadas ao D0, D8, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, @), ao
DO, D15, D35 e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, ®) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo
unico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢ mostrado pela
linha tracejada (----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparacdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou
t de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferengas significativas entre os dias da quimioterapia de remissao
sao representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC

sdo destacadas por asteriscos quando p<0.001 (***), p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).
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A caracterizacao da cinética dos receptores de homing em células Vo1 ¢ demonstrada
na Figura 24. No sangue, descobrimos que esse subconjunto reduz significativamente a
expressdo de CXCR3 durante o desenvolvimento do tumor enquanto aumenta, de forma
consideravel, a expressao de CXCR4 (Fig. 24a). Este fenomeno foi observado ao longo de todo
o tratamento, onde a presenca de CXCR3 se manteve diminuida e constante até o D84, ¢ a
expressao de CXCR4 atingiu o pico no D15, com posterior queda ap6s o D35. Além disso,
observamos que as células duplo-positivas sdo significativamente aumentadas no D8 e reduzem
de forma brusca no D84. Em contraste, as células duplo-negativas sao reduzidas ao D8 e D35
e aumentam consideravelmente no D84.

No compartimento medular (Fig. 24b), observamos percentual crescente de células V3l
expressando CXCR3 apos o D15. Em contraste, as células CXCR4" sdo reduzidas ao longo do
tratamento, atingindo menor nivel no D84. Esse fenomeno também foi observado em células
duplo-positivas, que mostraram uma tendéncia de aumento no D15 e, em seguida, reduziram
bruscamente no D84. Dessa forma, a maioria das células V61 dentro da MO ndo expressavam
nenhum dos marcadores ao D84, atingindo entdo um aumento significativo ao final do

tratamento quimioterapico.
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Figura 24: Cinética dos receptores de quimiocina em células Vo1 durante a quimioterapia de remissio. As

populagdes celulares foram avaliadas ao DO, D8, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, e), ao
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D0, D15, D35 ¢ D84 em amostras de medula 6ssea (MO, e) de pacientes pediatricos com LLA-B ¢ em tempo
unico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sd@o mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢ mostrado pela
linha tracejada (----). As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparagdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou
t de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferengas significativas entre os dias da quimioterapia de remissao
sdo representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC

sdo destacadas por asteriscos quando p<0.0001 (****), p<0.001 (***), p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

As analises do estado de diferenciacdo das células V61 sdo mostradas na Figura 25.
Descobrimos que esse subconjunto mantém uma dualidade fenotipica restrita a um perfil naive
ou Temra. Em outras palavras, percebemos que um percentual muito baixo de células V51 era
de Tcm ou Tem, semelhante ao perfil encontrado no GC. Na circulacdo periférica (Fig. 25a), as
células Vo1 naive apresentaram ao D15 uma diminui¢do pequena, mas significativa, seguida
de um aumento no D35 com posterior tendéncia de diminui¢do no D84. Os subconjuntos Tcm
e Tem constituiram menos de 1% das células Vo1, com mais células Tcy no D15 e D35, e
reducdo significativa de células Tem no D8. As células Temra mantiveram uma frequéncia
crescente no SP até o D15 e, em seguida, diminuiram no D35 e se recuperaram no D84.

As células V31 derivadas da MO exibiram um comportamento distinto (Fig. 25b). As
células naive tiveram uma frequéncia crescente a partir do DO, atingindo um aumento
significativo no D35 e uma subsequente tendéncia de reducdo no D84. Além disso, o
subconjunto Tcwm foi menos frequente, exibindo nlimeros significativamente menores no D15 e
D35 em comparagdo com o DO, e tendéncia de aumento no D84. Da mesma forma, as células
Tem também apresentaram reducao no D15, mas uma tendéncia de aumento no D35 e no D84.
A frequéncia das células Temra também mostrou ser significativamente reduzida no D35 com

uma tendéncia de recuperaciao no D84.
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Figura 25: Cinética de diferenciacdo das células Vol durante a quimioterapia de remissdo. As populagdes
celulares foram avaliadas ao D0, D8, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, @), ao D0, D15, D35
e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, @) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo unico no grupo
controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de plotagem. Os
dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC é mostrado pela linha tracejada
(----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon
ou ¢ de Student pareado (comparagdes entre DO, DS, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student
nio-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencas significativas entre os dias da quimioterapia de remissdo sdo
representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC séo
destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*). Tn, naive; Tcm, memoria central; Tem, memoria

efetora; Temra, terminalmente diferenciada.

Em seguida, exploramos a cinética dos marcadores fenotipicos e funcionais nas células
V62 durante a quimioterapia de remissao. Inicialmente, analisamos a dindmica de expressao de
CD69 e NKG2D (Figura 26). Descobrimos que, de forma semelhante ao subconjunto Vo1, as
células Vo2 circulantes também possuem uma expressao unica de CD69 muito baixa, com um
aumento significativo no D84 (Fig. 26a). Além disso, a expressdo de NKG2D nessas células
diminuiu ao longo do tratamento atingindo menor nivel no D84, embora ainda assim tenha se
mantido elevada no D15. Surpreendentemente, observamos que ao contrario do subconjunto

V61, que possui um fenotipo duplo-negativo predominante, as células V62 do SP expressavam
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simultaneamente os dois marcadores, com um percentual muito pequeno de células duplo-
negativas. Apesar disso, a frequéncia de células V82 duplo-positivas foi significativamente
menor no SP dos pacientes do que no GC, principalmente no DO e no DS.

Na MO dos pacientes (Fig. 26b), observamos um aumento progressivo de células Vo2
CD69", que ainda assim representaram um percentual minimo desse subconjunto (menos de
0.5%). Em contraste, as células Vo2 expressando NKG2D reduziram significativamente ao
longo do tempo, atingindo menor nivel no D35. Essa diminui¢ao foi sucedida por um aumento
nas porcentagens de células V52 que expressavam ambos os marcadores no D35 e D84. As

c€lulas duplo-negativas mostraram redug¢ao a partir do DO, atingindo menor frequéncia no D35.
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Figura 26: Cinética dos marcadores de ativacdo em células Vo2 durante a quimioterapia de remissao. As
populacdes celulares foram avaliadas ao D0, D8, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, @), ao
DO, D15, D35 e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, o) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo
unico no grupo controle. O comportamento de expressao dos marcadores foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢ mostrado pela
linha tracejada (----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparacdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou
t de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencas significativas entre os dias da quimioterapia de remissao
sao representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC

sdo destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).
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A analise da cinética dos marcadores associados a citotoxicidade CD16 e CD56 em
células Vo2 ¢ mostrada na Figura 27. A expressdo de CD16 em células V52 circulantes
apresentou um aumento significativo no D84 (Fig. 27a). Além disso, a presenga de células
CD56" ndo mostrou alteragdes significativas apdés o DO, mas se manteve elevada em
comparagdo com o GC. As células duplo-positivas estiveram diminuidas ao longo do tempo,
atingindo diminuicao significativa no D84, mas também representavam grande parte das células
V62, Em contraste um percentual pequeno de células duplo-negativas foi detectado, sem
nenhuma alteragdo significativa durante o tratamento.

No compartimento medular (Fig. 27b), as células V32 CDI16" exibiram o mesmo
comportamento, com presenca elevada no D84, mas ainda assim constituindo um percentual
pequeno desses linfocitos (<1%). Em contraste, as células V32 diminuiram a expressao unica
de CD56 ao longo do tempo, atingindo menor nivel no D84. As células duplo-positivas
estiveram significativamente aumentadas no D35, em comparagdo com o DO, enquanto as
células duplo-negativas nao apresentaram mudangas consideraveis durante o tratamento, apesar

de uma redugao no D15 e posterior aumento no D35.
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Figura 27: Cinética dos marcadores associados a capacidade citotoxica em células V62 durante a

quimioterapia de remissdo. As populagdes celulares foram avaliadas ao D0, D8, D15, D35 e D84 em amostras
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de sangue periférico (SP, @), ao DO, D15, D35 ¢ D84 em amostras de medula dssea (MO, ®) de pacientes
pediatricos com LLA-B e em tempo tnico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi
destacado usando cores na area de plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em
porcentagem (%). O GC é mostrado pela linha tracejada (----). As andlises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparagdes entre DO, D8, D15,
D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencgas significativas
entre os dias da quimioterapia de remissdo sdo representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO,

enquanto as diferengas em relacdo ao GC sdo destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

A caracterizagdo da cinética de expressao dos checkpoints imunoldgicos em células Vo2
¢ mostrada na Figura 28. As células V2 circulantes mantiveram um nivel de expressao
relativamente aumentado de CTLA4 em comparagdo com o GC, mas significativamente
reduzido quando comparado ao DO (Fig. 28a). Apds o D15, as células V32 regularam
positivamente a expressdo de PDI1, atingindo o maior percentual no D84. Em contraste, as
células duplo-positivas permaneceram significativamente reduzidas no D84 em comparagao
com o GC, enquanto as células duplo-negativas aumentaram significativamente ap6s o DS.

A presenga de células CTLA4"™ na MO mostrou redugdo significativa no D35 € a
expressdao de PD1 aumentou ao longo do tempo, mas sem mudangas consideraveis (Fig. 28b).
As células duplo-positivas mostraram uma tendéncia de aumento apds o DO, atingindo maior
nivel no D35, e em seguida, diminuem no D84. Além disso, as células duplo-negativas exibiram
uma tendéncia de aumento apds o D135, atingindo frequéncia maior, mas nao significativa, ao
final da quimioterapia.

A caracterizagdo da cinética dos receptores de homing em células V62 ¢ demonstrada
na Figura 29. No sangue, descobrimos que esse subconjunto mantém elevada a expressao de
CXCR4 durante o desenvolvimento do tumor, sugerindo que as c€lulas Vo2 sao recrutadas para
a MO (Fig. 29a). Este fendmeno foi observado ao longo de todo o tratamento, onde a presenca
de CXCR4 se manteve elevada no D8, D15 e D35, e a expressio de CXCR3 aumentou
consideravelmente no D84. Curiosamente, as células duplo-positivas foram significativamente
reduzidas ao longo de toda a quimioterapia, atingindo menor nivel no D84. Em contraste, as

células duplo-negativas aumentaram consideravelmente no D84.
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Figura 28: Cinética dos checkpoints imunologicos em células V52 durante a quimioterapia de remissio. As
populagdes celulares foram avaliadas ao DO, DS, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, ®), ao
DO, D15, D35 e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, o) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo
unico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢é mostrado pela
linha tracejada (----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparagdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou
t de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferengas significativas entre os dias da quimioterapia de remissao
sdo representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC

sao destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

No compartimento medular (Fig. 29b), observamos uma presenga crescente de células
V62 expressando CXCR3 apos o D35. Em contraste, as células CXCR4 " foram reduzidas ao
longo do tratamento, atingindo menor nivel no D84. Esse fendmeno também foi observado em
células duplo-positivas, que mostraram uma tendéncia de aumento no D15 e, em seguida,
reduziram apos o D35. As células duplo-negativas apresentaram uma tendéncia de aumento a

partir do D35 e aumentaram consideravelmente no D84.
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Figura 29: Cinética dos receptores de quimiocina em células Vo2 durante a quimioterapia de remissio. As
populagdes celulares foram avaliadas ao DO, DS, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, ®), ao
DO, D15, D35 e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, e) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo
unico no grupo controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de
plotagem. Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢é mostrado pela
linha tracejada (----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste
de Wilcoxon ou ¢ de Student pareado (comparagdes entre DO, D8, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou
t de Student ndo-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferengas significativas entre os dias da quimioterapia de remissao
sdo representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o DO, enquanto as diferengas em relagdo ao GC

sao destacadas por asteriscos quando p<0.0001 (****), p<0.001 (***), p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

As andlises do estado de diferenciacdo das células V32 sdo mostradas na Figura 30.
Esse subconjunto também manteve uma dualidade fenotipica direcionada a um perfil naive ou
terminalmente diferenciado, com presenca minima ou ausente de células Tcm ou Tewm,
semelhante ao perfil encontrado no GC. Na circulagdo periférica (Fig. 30a), as células Vo2
naive apresentaram no D8 e D35 um aumento significativo. Os subconjuntos Tcm € Tem eram
praticamente ausentes no GC e constituiram menos de 0.2% das células V62 circulantes, com
mais células Tcm no D8 e D84, e células Tem no D15. Também observamos que as células
TemrA mantiveram uma frequéncia significativamente menor no SP ao longo da quimioterapia

e atingiram menor percentual no D84.
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As células Vo2 derivadas da MO exibiram um comportamento distinto, com
predominancia significativa de células naive (Fig. 30b). Esse subconjunto naive atingiu um
aumento significativo no D35 e uma subsequente tendéncia de redu¢ao no D84. Semelhante as
células Vo1, também foram detectados um percentual pequeno de células Tcm € Tem. As células
V62 Tem representaram menos de 0.6% ao diagndstico e foram praticamente ausentes no D35.
Da mesma forma, as células Tem também foram ausentes durante a quimioterapia e foram
detectadas apenas no DO e D84, compondo menos de 0.1% das células V52 da MO. A
frequéncia das células Temra também mostrou ser significativamente reduzida ao longo do

tempo com uma presenga significativamente menor no D35.
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Figura 30: Cinética de diferenciacido das células V62 durante a quimioterapia de remissdo. As populacdes
celulares foram avaliadas ao D0, D8, D15, D35 e D84 em amostras de sangue periférico (SP, @), ao D0, D15, D35
e D84 em amostras de medula 6ssea (MO, @) de pacientes pediatricos com LLA-B e em tempo unico no grupo
controle. O comportamento de expressdo dos marcadores foi destacado usando cores na area de plotagem. Os
dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem (%). O GC ¢ mostrado pela linha tracejada
(----). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk, teste de Wilcoxon
ou ¢t de Student pareado (comparagdes entre DO, DS, D15, D35 e D84) e teste de Mann-Whitney ou ¢ de Student
nao-pareado (GCvsLLA-B SP). Diferencas significativas entre os dias da quimioterapia de remissdo sdo

representadas por letra (a), que se refere a comparagdes com o D0, enquanto as diferencas em relacdo ao GC sdo
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destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (¥). Tn, naive; Tcm, memoria central; Tey, memoria

efetora; Temra, terminalmente diferenciada.

5.4. Analise da frequéncia e perfil imunolégico das células T yo de acordo com a carga
tumoral ao diagnostico

Com o objetivo de caracterizar um possivel impacto das células T yd e seu perfil fenotipico-
funcional no prognostico clinico de pacientes pedidtricos com LLA-B, foi realizada uma analise
transversal dos pacientes do estudo de acordo com o quantitativo de blastos encontrados no SP
e MO ao diagnostico. Estes foram entdo categorizados em: Baixa Carga Leucémica (bCL,
<50% de blastos) e Alta Carga Leucémica (aCL, >50% de blastos).

Inicialmente, ndo foram observadas alteragdes significativas entre os subgrupos bCL e
aCL, independentemente do compartimento ou subconjunto de células T yo (Figura 31).
Apesar disso, os resultados sugerem que os pacientes com baixa carga tumoral (subgrupo bCL)
apresentam menores numeros de células Vo1 circulantes quando comparados aos pacientes com
carga tumoral mais alta (subgrupo aCL). Por outro lado, o subgrupo aCL apresentou menores
percentuais de células Vo2 circulantes quando comparado ao bCL (Fig. 31a). Na MO, embora
nao haja diferenca consideravel no que diz respeito a frequéncia do subconjunto Vo2, o

subgrupo bCL apresentou um nivel ligeiramente maior de cé¢lulas Vo1 (Fig. 31b).
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Figura 31: Frequéncia de células T yd em pacientes pediatricos com LLA-B de acordo com a carga
leucémica. Os numeros de células expressando o TCR V31 ou V32 no sangue periférico (a) e medula ossea (b)
foram medidos no momento do diagnoéstico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme

o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL (alta carga
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leucémica, >50%). Os dados sao mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As
analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student
nao-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencgas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexdo e

destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

O perfil de ativagdo das células Vo1 também foi caracterizado em pacientes pediatricos
com LLA-B de acordo com o quantitativo de blastos no momento do diagnostico (bCL e aCL)
e os dados sdo apresentados na Figura 32. Embora nao tenha sido detectado diferencas
significativas entre os subgrupos no SP, os resultados sugerem que a presenga de células Vol
circulantes expressando mais CD69, NKG2D ou os dois marcadores simultaneamente, ¢ uma
caracteristica possivelmente ligada a uma baixa carga tumoral. Em nosso estudo, essa ideia foi
ainda mais reforcada pela maior deteccdo de células duplo-negativas no SP do subgrupo aCL
(Fig. 32a). Da mesma forma, células V31 expressando significativamente mais NKG2D e uma
presenga menor de células duplo-negativas foram observadas na MO daqueles pacientes onde

a carga tumoral foi baixa (Fig. 32b).
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Figura 32: Perfil de ativaciio das células Vo1 em pacientes com LLA-B de acordo com a carga leucémica.
Os numeros de células V51 expressando CD69 e/ou CD314 no sangue periférico (a) e medula dssea (b) foram
medidos no momento do diagnéstico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme o

quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL (alta carga
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leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As
analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student
nao-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e

destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

A expressao de CD16 e CD56 em células Vol ¢é apresentada na Figura 33. Nao houve
diferencas significativas entre os subgrupos no SP e MO. No entanto, os resultados indicaram
que as c¢lulas Vol circulantes parecem expressar mais CD16 ou CD56 no subgrupo bCL (Fig.
33a). As células Vol da MO aparentemente tiveram maior expressdo unica de CD16 no
subgrupo aCL, enquanto no subgrupo bCL parecem exibir maior expressao de CD56 (Fig. 33b).
A presenga de células duplo-negativas permaneceu alta em ambos os subgrupos e ndo diferiu

entre os compartimentos.
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Figura 33: Perfil de citotoxicidade das células Vo1 em pacientes com LLA-B de acordo com a carga
leucémica. Os numeros de células V31 expressando CD16 ¢/ou CD56 no sangue periférico (a) e medula 6ssea (b)
foram medidos no momento do diagnostico (D0) em pacientes pedidtricos com LLA-B categorizados, conforme
o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL (alta carga
leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As

analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student
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ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexdo e

destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Foi observado um comportamento interessante de expressao dos checkpoints imunoldgicos
CTLA4 e PDI nos subgrupos bCL e aCL, conforme demonstrado na Figura 34. Os pacientes
com baixa carga leucémica possuiam células Vol circulantes regulando positivamente a
expressdo de CTLA4 e/ou PDI1 (Fig. 34a). Além disso, as células duplo-positivas também
foram consideravelmente mais frequentes no SP desse subgrupo, enquanto as células duplo-
negativas foram mais abundantes no subgrupo aCL. Da mesma forma, as células Vol
localizadas na MO expressavam mais CTLA4 no subgrupo bCL, enquanto a expressdo de PD1
nao diferiu entre os subgrupos (Fig. 34b). Também foi observado uma presencga abundante de
células duplo-positivas na MO do subgrupo bCL, enquanto as células duplo-negativas foram

discretamente mais frequentes no subgrupo aCL.
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Figura 34: Perfil da expressao de checkpoints imunolégicos em células Vo1 em pacientes com LLA-B de
acordo com a carga leucémica. Os niameros de células V&1 expressando CTLA4 e¢/ou PD1 no sangue periférico
(a) e medula 6ssea (b) foram medidos no momento do diagndstico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e

subgrupo aCL (alta carga leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em
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porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk
e em seguida o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo

sublinhadas por linhas de conexdo e destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

As anélises da expressdo de CXCR3 e CXCR4 nos subgrupos bCL e aCL sdo demonstradas
na Figura 35. Os pacientes com alta carga leucémica tinham maior frequéncia de células Vol
CXCR3" no SP, enquanto o subgrupo bCL possuia uma presenga significativamente maior de
células CXCR4" circulantes (Fig. 35a). Curiosamente, embora nio tenha sido detectado
diferengas consideraveis, a presenca de células co-expressando ambos os marcadores foram
mais frequentes no SP do subgrupo aCL, enquanto as cé€lulas duplo-negativas foram mais
abundantes no subgrupo bCL. Em contraste, ndo foram observadas diferencas significativas na
MO. Apesar disso. as células V51 deste compartimento também mantinham maior expressao
de CXCR3 no subgrupo aCL e maior expressao de CXCR4 no subgrupo bCL (Fig. 35b).
Também foi observado maior frequéncia de células duplo-positivas na MO do subgrupo bCL,

enquanto as células duplo-negativas foram discretamente reduzidas no subgrupo aCL.
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Figura 35: Perfil da expressio de receptores de quimiocina em células Vo1 de pacientes com LLA-B de
acordo com a carga leucémica. Os nimeros de células V381 expressando CXCR3 e/ou CXCR4 no sangue

periférico (a) e medula 6ssea (b) foram medidos no momento do diagndstico (D0) em pacientes pediatricos com
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LLA-B categorizados, conforme o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica,
<50%) e subgrupo aCL (alta carga leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em
porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk
e em seguida o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo

sublinhadas por linhas de conexdo e destacadas por asteriscos quando p<0.01 (**) ou p<0.05 (*).

O perfil de maturacao fenotipica das células V51 também foi explorado nos subgrupos bCL
e aCL, e o resultados sdo demonstrados na Figura 36. Nao foram observadas mudancas
consideraveis nas células Vol do SP (Fig. 36a). No entanto, o subgrupo aCL apresentou
tendéncia de aumento de células Tem € de células Temra. No compartimento medular, também
nao foram detectadas mudangas significativas (Fig. 36b). Apesar disso, as células V31 locais
mantiveram maior fendtipo Tcm € Tem no subgrupo aCL, enquanto reduziu o percentual de

células TemrA.
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Figura 36: Estado de diferenciacio das células Vo1 em pacientes com LLA-B de acordo com a carga
leucémica. Os numeros de células V1 expressando CD45RA e/ou CD27 no sangue periférico (a) e medula 6ssea
(b) foram medidos no momento do diagndstico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B categorizados,
conforme o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL
(alta carga leucémica, >50%). Os dados s@o mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células

(%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢
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de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de
conexao e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*). Tx, naive; Tcm, memoria central; Tem, memoria efetora;

Temra, terminalmente diferenciada.

Em seguida, realizamos as mesmas analises de perfil fenotipico-funcional nas células Vo2
derivadas dos subgrupos bCL e aCL. O comportamento de expressdo dos marcadores de
ativacdo ¢ demonstrado na Figura 37. Nao foram observadas mudangas consideraveis no SP
entre os subgrupos. No entanto, as células V32 expressando apenas CD69 ou NKG2D, assim
como células duplo-negativas, foram mais frequentes no subgrupo aCL, enquanto o subgrupo
bCL possuia uma presenca maior de células Vo2 duplo-positivas circulantes (Fig. 37a).
Curiosamente, observamos um comportamento distinto na MO (Fig. 37b). As células V62
locais expressando apenas CD69 foram significativamente aumentadas no subgrupo aCL. Em
contraste, a expressdo de NKG2D foi aumentada de forma robusta no subgrupo bCL, assim
como a presenca de células duplo-positivas. Nao foram observadas diferencas no

comportamento das células duplo-negativas em ambos os subgrupos.
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Figura 37: Perfil de ativacio das células V52 em pacientes com LLA-B de acordo com a carga leucémica.
Os numeros de células V52 expressando CD69 e/ou CD314 no sangue periférico (a) e medula dssea (b) foram

medidos no momento do diagnéstico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme o
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quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL (alta carga
leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As
analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student
nao-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e

destacadas por asteriscos quando p<0.001 (**%*).

As andlises da expressdo de CD16 ¢ CD56 nas células Vo2 derivadas dos subgrupos
bCL e aCL nao revelaram diferencas significativas, independentemente do compartimento. Na
circulacdo sanguinea (Fig. 38a), os pacientes com alta carga tumoral tiveram mais células
expressando apenas CD16 ou CD56, assim como maior frequéncia de células duplo-negativas.
Na MO (Fig. 38b), as células V52 expressavam mais CD16 ou co-expressavam os dois
marcadores no subgrupo bCL, enquanto no subgrupo aCL, a presenca de células duplo-
positivas foi menor e a de células duplo-negativas foi maior. A expressdo tnica de CD56 nao

diferiu entre os dois subgrupos.
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Figura 38: Perfil de citotoxicidade das células V32 em pacientes com LLA-B de acordo com a carga
leucémica. Os nimeros de células V52 expressando CD16 e/ou CD56 no sangue periférico (a) e medula 6ssea (b)
foram medidos no momento do diagnostico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme

o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL (alta carga
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leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As
analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student
nao-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e

destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Durante as analises de expressao dos checkpoints imunologicos (Figura 39), nao foram
observadas mudangas significativas no comportamento das células Vo2 derivadas do SP ou MO
dos subgrupos bCL e aCL. No entanto, células V32 circulantes expressando apenas CTLA4 ou
PD1, assim como células duplo-negativas, foram mais presentes nos pacientes com alta carga
leucémica (Fig. 39a). Em contraste, as células Vo2 circulantes com expressdao simultdnea dos
checkpoints imunolédgicos foram mais frequentes no subgrupo bCL. Na MO, as células V52
PDI1" ou duplo-negativas foram mais encontradas no subgrupo aCL, enquanto o subgrupo bCL

exibiu maior frequéncia de células duplo-positivas (Fig. 39b).
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Figura 39: Perfil da expressao de checkpoints imunologicos em células Vo2 de pacientes com LLA-B de
acordo com a carga leucémica. Os niimeros de células V52 expressando CTLA4 e/ou PD1 no sangue periférico
(a) e medula 6ssea (b) foram medidos no momento do diagndstico (D0) em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) ¢
subgrupo aCL (alta carga leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em

porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk
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e em seguida o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo

sublinhadas por linhas de conexdo e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Focamos também na expressdao de CXCR3 e CXCR4 por células Vo2 nos subgrupos
bCL e aCL, conforme demonstrado na Figura 40. Nao foram observadas mudancas
significativas na dindmica de expressdo desses marcadores, independentemente do
compartimento. Ainda assim, pacientes com alta carga leucémica mostraram maior frequéncia
de células CXCR3" ou duplo-negativas no SP, enquanto o subgrupo bCL possuia uma presenga
maior de células CXCR4" circulantes. Além disso, as células co-expressando ambos os
marcadores ndo diferiram no SP dos subgrupos aCL e bCL (Fig. 40a). No compartimento
medular, as células V52 mantiveram maior expressao de CXCR3 no subgrupo bCL (Fig. 40b).
Também foi observado maior frequéncia de células duplo-positivas na MO do subgrupo bCL,
enquanto as células duplo-negativas foram mais encontradas no subgrupo aCL. A expressao

unica de CXCR4 nao diferiu de forma consideravel entre os dois subgrupos.
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Figura 40: Perfil da expressao de receptores de quimiocina em células Vo2 de pacientes com LLA-B de
acordo com a carga leucémica. Os nimeros de células V82 expressando CXCR3 e/ou CXCR4 no sangue
periférico (a) e medula 6ssea (b) foram medidos no momento do diagndstico (D0) em pacientes pediatricos com
LLA-B categorizados, conforme o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica,

<50%) e subgrupo aCL (alta carga leucémica, >50%). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em
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porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk
e em seguida o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo

sublinhadas por linhas de conexdo e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Finalmente, o perfil de diferenciag¢do das células Vo2 também foi avaliado nos subgrupos
bCL e aCL, e o resultados sao demonstrados na Figura 41. Nao foram observadas mudancas
significativas a nivel de SP. No entanto, o subgrupo aCL apresentou maior percentual de células
naive ¢ Tcm do que o subgrupo bCL, que, por sua vez, tinha mais células Temra (Fig 41a). No
compartimento medular, também ndo foram detectadas mudancas significativas entre os
subgrupos (Fig. 41b). No entanto, as células V32 locais mantiveram maior fenotipo naive no

subgrupo bCL, enquanto as células Tcm, Tem € Temra foram mais presentes no subgrupo aCL.
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Figura 41: Estado de diferenciacio das células V62 em pacientes com LLA-B de acordo com a carga
leucémica. Os numeros de células V52 expressando CD45RA e/ou CD27 no sangue periférico (a) e medula 6ssea
(b) foram medidos no momento do diagnostico (D0) em pacientes pedidtricos com LLA-B categorizados,
conforme o quantitativo de blastos detectado, em subgrupo bCL (baixa carga leucémica, <50%) e subgrupo aCL
(alta carga leucémica, >50%). Os dados s@o mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células
(%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢

de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de
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conex@o e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*). Tx, naive; Tcm, memoria central; Tem, memoria efetora;

Temra, terminalmente diferenciada.

5.5. Analise da frequéncia e perfil imunologico das células T yo de acordo com a

estratificacdo do grupo de risco no D15 da quimioterapia de remissao

Também focamos em uma analise transversal dos pacientes pediatricos com LLA-B de
acordo com a estratificagao de grupo de risco no D15 da quimioterapia de indugao da remissao.
Os pacientes foram categorizados em dois grandes subgrupos: Baixo Risco (BR) e Alto Risco
(AR). Inicialmente, a frequéncia das células V51 e V62 foi caracterizada no SP e MO de ambos
os subgrupos, conforme demonstrado na Figura 42. Os resultados ndo demonstraram
diferengas expressivas no que diz respeito a presenca de células V61 no SP, mas observou-se
uma presenca significativamente maior das células Vo2 circulantes no subgrupo AR (Fig. 42a).
No compartimento medular (Fig. 42b), ambos os subgrupos ndo revelaram diferengas
expressivas na presenca de células T yd, mas ¢ importante destacar que nossos dados indicaram

uma tendéncia de maior percentual de células V61 e Vo2 no subgrupo AR.

a LLABSP b LLaBMO
|
TCR Vo1 TCR Vo2 TGR Vo1 TCR Vo2
2.0q 81 4- 8-
*
1.5 6 34 6
1.0 4 2 4
& 051 2 1 2+
3
e
Q
[
el
® 0.0 | I 0 I T 0 T | 0 ' !
BR AR BR AR BR AR BR AR

Grupos clinicos

Figura 42: Frequéncia de células T Y6 em pacientes pediatricos com LLA-B de acordo com a estratificacio
de risco no D15. Os niimeros de células expressando o TCR V31 ou V42 no sangue periférico (a) e medula dssea
(b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indugdo da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificacdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As anélises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student néo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas

por asteriscos quando p<0.05 (*).
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A expressao dos marcadores de ativagdo em células Vo1 também foi caracterizada em
pacientes pediatricos com LLA-B de acordo com a estratificagdo de risco no D15 e os dados
sdo apresentados na Figura 43. No SP, os resultados mostram que a presenca de células Vol
circulantes expressando apenas NKG2D, ou ambos os marcadores, ¢ elevada significativamente
nos pacientes classificados como BR, enquanto a frequéncia de células duplo-negativas ¢ maior
em pacientes de AR (Fig. 43a). Da mesma forma, células V31 expressando apenas NKG2D ou
células duplo-positivas mostraram uma tendéncia de aumento no subgrupo BR, enquanto uma
presenga significativamente elevada de células duplo-negativas foi observada na MO daqueles

pacientes classificados como AR (Fig. 43b).
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Figura 43: Perfil de ativaciao das células Vo1 em pacientes com LLA-B de acordo com a estratificacio de
risco no D15. Os nimeros de células V51 expressando CD69 e/ou CD314 no sangue periférico (a) e medula 6ssea
(b) foram medidos no D15 da quimioterapia de inducdo da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student ndo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas

por asteriscos quando p<0.05 (*).
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As analises da expressao de CD16 e CD56 nas células Vo1 derivadas dos subgrupos BR
e AR nao revelaram diferengas significativas, independentemente do compartimento (Figura
44). Na circulag¢do sanguinea (Fig. 44a), os pacientes estratificados como alto risco tiveram
mais células expressando apenas CD16 ou ambos os marcadores. No entanto, a expressao de
CD56 ou a frequéncia de células duplo-negativas nao diferiu entre os dois subgrupos. Na MO
(Fig. 44b), as células Vo1 expressaram mais CD16 ou co-expressavam os dois marcadores no

subgrupo BR, enquanto a presenga de células CD56" ou duplo-negativas ndo exibiu diferencas

consideraveis.
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Figura 44: Perfil de citotoxicidade das células Vo1 em pacientes com LLA-B de acordo com a estratificacio
de risco no D15. Os numeros de células V31 expressando CD16 e/ou CD56 no sangue periférico (a) e medula
ossea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indug@o da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student néo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas

por asteriscos quando p<0.05 (*).
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Durante as analises da expressao dos checkpoints imunologicos (Figura 45), nao foram
observadas mudangas significativas a nivel de SP (Fig. 45a). As células Vo1 circulantes eram
principalmente duplo-negativas em ambos os subgrupos, com um maior predominio de células
duplo-positivas nos pacientes de AR. Além disso, o subgrupo BR exibiu maior presenca de
células Vo1 expressando apenas CTLA4 ou PD1. No compartimento medular (Fig. 45b), os
pacientes de baixo risco tiveram um percentual significativamente maior de células Vol
expressando apenas CTLA4. A presenca unica de PD1 mostrou uma tendéncia de aumento nos
pacientes AR, enquanto as células duplo-positivas mostraram tendéncia de aumento no
subgrupo BR. Ainda assim, as células V61 intramedulares eram pincipalmente duplo-negativas,

e ndo mostraram diferencas consideraveis entre os subgrupos BR e AR.
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Figura 45: Perfil da expressiao de checkpoints imunolégicos em células Vo1 de pacientes com LLA-B de
acordo com a estratificacio de risco no D15. Os numeros de células V51 expressando CTLA4 e/ou PDI no
sangue periférico (a) e medula 6ssea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indugdo da remissdo em
pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR
(baixo risco) e subgrupo AR (alto risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem
de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida
o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas

de conexido e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).
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Focamos também na expressdo de CXCR3 e CXCR4 por células Vo1 nos subgrupos
BR e AR, conforme demonstrado na Figura 46. Nao foram observadas mudancas significativas
na dindmica de expressdo desses marcadores, independentemente do compartimento. Ainda
assim, pacientes de alto risco mostraram maior frequéncia de células CXCR3" ou duplo-
negativas no SP, enquanto o subgrupo BR possuia uma presenga maior de células CXCR4" ou
duplo-positivas circulantes (Fig. 46a). No compartimento medular, as células Vo1 mantiveram
maior expressao de CXCR3 ou CXCR4 no subgrupo AR (Fig. 46b). Também foi observado
maior frequéncia de células duplo-positivas na MO do subgrupo BR, enquanto as células duplo-

negativas foram mais encontradas nos pacientes classificados como AR.
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Figura 46: Perfil da expressdo de receptores de quimiocina em células V61 de pacientes com LLA-B de
acordo com a estratificacio de risco no D15. Os numeros de células V51 expressando CXCR3 e/ou CXCR4 no
sangue periférico (a) e medula d6ssea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indugdo da remissdo em
pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR
(baixo risco) e subgrupo AR (alto risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem
de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida
o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas

de conexao e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Finalmente, o perfil de diferenciagdo das células V51 também foi avaliado nos subgrupos
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BR e AR, como demonstrado na Figura 47. Nao foram observadas mudangas significativas em
nenhum dos compartimentos, independentemente do subgrupo. Na circulacao sanguinea (Fig
47a), as células V31 naive e Tem foram menos frequentes nos pacientes classificados como BR
do que no subgrupo AR, enquanto as células Tcm e Temra foram mais presentes. No
compartimento medular (Fig. 47b), foi observado o mesmo comportamento. As células Vol
locais mantiveram maior fen6tipo naive no subgrupo AR, com mais células Tem € menos células

Tewm € TEMRA.
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Figura 47: Estado de diferenciacio das células Vo1 em pacientes com LLA-B de acordo com a estratificacio
de risco no D15. Os niameros de células V51 expressando CD45RA e/ou CD27 no sangue periférico (a) e medula
ossea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indug@o da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificacdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student néo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas
por asteriscos quando p<0.05 (*). Tx, naive; Tcm, memoria central; Tem, memoria efetora; Temra, terminalmente

diferenciada.

Em seguida, realizamos as mesmas andlises de perfil fenotipico-funcional nas células

V&2 derivadas dos subgrupos BR e AR. O comportamento de expressao dos marcadores de
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ativacdo ¢ demonstrado na Figura 48. Nao foram observadas mudangas consideraveis no SP e
MO entre os subgrupos. No entanto, as células Vo2 expressando apenas CD69 ou NKG2D,
assim como c¢lulas duplo-negativas, foram mais encontradas no subgrupo AR, enquanto o
subgrupo BR exibiu uma presenca maior de células V52 duplo-positivas circulantes (Fig. 48a).
No compartimento medular (Fig. 48b), as células V32 locais expressando apenas CD69 ou
nenhum dos marcadores foram mais detectadas no subgrupo AR. Além disso, a expressao Unica

de NKG2D ou de ambos os marcadores simultaneamente nao diferiu entre os subgrupos.
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Figura 48: Perfil de ativaciao das células V82 em pacientes com LLA-B de acordo com a estratificacio de
risco no D15. Os nimeros de células V52 expressando CD69 e/ou CD314 no sangue periférico (a) e medula 6ssea
(b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indu¢do da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificacdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student ndo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas

por asteriscos quando p<0.05 (*).

A analise da expressdao dos marcadores associados a capacidade citotoxica CD16 e

CD56 em cé¢lulas Vo2 derivadas dos subgrupos BR e AR também nado revelou diferengas
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significativas, independentemente do compartimento (Figura 49). Na circulacao periférica
(Fig. 49a), os pacientes estratificados como AR tiveram mais células expressando apenas CD16
ou CD56. Além disso, o subgrupo BR possuia um percentual maior de células Vo2 co-
expressando ambos os marcadores, enquanto a frequéncia de células duplo-negativas nao
diferiu entre os dois subgrupos. Na MO, os achados foram semelhantes (Fig. 49b), com células
V62 expressando mais CD16 ou nenhum dos marcadores no subgrupo AR, enquanto a presenca

de células CD56" ou duplo-negativas ndo diferiu expressivamente entre os subgrupos.
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Figura 49: Perfil de citotoxicidade das células V52 em pacientes com LLA-B de acordo com a estratificacio
de risco no D15. Os numeros de células V32 expressando CD16 e/ou CD56 no sangue periférico (a) e medula
ossea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indug@o da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificacdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student néo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexdo e destacadas

por asteriscos quando p<0.05 (*).

A expressdo dos checkpoints imunologicos também foi avaliada nas células V32 dos

subgrupos BR e AR e ndo se observou mudancas significativas (Figura 50). Na circulagdo
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sanguinea (Fig. 50a), as células V32 expressavam individualmente mais CTLA4 ou PDI nos
pacientes classificados como AR. Em contraste, observamos que o subgrupo BR exibiu maior
frequéncia de células V42 duplo-positivas ou duplo-negativas. No compartimento medular
(Fig. 50b), as células Vo2 expressando apenas CTLA4 foram mais encontradas no subgrupo
BR. Em contraste, a expressdao de PD1, assim como a presenca de células duplo-positivas ou
duplo-negativas mostraram uma tendéncia de aumento nos pacientes de AR, em comparagao

com os pacientes classificados como BR.
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Figura 50: Perfil da expressdo de checkpoints imunolégicos em células V62 de pacientes com LLA-B de
acordo com a estratificacio de risco no D15. Os numeros de células V52 expressando CTLA4 e/ou PDI1 no
sangue periférico (a) e medula éssea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indugdo da remissdo em
pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR
(baixo risco) e subgrupo AR (alto risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem
de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida
o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas

de conexdo e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Os resultados da analise da expressdao dos marcadores ligados a capacidade migratéria
CXCR3 e CXCR4 nos subgrupos BR e AR sdo demonstrados na Figura 51. Nao foram

observadas mudangas significativas na dindmica de expressdo desses marcadores,
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independentemente do compartimento. Ainda assim, pacientes de AR mostraram maior
frequéncia de células V52 CXCR4 " ou duplo-negativas no SP, enquanto o subgrupo BR possuia
uma presen¢a maior de células duplo-positivas circulantes (Fig. S1a). No compartimento
medular, as células V52 mantiveram maior expressao unica de CXCR3 ou CXCR4 no subgrupo
AR (Fig. 51b). Também foi observado maior frequéncia de células duplo-positivas na MO do
subgrupo BR, enquanto as células duplo-negativas foram mais encontradas nos pacientes

classificados como AR.
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Figura 51: Perfil da expressdo de receptores de quimiocina em células Vo2 de pacientes com LLA-B de
acordo com a estratificacdo de risco no D15. Os numeros de células V52 expressando CXCR3 e/ou CXCR4 no
sangue periférico (a) e medula 6ssea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indugdo da remissdo em
pacientes pediatricos com LLA-B categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR
(baixo risco) e subgrupo AR (alto risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem
de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida
o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sdo sublinhadas por linhas

de conexdo e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Finalmente, o perfil de diferenciagcdo das células V52 também foi avaliado nos subgrupos
BR e AR, como demonstrado na Figura 52. Na circulacdo sanguinea (Fig. 52a), as c¢lulas V52

naive foram mais frequentes nos pacientes classificados como BR, enquanto as células Tcm e
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Tem foram praticamente ausentes nesse subgrupo. Em contraste, o subgrupo AR exibiu
frequéncia significativamente maior de células Tgm, assim como maior presenca de células de
Tcem € Temra. No compartimento medular (Fig. 52b), o percentual de células V32 naive nao
diferiu entre os subgrupos, mas as células Temra mostraram uma tendéncia de aumento no
subgrupo AR. As células locais com fenotipo Tcm foram mais encontradas no subgrupo AR,

enquanto as células Tgm foram praticamente ausentes em ambos os subgrupos.
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Figura 52: Estado de diferenciacio das células V62 em pacientes com LLLA-B de acordo com a estratificacao
de risco no D15. Os nimeros de células V52 expressando CD45RA e/ou CD27 no sangue periférico (a) e medula
ossea (b) foram medidos no D15 da quimioterapia de indug@o da remissdo em pacientes pediatricos com LLA-B
categorizados, conforme a estratificagdo do grupo de risco, em subgrupo BR (baixo risco) e subgrupo AR (alto
risco). Os dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student ndo-
pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas
por asteriscos quando p<0.05 (*). T, naive; Tcm, memoria central; Tem, memoria efetora; Temra, terminalmente

diferenciada.
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5.6. Analise da frequéncia e perfil imunolégico das células T yo de acordo com a detecciao

de DRM medular no D35 da quimioterapia de remissao

Por ultimo, realizamos uma andlise transversal dos pacientes pediatricos com LLA-B de
acordo com a deteccdo de DRM medular no D35 da quimioterapia de indugdo da remissao. Os
pacientes foram categorizados em DRM® ¢ DRM®, Inicialmente, a frequéncia das células V51
e V02 foi caracterizada na MO de ambos os subgrupos, conforme mostrado na Figura 53. Os
resultados ndo demonstraram diferencas significativas no que diz respeito a frequéncia dos
subconjuntos de células T yd. No geral, o percentual foi semelhante entre os dois subgrupos,
com cé¢lulas V31 e Vo2 representando menos de 3% das células T totais derivadas da MO dos

pacientes classificados como DRM® ou DRM®,
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Figura 53: Frequéncia de células T y6 em pacientes pediatricos com LLA-B de acordo com a detecgiio de
DRM medular no D35. Os niimeros de células expressando o TCR V41 ou V62 na medula 6ssea foram medidos
no D35 da quimioterapia de inducdo da remissdo em pacientes com LLA-B categorizados conforme a presenga ou
auséncia de células leucémicas residuais em DRM® (I:I) e DRM® (l:'). Os dados sdo mostrados como mediana
global expressa em porcentagem de células (%). As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de
normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student nao-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas

significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

A expressao de marcadores de ativacdo em células V61 e V2 € apresentada na Figura 54.

Os resultados ndo mostraram diferengas na expressdao individual de CD69 ou NKG2D no
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subconjunto V81, no entanto, observou-se que o subgrupo DRM® possuiu uma frequéncia
maior de células duplo-positivas, enquanto o subgrupo DRM® exibiu maior percentual de
células duplo-negativas. As células V2, por sua vez, mostraram uma expressao maior, mas nao
significativa, de CD69 nos pacientes DRM®. Além disso, os pacientes DRM®™ exibiram
tendéncia de aumento no percentual de células V62 duplo-negativas. A presenca de células
expressando apenas NKG2D ou de células duplo-positivas nao diferiu entre os subgrupos,

embora constituissem grande parte das células V2.
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Figura 54: Perfil de ativacdo das células T Y6 em pacientes com LLA-B de acordo com a detec¢cio de DRM
medular no D35. Os nimeros de células Vo1 e V52 expressando CD69 e/ou NKG2D (CD314) na medula dssea

foram medidos no D35 da quimioterapia de indug@o da remissao em pacientes com LLA-B categorizados conforme

a presenca ou auséncia de células leucémicas residuais em DRM® (l:') e DRM®™ (I:,). Os dados sdao mostrados
como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney.

Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

A caracterizagdo da expressdo dos marcadores CD16 e CD56 em células T yo também
nao revelou diferengas significativas, independentemente do subconjunto (Figura 55). No

entanto, mais da metade do pool de células Vo1 ndo expressava estes marcadores de
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citotoxicidade e isso foi observado em ambos os subgrupos de pacientes. As células Vo1 com
expressao unica de CD69, NKG2D ou co-expressando os dois marcadores, foram mais
encontradas no subgrupo DRM®). Diferentemente da sua contraparte V31*, as células V32
predominantes eram duplo-positivas nos pacientes DRM® enquanto nos pacientes DRM®),
essas células exibiam maior expressio individual de CD56. A frequéncia de células CD16"
também foi maior no subgrupo DRM® e o percentual de células V32 duplo-negativas nio

diferiu entre os subgrupos de pacientes.
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Figura 55: Perfil de citotoxicidade das células T Yo em pacientes com LLA-B de acordo com a deteccio de
DRM medular no D35. Os numeros de células V51 e V52 expressando CD16 e/ou CD56 na medula 6ssea foram
medidos no D35 da quimioterapia de inducdo da remissdo em pacientes com LLA-B categorizados conforme a
presenca ou auséncia de células leucémicas residuais em DRM® (l:’) e DRM® (l:l). Os dados sdo mostrados
como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste # de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney.

Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexao e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

A expressdo dos checkpoints imunologicos CTLA4 e PD1 também foi avaliada nas
células T y8 dos subgrupos DRM® ¢ DRM®, e ndo foram identificadas diferencas

consideraveis (Figura 56). No entanto, as células V&1 expressavam individualmente mais
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CTLA4 ou nenhum dos checkpoints imunoldgicos no subgrupo DRM®. Também foi
observado que o subgrupo DRM® exibiu maior presenca de células V81 duplo-positivas,
enquanto a expressio tnica de PD1 ndo diferiu entre os dois subgrupos de pacientes. E
importante notar que mais da metade das células V31 eram duplo-negativas em ambos os
subgrupos. As células V62, por sua vez, eram principalmente duplo-positivas, com um segundo
subconjunto predominante que expressava apenas CTLA4. Os pacientes classificados como
DRM®™ apresentaram um percentual maior de células V62 CTLA4" enquanto o subgrupo

DRMO apresentou maior presenga de células V32 PDI1".
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Figura 56: Perfil da expressido dos checkpoints imunologicos em células T Yo de pacientes com LLA-B de
acordo com a detec¢do de DRM medular no D35. Os numeros de células V&1 e V52 expressando CTLA4 e/ou

PD1 na medula 6ssea foram medidos no D35 da quimioterapia de indugao da remissdo em pacientes com LLA-B

categorizados conforme a presenca ou auséncia de células leucémicas residuais DRM® (I:I) e DRM® (l:l). Os
dados sdo mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram
realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de Student ndo-pareado ou o teste
de Mann-Whitney. Diferengas significativas sdo sublinhadas por linhas de conexdo e destacadas por asteriscos

quando p<0.05 (*).
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Os resultados da analise da expressio de CXCR3 e CXCR4 nos pacientes DRM® ¢
DRM® s3o demonstrados na Figura 57. As células V31 mantiveram um perfil heterogéneo de
expressdo desses marcadores. Os pacientes DRM®) exibiram percentual mais aumentado de
células V61 CXCR3" ou CXCR4", assim como células co-expressando os dois marcadores. No
entanto, os pacientes DRM® exibiram uma frequéncia significativamente maior de células V51
duplo-negativas. As células V62 nao demonstraram diferencas significativas, porém, a
expressdo de unica de CXCR3 nesse subconjunto era praticamente ausente nos pacientes
DRM®. Por outro lado, a grande maioria das células V32, em ambos os subgrupos, eram duplo-
positivas, seguidas de uma populacdo menor que expressava apenas CXCR4. Além disso, as

células duplo-negativas foram mais detectadas nos pacientes classificados como DRM®,
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Figura 57: Perfil da expressao de receptores de quimiocina em células T y6 de pacientes com LLA-B de
acordo com a deteccio de DRM medular no D3S. Os niimeros de células V31 e V32 expressando CXCR3
(CD183) e/ou CXCR4 (CD184) na medula 6ssea foram medidos no D35 da quimioterapia de indugao da remissao

em pacientes com LLA-B categorizados conforme a presenga ou auséncia de células leucémicas residuais DRM®

) (l:') e DRM™ (I:,) Os dados s@o mostrados como mediana global expressa em porcentagem de células (%).
As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste ¢ de
Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas sao sublinhadas por linhas de conexao

e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).
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Por fim, focamos no perfil de diferenciacdo das células T yo de ambos os subgrupos,
como demonstrado na Figura 58. Aqui, também nao detectamos diferencas significativas. As
células V81 naive foram mais frequentes nos pacientes DRM®™), enquanto as células Tcwm, Tem
¢ Temra foram mais presentes no subgrupo DRM®. Um perfil semelhante foi observado em
células Vo2 naive, que representaram quase que a totalidade deste subconjunto na MO. As
células locais com fenotipo Tcm foram extremamente raras e encontradas principalmente no
subgrupo DRM®), enquanto os pacientes DRM® praticamente ndo possuiam essas células. Da
mesma forma, as células Vo2 Tem também foram detectadas com um percentual muito pequeno
em ambos os subgrupos de pacientes. As células Temra foram mais presentes nos pacientes

classificados como DRM®,

TN TCM TEM TEMRA
CD27 CD4A5RA CD27 CDASRA CD27 CDASRA CD27 CDASRA*
1001 0.8+ 1.2 A0+
75 0.6 0.9 304
o
=
0
iy
3 50 0.4 0.6 204
o
L]
el
®
25 0.2 0.3 10
o 0 0.0 0.0 0
=
o0
=T
-
T 100+ 0.08+ 0.08+ 12+
754 0.06+ 0.06+ 9
Ls}
w
-
E:
2  50-1 0.04- 0.04 6
Q
€
o
®
25 0.02- 0.02- 3
0 T T 0.00 | I 0.00 | T 0 I I
DRME) DRM®) DRM() DRM*) DRM() DRM) DRME) DRM)

Grupos clinicos

Figura 58: Estado de diferenciacio das células T yo em pacientes com LLA-B de acordo com a detec¢ao de
DRM medular no D35. Os numeros de células V31 e V32 expressando CD45RA e/ou CD27 na medula 6ssea

foram medidos no D35 da quimioterapia de indugdo da remissao em pacientes com LLA-B categorizados conforme

a presenca ou auséncia de células leucémicas residuais em DRM® (I:') e DRM®™ (I:’). Os dados sdo mostrados
como mediana global expressa em porcentagem de células (%). As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida o teste # de Student ndo-pareado ou o teste de Mann-Whitney.
Diferengas significativas sao sublinhadas por linhas de conexao e destacadas por asteriscos quando p<0.05 (*).

Tn, naive; Tcm, memoria central; Tev, memoria efetora; Temra, terminalmente diferenciada.



126

5.7. Analise das redes biologicas integrativas de células T y6 e os mediadores imunoldgicos

soluveis durante a quimioterapia de remissio

Para investigar potenciais interagdes entre os subconjuntos de células T yd, citocinas e
quimiocinas durante o desenvolvimento do tumor e ao final do tratamento quimioterapico,
foram construidas redes integrativas de correlagdo, conforme mostrado na Figura 59. Os
resultados revelaram que os pacientes com LLA-B apresentam uma rede de sinalizagdo global
com participacdo pobre de células T yd, exibindo um niimero minimo de conexdes com 0s
mediadores imunoldgicos soluveis.

Na circulagdo sanguinea, observou-se correlacdo negativa entre células Vo2 e as citocinas
IL-7 e IL-17 no momento do diagnostico, enquanto no compartimento medular essas células se
correlacionaram negativamente com as quimiocinas CXCL8 e CXCL10. Da mesma forma, o
GC também exibiu um numero pequeno de conexdes, com correlagdo positiva entre os
subconjuntos de células T Yo e uma correlacdo negativa entre o subconjunto V562 e a quimiocina
CCLA.

Ao final da quimioterapia de remissdo, no D84, observou-se a mesma deficiéncia geral
no numero de correlagdes, marcado pelo surgimento de interagdes mediadas por células Vol,
que exibiram correlagcdes negativas com as quimiocinas CCL3 e CXCLS8. Por fim, no
compartimento da MO, os pacientes com LLA-B apresentaram um aumento no niimero de
correlagdes, evoluindo para um perfil potencialmente pro-inflamatorio e regulado, com

surgimento de conexdes entre as células Vo1 e as citocinas TNF, IL-2 e IL-10.
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Figura 59: Redes biologicas de células T Y6 durante a quimioterapia de remissao. As redes integrativas foram
projetadas para demonstrar as interagdes complexas entre células Va1, células V&2, citocinas e quimiocinas no
momento do diagndstico (D0) e ao final da quimioterapia de remissdo (D84). Elipses foram utilizadas para
identificar as células e os mediadores imunolédgicos soliveis nos grupos LLA-B SP (o), LLA-B MO (o) e grupo

controle (GC, o). As andlises de correlacao foram empregadas para construir as redes de acordo com a significancia

[3t)
T

estatistica (p<0.05) e o valor de “1r”, através do teste de correlacdo de Spearman. As linhas de conexao tracejadas

(=---) ilustram as correlagdes negativas moderadas entre os elementos, enquanto as linhas continuas azul-escuras

(—) ilustram as correla¢des positivas moderadas.

6. DISCUSSAO

Evidéncias crescentes demonstram que as células T y0 desempenham fungdes protetivas
e nao redundantes. Essa populacgdo linfocitaria “pequena” € constitutivamente maior em sitios
periféricos, nos quais elas contribuem para a homeostase tecidual e vigilancia imunoldgica
(236). Mais de quatro décadas apos a sua descoberta, ainda permanecem enigmaticas, restando
muitas questoes abertas sobre a sua imunobiologia (21). O acumulo de estudos sobre os papéis
desempenhados pelas células T yd em varios microambientes de tecido e tumores, juntamente
com o crescente interesse clinico em traduzi-las em imunoterapias contra o cancer, justificam a

necessidade emergente de uma melhor compreensdo deste tipo unico de células. Aqui,
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realizamos um estudo abrangente onde caracterizamos, pela primeira vez, o perfil fenotipico-
funcional das células T y6 humanas no contexto da LLA-B pediatrica.

Nossas descobertas oferecem insights béasicos sobre a resposta imune a tumores
hematologicos pediatricos que coletivamente apoiam a integracdo dessa subpopulacdo de
linfocitos como um alvo atraente para pesquisa clinica e translacional. Primeiro, as avalia¢des
transversais permitiram identificar que, no momento do diagnostico, as células T Yo podem nao
sofrer alteragdes numéricas expressivas na circulagdo sanguinea em comparacdo com
individuos saudaveis, mas sdo capazes de aumentar de forma significativa no compartimento
medular, a exemplo das células V51. Alguns estudos ja relataram uma infiltracdo maior deste
subconjunto na MO de pacientes com leucemia (288,297,298). Esse aumento local ja foi
relacionado a uma resposta antitumoral ativa e maior sobrevida livre da doenga em humanos e
camundongos (263,299-302). Por outro lado, as células V32 permaneceram abundantes na
circulagdo periférica dos pacientes e ndo mostraram aumento expressivo na MO.

Durante as avalia¢des do estado de diferenciagdo das células T y3, observamos que ambos
os subconjuntos exibiram um perfil distinto ao diagndstico. Cerca de 80% das células V31 no
sangue de cordao umbilical humano adotam um fen6tipo Tn e reduzem para ~30% apos os 2
anos de idade (275,303). Nossas analises de controle sdo consistentes com esses dados, uma
vez que foi observado o mesmo comportamento em nossa coorte pediatrica. No entanto, os
pacientes com LLA-B exibiram uma tendéncia de aumento no percentual de células V&1 Temra
a medida em que as células T estiveram reduzidas e esse fendmeno se mostrou presente tanto
na MO quanto na circulagdo sanguinea, acompanhado do aumento significativo de células Vo1
com fenotipo Tcem € Tem.

Conforme ja descrito, as células Temra sdo altamente enriquecidas em tecidos e sitios
inflamatérios, possuem pouca capacidade proliferativa, mas funcdes efetoras robustas
(277,278). A aquisicao desse fendtipo pelas células T yd esta ligada a uma rapida eliminagao
de patdgenos (276,304,305) e ¢ um evento comumente observado em células T aff como um
sinal da geracdo de células potencialmente reativas ao tumor (306-309). Semelhante as células
T CD8", as células V81 Temra foram ligadas a produ¢do de IFNy e citotoxicidade direta (310),
mas ainda ndo esta claro se elas possuem relevancia funcional benéfica no contexto da
leucemia, apesar de haverem sido detectadas na MO em um tnico estudo recentemente (297).

Muito provavelmente, a presenca enriquecida de células V&1 com fendtipos Tem, Tem e
Temra na MO poderia ser um mecanismo para contengdo rapida das CLs por reconhecimento
direto e eliminagdo. E importante notar que, assim como observado em nosso estudo, esses

subconjuntos estdo significativamente aumentados e em diferentes tipos de tumores sélidos
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foram preditivos de remissao continua e resposta positiva a terapia (284,311,312). Também ¢
importante notar que esses subconjuntos de células Vo1 sao altamente responsivos a IL-2, IL-
7 e/ou IL-15 (313), citocinas homeostaticas que foram altamente detectadas na MO dos
pacientes em nosso estudo.

De forma distinta, descobrimos que o subconjunto V42 se manteve principalmente no
estado Tn, acompanhado de uma redugdo consideravel de células Temra. No entanto, um
aumento pequeno e significativo de células Tcm € Tem foi observado na MO. Em pacientes
adultos com leucemia aguda e cronica, ja foi descrito um perfil de memoria aumentado em
células T yo derivadas do SP e MO, mas em contraste com nosso estudo, foi relatada uma
diferenciagdo mais direcionada a um fenétipo principal Tem (314,315). Esse fendmeno ¢
aparentemente induzido pelo reconhecimento do tumor, ja que mostrou ser independente da
idade e da presenga de infecgdes, ¢ foi normalizado em um microambiente livre de leucemia,
ou seja, em pacientes em remissdao apos a quimioterapia (314).

Isso ¢é curioso e, a luz dos dados observados em nosso estudo, nos leva entdo a duas
hipdteses: (i) como os pacientes da nossa pesquisa sdo pediatricos, € justificavel que um
fenodtipo Twn enriquecido seja caracteristico dessa fase da vida, uma vez que as células V32 sdo
mais ingénuas na infancia e sdo diferenciadas ao longo do tempo apos sinalizacao via TCR
durante exposi¢do microbiana, por exemplo (235,316,317); (ii) as células V32 nos pacientes
com LLA-B ao diagnostico ndo sdo adequadamente ativadas e permanecem “aprisionadas” em
um estado “naive-like”, com capacidade proliferativa conservada e fungdes efetoras limitadas
(276), mas que ainda assim conseguem ser iniciadas e diferenciadas em células efetoras,
conforme observado neste trabalho.

Também observamos que, no momento do diagnostico, as células T yd conservam a
expressao de NKG2D. Sua expressao simultanea com CD69 em células Vo1 nao diferiu em
comparagdo com o GC. No entanto, as células V32 aumentaram de forma consideravel a
expressao de NKG2D no SP e, principalmente, na MO. A glicoproteina de superficie CD69 ¢
amplamente utilizada para rastrear a ativacdo precoce das células T e € regulada positivamente
apos a sinalizagcdo do TCR (318). Da mesma forma, NKG2D foi descoberto como um receptor
importante para a ativagao e citotoxicidade das células T y9, e o engajamento com seus ligantes
leva a regulagdo positiva de CD69 na superficie de membrana (255,319). Isso justifica o uso
combinado de ambos os marcadores para avaliar o estado de ativacdo desses linfocitos.

Em células T y6, NKG2D desencadeia a produgao de IFNy, TNF e liberagao de granulos
citotoxicos contendo perforinas, granzimas e granulisina (20,255,319-321). Seu bloqueio reduz

em cerca de 50% a capacidade das células T yd em detectar CLs in vitro e seu papel na resposta
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antileucémica in vivo ja foi bem documentado (261,322,323). Células V61 com expressao
reduzida de NKG2D sao funcionalmente comprometidas e ja foram detectadas em tumor solido,
por exemplo (324). Da mesma forma, a baixa expressdo desse receptor em células Vo2 foi
sugestivo de pior prognostico em pacientes com leucemia cronica que ndo respondiam
satisfatoriamente a quimioterapia (292). Percebemos em nosso estudo que elas aumentaram a
presenca de NKG2D na superficie, mas ndo co-expressaram CD69 de forma significativa,
indicando que talvez ndo estejam sendo adequadamente ativadas ou estejam em um estado mais
tardio de ativagdo, com auséncia de CD69 e co-expressao de outros marcadores, como CD25
ou HLA-DR (318).

As células Vo1 avaliadas em nosso trabalho tiveram expressao muito rara de CD56 e
CD16, achado este que foi reforcado pela deteccdo de um alto percentual de células duplo-
negativas. Estudos apontam que CD56 é um importante marcador de funcdo citotoxica em
células NK, células V32 e em algumas subpopulagdes de células T aff (325), mas isso pode nao
se aplicar a células Vo1, conforme observado em um trabalho indicando que o subconjunto
mais reativo ao tumor era CD56™ (326). Essa descoberta ndo foi sustentada em outros estudos,
que mostraram que células V81 CD56" ¢ que sdo mais citotoxicas contra CLs in vitro € in vivo
(263,291,327). Ja a expressao de CD16 ¢ presente nas células Vo1, mas a ADCC mediada por
esse receptor ndo parece ser um mecanismo comumente utilizado por esse subconjunto, que
depende principalmente do TCR e dos NKRs para desempenhar a sua citotoxicidade (21,328).

Os pacientes exibiram uma expressdo preferencialmente aumentada de CD56 no
subconjunto V32, enquanto a co-expressdao de CD16 foi significativamente reduzida. Ao
contrario das células Vo1, a expressdo desses marcadores em células V32 € bem descrita e ja
foi relatada em diferentes tipos de cancer (329-335). Um estudo demonstrou que pacientes
adultos com LMA possuem células V32 com alta expressao de CD56 (336). Além disso, células
V62 expandidas ex vivo aumentam de forma robusta a expressao de CD56 quando estimuladas
com IL-2 e/ou IL-15 e tem uma potente capacidade citotdxica in vitro, indicando que a presenga
desse marcador define células T Y6 com maior atividade antitumoral (337,338).

A expressdao de checkpoints imunologicos foi distinta entre os dois subconjuntos de
células T yd. Um percentual muito pequeno de células V31 expressava apenas CTLA4 ou PD1
e isso foi confirmado pela alta deteccdo de células duplo-negativas. Embora o processo de
exaustdo celular esteja claramente estabelecido para células T af3, a capacidade das células T
v0 em se tornarem “exaustas” ainda ¢ pouco clara (339). Células V31 expressando PD1 ja foram
observadas na MO de pacientes adultos com LMA e, assim como demonstrado em nosso

estudo, a presenga de PD1 era maior nesse subconjunto do que em células Vo2 (297). No
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entanto, sua relevancia funcional e prognostica na leucemia ndo foi determinada e a sua
expansao ex vivo para ensaios de imunoterapia resultaram em células V61 com expressao
minima desses receptores inibitorios (263).

Em concordancia com um trabalho recente mostrando que células T yd circulantes
possuem maior expressao de CTLA4 em pacientes pediatricos com LLA (340), também
observamos que as células Vo2 expressavam de forma significativa esse receptor inibitorio,
enquanto nenhuma diferenca foi observada na expressdo de PD1. Além disso, as células co-
expressando ambos 0s checkpoints imunoldgicos foram a segunda populacdo mais
predominante, mas diminuiram significativamente nos pacientes. A expressao de CTLA4 j4 foi
considerada rara em células T yo (250,341). No entanto, pacientes com melanoma exibem
células V32 CTLA4" e no contexto da imunoterapia com mAbs bloqueadores de CTLA4, foi
demonstrado que o aumento de células V52 se correlacionou com um beneficio clinico (342),
mas a relevancia bioldgica de CTLA4 nessas células ainda ¢ indefinida, apesar de indicar um
papel imunossupressor (339).

Demonstramos que os receptores de quimiocina CXCR3 e CXCR4 sdo expressos de
forma distinta, com maior grau de heterogeneidade em células Vol. No SP, essas células
reduziram significativamente a expressdao de CXCR3, mas aumentaram CXCR4. Em contraste,
as células V32 ndo tinham expressao consideravel de CXCR3, mas regularam positivamente a
expressdo de CXCR4. O padrio de migragdo de células T yo ainda ndo foi totalmente
caracterizado no contexto do cancer e representa uma questdo importante a ser investigada
(16,343). Apesar disso, um comportamento semelhante j& foi observado em pacientes com HIV
e em doadores saudaveis, onde as células T yo exibiram um perfil diversificado de expressao
desses marcadores (296). Nossos resultados sdo consistentes com este tltimo trabalho, ja que
as células V81 e V32 detectadas eram principalmente CXCR4" ou duplo-positivas.

Em teoria, as células T yo que observamos na circulagdo sanguinea expressando esses
receptores de quimiocina poderiam estar sendo recrutadas para a MO. Nossa hipotese ¢ a de
que as células V31 ou, principalmente, as células V2 circulantes podem ser recrutadas para a
MO por meio da relacdo quimioatraente entre CXCR4-CXCL12 e CXCR3-CXCLI10,
quimiocinas altamente secretadas como consequéncia do aumento da inflamacao intramedular
induzida pelo tumor (5,344). Embora ndo tenhamos avaliado a presenca de CXCLI12,
acreditamos que essa relagdo possa ser aplicada devido aos demais mediadores inflamatorios
que foram altamente detectados no compartimento medular dos pacientes com LLA-B neste

estudo.
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Nossa proxima questao era se a frequéncia e o perfil imunolégico dos subconjuntos de
células T yd sdo modificados durante a quimioterapia de remissdo. Através de analises
longitudinais, investigamos entdo a frequéncia relativa de células T yd ao longo do tempo, a
nivel de circulagdo periférica e compartimento medular. Curiosamente, foi observado que os
linfécitos T totais sofrem uma expansao significativa apos a terapia de indugao, atingindo maior
nivel no D84. Embora ndo tenhamos aprofundado a imunofenotipagem para determinar a
presenca de seus subconjuntos expressando CD4 ou CDS, é importante notar que uma expansao
clonal de linfocitos T pode refletir uma intensa reatividade ao tumor, potencialmente
precedendo uma remissao duradoura em pacientes com leucemia (345-349).

As células V81 ndo acompanharam essa expansdo ao longo da quimioterapia, pois
demonstraram uma queda significativa nos pacientes com LLA-B apds o diagndstico e
retornaram a um nivel proximo do controle basal ao final do tratamento. Em contraste, as
células V52 aumentaram quase trés vezes o seu percentual inicial na circulacdo sanguinea.
Essas células se recuperaram de uma diminui¢do drastica no D35 para uma expansao robusta
no D84, indicando uma possivel proliferagdo clonal deste subconjunto na periferia. Esse
comportamento ja foi observado em pacientes adultos com LMA que, ao final da quimioterapia,
demonstraram um aumento significativo no nimero total de células T yd circulantes (289).

Também estudamos a expressdo dos marcadores de ativagdo ao longo do tempo.
Enquanto células V51 diminuiram a expressdo de CD69 e NKG2D, o subconjunto V32 manteve
alta expressao desses marcadores. Curiosamente, também observamos que as células V62 da
MO aumentaram progressivamente a expressao de CD69, mas reduziram o nivel de NKG2D.
Isso foi confirmado pela queda no percentual de células duplo-positivas, indicando que talvez
este subconjunto estivesse sendo ativado por uma via dependente do TCR e/ou alternativa ao
NKG2D. Considerando que elas exibem um painel robusto de receptores de reconhecimento, ¢
totalmente aplicavel propor que outros NKRs possam atuar no reconhecimento do tumor e
ativacdo desses linfocitos. De fato, um segundo NKR altamente envolvido na ativagdo de
células Vo2 ¢ o DNAM-1 (20). Ja foi demonstrado que esse subconjunto elimina CLs de forma
dependente de TCR e DNAM-1, com alta produgdo de perforinas e granzimas (314).

Da mesma forma, as c€lulas Vo1 ndo aumentaram a expressao de CD16 e CD56 ao longo
do tratamento, mas as células circulantes expressando apenas CD56 ou ambos os marcadores
retornaram para percentuais proximos da linha de base do GC no D84. Em contraste, as células
V062 aumentaram significativamente a presenga de seus subconjuntos expressando CD16 e
CD56 dentro da MO, sugerindo um aumento na capacidade citotoxica. Esse fenomeno ja foi

descrito como sendo relevante para a atividade antitumoral das células V32 (331,335). Isso abre
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uma perspectiva clinica muito importante, visto que atualmente ha diferentes imunoterapias
baseadas em Acs monoclonais direcionados a células B malignas, as quais estdo sendo testadas
e validadas a luz das funcdes efetoras das células T o (16,21,257,339).

Confirmamos que a expressdo dos checkpoints imunologicos CTLA4 e PD1 reduziu de
maneira significativa em células Vol e que isso refletiu em um aumento consideravel na
frequéncia de células duplo-negativas. Surpreendentemente, foi observado um comportamento
inverso no subconjunto V32, que diminuiu a expressdo de CTLA4 e aumentou a expressdo de
PD1. Além disso, houve um aumento no niimero de células V52 que ndo expressavam nenhum
dos marcadores avaliados.

Conforme ja destacado, o significado da expressdao de PD1 e CTLA4 em células T yo
ainda ¢ muito controverso. De fato, a regulacdo positiva de PD1 em células T yd parece diminuir
sua capacidade de produzir IFNy in vitro (350), por exemplo. No entanto, um mero aumento na
expressdo desses receptores inibitorios por si s6 ndo define completamente um estado ligado a
exaustdo, mas pode indicar uma hiperativacao desses linfocitos (351). Em pacientes adultos
com LMA, as células V82 PD1" produzem mais IFNy e TNF do que sua contraparte PD1"(352).
Da mesma forma, ja foi relatado que elas sdo funcionalmente mais ativas, produzem maiores
concentracoes de IL-2 e sdo altamente citotoxicas (353). Portanto, considerando que as células
V&2 avaliadas em nosso estudo aumentaram a expressao de PD1, juntamente com CD69, CD16
e CD56, ¢ mais plausivel propor que esses linfocitos estejam mais proximos de um estado
hiperativo e ndo de exaustdo celular.

A enorme complexidade do sistema de quimiocinas e seus receptores, sua redundancia
aparente, bem como, em alguns casos, papéis contraditorios durante o desenvolvimento do
tumor tém dificultado até agora uma compreensao integrada de sua importancia na resposta das
células T em pacientes com leucemia. Demonstramos que as células Vo1 da MO reduziram a
expressao de CXCR3 e CXCR4, resultando em um percentual elevado de células duplo-
negativas apds o D35. Na circulagdo sanguinea, esse subconjunto também manteve baixo a
expressdo de CXCR3 e conservou uma alta expressao de CXCR4 que pareceu diminuir ao final
da quimioterapia, indicando um possivel retorno a linha de base do GC. Em contraste, as células
V62 regularam positivamente a expressao de CXCR3 e mantiveram alta a expressao de CXCR4
no SP durante o tratamento.

O receptor de quimiocina CXCR3, juntamente com seus ligantes (ex.: CXCL10), sao
intimamente ligados a um perfil de resposta do tipo Th1 (354,355). Em tumores, CXCR3 esta
ligado ao recrutamento de células T CD8"/NK (356-358) e se correlaciona com a mobilizagio

de TILs, menor ocorréncia de metastases e sobrevida melhorada (359-361). Além disso,
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CXCR4 aumenta a migragdo de células T CD8" citotoxicas em dire¢do a MO e essa mobilizagdo
confere maior expansao efetora e protecao antitumoral em modelos murinos de linfoma, por
exemplo (362). Neste contexto, podemos propor que as células T yd reativas ao tumor regulam
fortemente esses marcadores, resultando em /homing para o microambiente leucémico e uma
possivel resposta do tipo Th1. O recrutamento de células V&1 e V2 no cancer ja foi observado,
mas até entdo poucos estudos investigaram os receptores responsaveis por essas habilidades
migratdrias (296,363-366).

O perfil de maturagdo fenotipica das células T yd mostrou que ao longo do tempo o
subconjunto V31 da MO aumentou a presenca de um fendtipo Tn e reduziu o percentual de
células Tcm e Temra, seguido por recuperag@o ao longo do tempo. Além disso, o percentual de
células Tgm foi menor durante o tratamento e mostrou tendéncia de aumento ao final da
quimioterapia. Enquanto isso, as células V31 circulantes com fenotipos Tn, Tem, Tem € TemrA
apresentaram oscilagdes, mas com um aumento consistente em determinados pontos. Da mesma
forma, as células Vo2 mantiveram alto um fenotipo Tn durante todo o tratamento, mas
reduziram significativamente a presenga do subconjunto Temra. Além disso, esses linfocitos
aumentaram a frequéncia de subconjuntos Tcm € Tem no SP, enquanto os diminuiram na MO.

Um maior numero de células T yd naive ja foi observado em pacientes com leucemia
cronica ao diagnostico e apds o tratamento (367). Esse fendmeno foi mais evidente durante o
co-cultivo com CLs, que resultou em uma expansio global de células V32 CD45RA™ CD27",
consistente com um fendtipo ingénuo (367). Além disso, esse subconjunto produzia
concentragdes maiores de IFNy, enquanto nenhuma diferenga foi observada no subconjunto
Temra, por exemplo. O percentual dessas células T yd naive IFNy" foi notavelmente maior em
pacientes estdveis e foram correlacionadas a uma resposta satisfatoria ao tratamento (367).
Ainda faltam muitos estudos mecanicistas para entender o impacto dessa remodelagcao
fenotipica observada nas células T yd em nosso trabalho. Nossa hipotese ¢ a de que o
microambiente do tumor e a quimioterapia sdo potenciais fatores que modulam a diferenciagdo

e funcionalidade desses linfocitos, como ja observado em alguns estudos (368-370).

Nossa proxima pergunta foi se a carga tumoral ao diagnostico estaria potencialmente
ligada a frequéncia relativa das células T yo e seu perfil imunolégico. Devido ao pequeno
nimero de pacientes e aos eventos relativamente raros, alguns dados ndo demonstraram
diferencas significativas entre os grupos e houve limitagdes para uma analise mais extensa e
conclusiva em alguns parametros. Apesar disso, pacientes com carga leucémica alta no SP

exibiram um maior percentual de células V31, enquanto aqueles com carga leucémica baixa
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mostraram maior frequéncia de células V62. Na MO, o comportamento das células T yo foi
semelhante entre os dois grupos de pacientes e ndo revelou diferengas consideraveis.

Uma razdo Vo1/V$2 invertida ja foi detectada em tumores solidos e doengas infecciosas
(371-373). Em populagdes saudaveis, o subconjunto V32 geralmente predomina na circulagdo
periférica. Na doenga, essa predominancia pode ser modificada pela expansdo de células Vol.
Isso poderia ser explicado pela rapida proliferacdo clonal deste ltimo subconjunto mais
"adaptativo" apds desafios antigénicos durante a progressao tumoral ou infec¢des, enquanto a
populacdo V942 mais "inata" ndo prolifera sob estimulacdo cronica e sofre morte celular
induzida por ativacao (265,374). A hipotese € a de que o equilibrio V61/V2 pode ser distorcido
durante a tumorigénese e pelo microambiente do tumor (324,371,375), resultando em uma
quebra dessa razdo V61/V562 no SP dos pacientes com alta carga leucémica, como observado
em nosso estudo, por exemplo. No entanto, mais evidéncias cientificas sdo necessarias para
certificar esta hipodtese.

Nossas andlises permitiram identificar que, ao contrario dos pacientes com baixa carga
leucémica, os pacientes com alta carga tumoral mostraram redug¢io de células V51 NKG2D" e
aumento de células V61 duplo-negativas na MO. Além disso, as células V62 nesse
compartimento expressavam mais CD69, mas ndo NKG2D, reduzindo o percentual de células
duplo-positivas. As células V5l também diminuiram a expressdo de CD56 enquanto o
subconjunto V62 aumentaram o fenotipo duplo-negativo. Essa reducdo de receptores de
ativacdo e citotoxicidade foi acompanhada pela queda de CTLA4 e PD1 nas células Vdl,
indicando que estes marcadores podem nao indicar um estado de exaustdo neste subconjunto.
Também foi observado maior nivel de CXCR3 e menor expressdo de CXCR4 em células Vol
circulantes, sugerindo capacidade migratdria para a MO reduzida. As células V31 Tn, Tcm, Tem
e Temra permaneceram aumentadas no SP, mas reduziram o fenétipo Temra na MO. Em
contraste, as células V62 diminuiram o fenotipo Tn e aumentaram o fenotipo Temra na MO.

Esses dados oferecem uma visdo abrangente sobre as mudangas funcionais e fenotipicas
das células T yd nos pacientes com LLA-B, com implica¢cdes importantes para entender o
impacto que a carga leucémica exerce sobre esse subconjunto de linfocitos. A diminuicao dos
marcadores de ativagdo e citotoxicidade reforcam a nossa interpretacao de que a auséncia de
funcdes efetoras nas células V31 e V32 pode favorecer o crescimento do tumor. Um achado
importante que apoia essa ideia ¢ a expressao reduzida de CXCR4, que sugere que essas células
estdo mais propensas a permanecer no SP do que migrar para a MO, possivelmente reduzindo
sua resposta antitumoral nesse compartimento. Da mesma forma, a baixa expressdo de

checkpoints imunologicos, geralmente associados a exaustdo de células T, apontam para uma
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imunossupressao funcional que deriva do proprio microambiente, o qual amortece a capacidade

das células T yd em serem ativadas e de desempenhar sua atividade citotoxica.

Ao avaliar a frequéncia das células T y6 de acordo com o grupo de risco, foi observado
que a frequéncia de células Vo1 circulantes foi similar entre os pacientes. No entanto, o grupo
AR exibiu um percentual significativamente maior de células V2 circulantes, evidenciando
uma expansdo desse subconjunto com a progressdo da doenca. Na MO, observou-se uma
tendéncia de maior frequéncia de ambos os subconjuntos no grupo AR. No entanto, essa
difereng¢a ndo foi significativa e pode indicar a necessidade de um maior nimero amostral para
melhor andlise. A proliferacdo de células T yd, portando particularmente o TCR V31, ja foi
observada no SP de pacientes adultos com LLC classificados em estagios equivalentes ao alto
risco (376,377). Além disso, uma menor frequéncia desse subconjunto ja foi relatada em
pacientes de baixo risco que, ao longo do tempo, tiveram um pior progndstico e foram
classificados como alto risco (261). Nosso estudo ¢ o primeiro a reportar uma frequéncia
elevada de células V52 no SP de pacientes pediatricos com LLA-B de alto risco.

Diferentemente do grupo BR, os pacientes de alto risco apresentaram células Vo1 com
menor expressdo de CD69 e NKG2D, sugerindo uma possivel reducdo na ativacao funcional.
No caso das células V52, observamos um aumento na expressdo de CD69, junto a uma
frequéncia elevada de células duplo-negativas, evidenciando uma dinamica heterogénea,
possivelmente relacionada a coexisténcia de cé€lulas ativas e células potencialmente suprimidas.
As células V2 também regularam positivamente a expressao unica de CD16 ou CD56 no SP,
mas aumentaram a presen¢a de células duplo-negativas na MO, sugerindo uma possivel
modulacao funcional no microambiente da medula. Da mesma forma, as células Vo1 tinham
maior expressao desses marcadores no SP, enquanto diminuiram na MO. Houve diminuicao de
células V81 CTLA4" ou PD1" e aumento de células duplo-positivas no SP, enquanto as células
V&2 circulantes aumentaram a expressao Unica de CTLA4 ou PD1. Na MO, essas células
tiveram comportamento semelhante, diminuindo a expressdo de CTLA4 e aumentando a
expressdo de PD1. Além disso, observamos mais células T yd CXCR3" ou duplo-negativas no
grupo AR, com células V&1 Tn e Tem aumentadas e células Tcm € Temra diminuidas, enquanto

as células Vo2 aumentaram a presenca de seus subconjuntos Tcm, Tem € TemrA.

Ao investigarmos se a frequéncia e o perfil imunologico das células T y6 sao modificados
nos pacientes com presenga ou auséncia de DRM medular ao final da terapia de indugao,
observamos que o percentual dos subconjuntos V31 e V42 ndo era significativamente alterado.

Os pacientes DRM® exibiram células T yd com expressdo reduzida de marcadores de ativagdo
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e citotoxicidade, além da maior expressdao de CTLA4. Além disso, observamos que, na MO,
houve maior expressdo de CXCR3 e CXCR4 em células Vo1, enquanto o subconjunto Vo2
reduziu a expressdo de CXCR3 e CXCR4. Também foi observado um aumento no fendtipo Tn
em células V31 e diminuigdo de células V52 Tcm e Temra. Em pacientes adultos com LMA,
uma maior frequéncia de células T yo circulantes foi relatada naqueles que apresentavam DRM
em comparagao com aqueles que alcancaram a remissao completa (289). Um estudo recente
em pacientes com LLA infantil observou uma correlagdo negativa entre a frequéncia de células
T vd circulantes e a ocorréncia de DRM (378). Nosso estudo explorou particularmente o
compartimento da MO, devido a escassez de dados e por ndo haver estudos deste porte até o
momento. Mais investigagdes longitudinais integrando analises de MO e SP serdo necessarias

para confirmar nossas observacdes.

Finalmente, as andlises das redes integrativas de células T yd exibiram mudancas
notaveis. Primeiro, mostramos que no GC existe uma correlacio positiva entre os subconjuntos
de células T y9, além de uma correlagdo negativa entre o subconjunto Vo2 e CCLA4. Essa relagao
sugere que células V3l e V52 atuam de forma sinérgica ou complementar na manutengdo da
homeostase imunolédgica. Esse equilibrio pode ser crucial para responder de forma eficiente a
desafios imunologicos no inicio da vida, seja nos tecidos ou no sangue (236). Uma alta
producao de CCL4 ja foi atribuida a esses linfocitos durante a resposta imune contra patogenos
(379,380). Particularmente, as células V62 expressam muito CCRS5, que ¢ um receptor para
CCLA4 e que esté ligado a um perfil de resposta do tipo Thl (363). Além disso, essa quimiocina
ja foi ligada ao recrutamento de células T yd no cancer (381).

Em seguida, percebemos que, ao diagnodstico, os pacientes com LLA-B mantém conexdes
derivadas de células V32 no SP e na MO. Inicialmente, observamos correlagdes negativas com
as citocinas IL-7 e IL-17 no SP, e com as quimiocinas CXCL8 e CXCL10 na MO. A IL-7 ¢
uma citocina homeostatica fundamental para a sobrevivéncia das células T yo (382).
Curiosamente, essa citocina atua na expansao de células T yd na infancia, mas ndo na vida
adulta (383) e mostrou induzir a producao de IL-17 nesses linfocitos (382). Talvez, um alto
consumo de IL-7 por células T aff ou até mesmo pelas CLs, possa potencialmente competir com
as células Vo2 circulantes por essa sinalizacdo, resultando em correlagdo negativa. A mesma
hipotese pode ser aplicada para CXCL8 e CXCLI10, resultando na menor disponibilidade desses
mediadores para interagir com as células V62. Além disso, ¢ importante notar que, em nosso

estudo, as células Vo2 exibiram menor expressao de CXCR3 na MO ao DO, indicando que
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presencas menores de receptores para essas quimiocinas podem reduzir sua resposta a esses
sinais.

Mais tardiamente, ao D84, as conexdes passaram a derivar de células Vo1, tanto no SP
como na MO. Foi observado correlagdes negativas entre este subconjunto e as quimiocinas
CCL3 e CXCLS8 no SP. Esse subconjunto expressa CXCR1, que ¢ um receptor para CXCLS8
(363), e secreta CCL3 quando ativado (379,384). A presenca dessas conexdes pode sugerir que
as células Vo1 estejam possivelmente ajudando a modular a inflamagdo e a restaurar a
homeostase periférica. Talvez, isso possa ocorrer porque o tratamento reduz a carga tumoral e,
consequentemente, a inflamagao associada. Em contraste, na MO, as células V&1 mostraram
correlagdes positivas com as citocinas TNF, IL-2 e IL-10. Essas conexdes podem indicar que o
subconjunto Vol pode estar potencialmente mais ativado e contribuindo para a resposta
antitumoral na MO e controle imunoldgico local. As citocinas TNF, IL-2 e IL-10, produzidas
por células Vo1 apos ativagdo, suportam a sua expansao e citotoxicidade (16) mas também

regulam a inflamacao (385).
7. LIMITACOES DO ESTUDO

Durante o desenvolvimento do presente estudo, houve alguns fatores limitantes, como (i)
um tamanho amostral relativamente pequeno de pacientes pediatricos; (i1) a auséncia de acesso
a amostras de MO saudaveis, que resultou em uma lacuna durante a investigacdo do perfil
imunologico; e (iii) um painel limitado de marcadores disponiveis para aprofundar a analise
fenotipica e funcional dos subconjuntos de células T y6. Com isso, temos como perspectivas a
realizagdo de um estudo mais robusto com um numero amostral mais elevado, com foco
particular em testes funcionais in vitro, adotando um painel de imunofenotipagem ainda mais
ampliado. Além disso, nossa expectativa ¢ aprofundar as andlises estatisticas para uma
caracterizacdo completa da rede de sinalizacdo entre as citocinas, quimiocinas € o perfil
fenotipico e funcional das células T yo analisadas neste estudo, para entender as interagdes entre

esses linfocitos e o microambiente leucémico.
8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente projeto de pesquisa emergiu da necessidade de entender as muitas
caracteristicas imunobioldgicas de um tipo tnico de células T, que j& esta sendo largamente
traduzido em pesquisas clinicas e translacionais (16,19,21,339,386,387). E necessaria uma

compreensdo aprofundada do funcionamento da vigilancia imunologica na leucemia e seus
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impactos clinicos. Isso envolve ndo apenas a descoberta de ligantes tumorais ainda
desconhecidos e mecanismos efetores utilizados por células T yd, mas também estudos
adicionais em pacientes adultos e pediatricos, com comparacdes relevantes em doadores
saudaveis, devido a baixa quantidade de informagdes translacionais da pesquisa com esses
linfocitos T em modelos ndo-humanos.

Nosso trabalho identifica um papel atraente para as células T yd na detecgdo e eliminagao
de CLs, que, em ultima analise, aumenta as respostas antitumorais no sitio primario da doenga
e na periferia. Os dados apresentados aqui fornecem uma boa justificativa para explorar se os
subconjuntos V31 e V42 podem ser utilizados em um ambiente clinico para auxiliar no
desenvolvimento de novas plataformas de imunoterapia direcionadas a leucemia. Levando em
conta todas as limitagdes apontadas, as observagdes feitas neste estudo devem ser interpretadas
com cautela até que sejam validadas em uma coorte maior ¢ com metodologias ainda mais
robustas. Mas ainda assim, expandimos o conhecimento sobre a atividade antileucémica das
células Vo1 e V32 ao demonstrar suas mudangas fenotipicas e funcionais antes, durante e apos
o tratamento quimioterapico. Finalmente, nossos dados indicaram que:

e As células Vol e V52 estao significativamente aumentadas na MO e SP de pacientes

com LLA-B, indicando uma expansado de células T yo potencialmente protetiva;

e O subconjunto V062 possui expressao elevada de receptores de ativacdo e
citotoxicidade (CD69, NKG2D e CD56) ao diagnostico, sugerindo maior capacidade
antitumoral;

e Ascélulas T yo exibem pouca expressao de checkpoints imunologicos (CTLA4 e PD1)
ao diagndstico, compativel com menor susceptibilidade a exaustao;

e Ascélulas T yd aumentam a expressdo de CXCR4, indicando recrutamento ativo para
o compartimento medular durante o desenvolvimento do tumor;

e Ao longo do tratamento, os pacientes com LLA-B exibem uma expansao robusta de
linfocitos T acompanhada pelo aumento de células Vo2, indicando uma recuperagao
imunoldgica e ativacdo linfocitaria;

e As células V52 mantém elevada a expressao de CD69, NKG2D e CD16 no SP durante
o tratamento, mas reduzem a expressao de CD56 e NKG2D na MO, o que sugere maior
ativacao na periferia;

e O subconjunto V31 diminui a expressao de checkpoints imunologicos durante o
tratamento, enquanto as células V32 aumentam a expressao de PD1, sugerindo maior

ativagdo e ndo exaustao;
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e A expressao de CXCR3 e CXCR4 por células Vo2 aumenta durante a quimioterapia,
indicando aquisi¢ao de um fendtipo Thl e maior recrutamento para a MO;

e Pacientes com baixa carga leucémica ao diagndstico mostraram maior presenca de
células V31 NKG2D" e células V52 CD69" NKG2D". Além disso, também exibiram
maior presen¢a de células V81 CTLA4" ou CTLA4" PDI", assim como maior
frequéncia de células V81 CXCR4" circulantes;

e Em pacientes com alta carga leucémica, foi detectado maior presenca de células V3l
CXCR3" circulantes;

e Pacientes de alto risco mostraram maior frequéncia de células Vo2 circulantes com
fendtipo Tem predominante, além da presenca aumentada de células V61 CD69
NKG2D na MO ¢ SP;

e Pacientes de baixo risco exibiram maior frequéncia de células V31 NKG2D"
circulantes e maior niimero de células V&1 CTLA4" na MO;

e Pacientes DRM® possuem maior percentual de células V81 CXCR3" CXCR4 na MO.

Em conclusao, as células T yd representam um campo potencial de pesquisa na leucemia.
Essas descobertas podem estimular o desenvolvimento de novas terapéuticas e apoiar o
melhoramento de tratamentos ja existentes, como a terapia de bloqueio de checkpoints
imunoldgicos e o uso de células T geneticamente modificadas. Estudos futuros devem explorar
ainda mais a capacidade funcional de cada subconjunto de células T yd e entender como eles
podem interagir com diferentes elementos do microambiente leucémico e, em ultima analise,

seu potencial como um biomarcador de progndstico na LLA-B.
9. FINANCIAMENTO E INFRAESTRUTURA
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The Yin-Yang of myeloid cells in
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Immunological role and clinical
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The leukemic microenvironment has a high diversity of immune cells that are
phenatypically and functionally distinct. Howeser, our understanding of the
bictogy, iImmunology, and clinical implications underlying these cells remains
poorly investigated. Among the resident immume cells that can infiltrate the
leukemnic microenvironment are myelold cells, which correspond to a
heterogenecus cell group of the innate immune system. They encompass
populations of neutrophits, macrophages, and myeloid-derived Suppressor
cells [MOSCs). These cells can be abundant in different tisswes and, in the
leukemic microenvironment, are associated with the climcal outcome of the
patient, acting dichotomously to contribute to leukemic progression or
stirmulate antitumor immune responses. In this review, we detad the current
evidence and the many mechanisms that indicate that the activation of
different myeloid cell populations may contribute to iMmMunosuppression,
surdival, oF metastatic dissenmination, as well as in immuncsureillance and
stimulation of specific cytatoxic responses. Furthemmaore, we broadly discuss
the interactions of tumaor-associated neutrophils and macrophages (TANs and
TAMs, respectively) and MDSCs in the leukemic microemvironment. Finally, we
provide new perspectives on the potential of myeloid cell subpopulations as
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ARTICLE INFODO ABSTRACT

Kiywonde Arute hym phaoblastic leukemia (ALL) is the most commeon pediatric cancer in the world, and accounts for 25% of
Chikthand Mhamin all childhood cancers among children under 15 years of age. Longitudinal snsdies have shown that children with
Lok gmsste ALL are born with a deregulated | that, together with posiatal emviranmental exposures, favor

Tuifiese micness inonmenl

the anset of the dissase. In this contest, ILH} a key cytoking in the regulation of the immune responss, presents
iiselfl as a paradodical mediator, indtially infloencing the development of ALL through the regulation of in-
flammatory processes and later oo the progression of malignancy, with the increase of this molecule in the
lewkemia microenvironment. According to the literanre, this cyvokine plays a crivical rale in the namral history
of the disease and plays an important role in two different thowgh complex scenarics. Thus, in this review, we
explore the dual role of IL-10 im ALL, and describe its biological characteristics, immunological mechandsms and
genetics, as well a5 s impact on the leukemia micrcenvironment and fts clinkcal implications.
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1. Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) represents the most common
pediatric cancer in the world, thosgh it can ako 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 & chamcterized by the abnormal
proliferation of hematopoistic lymphoid precursors, and results in the
accumulation of malignant clones in the bone marrow, with release into
peripheral blood and extramedullary tsspes (5], During the bood cell
formation process, some stimuli can promote genetic alterations, thos
deregulating the hematopoietic microenvironment and facilitating

oncogenesis [4-6]. In addition, these mutations directly affect the
expression of specific genes that are associated with cell survival and the
emergence of ALL [7].

In this context, interleukin10 {IL-10), a key cytokine in immuone
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 perod increases the susceptibility to the devel.
opment of ALL [8.10]. On the other hand, high levels of [L-10 were
observed at the ime of diagnosis, which indicates an immumosoppres:
sive effect on the beuk thereby decreasing the
specific cytotoxic response, and promoting chemoresistance and

i microenvin
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Anexo IV. Apresentacdo do Trabalho Cientifico intitulado “Investigando o papel das células T
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e Allyson G. Costa, foi apresentado na modalidade oral durante o XIV Curso de Inverno em
Imunologia realizado, de forma on-line, no periodo de 18 a 22 de julho de 2022.

Claridy Bk af Ui £0 Bona-
Prof® Dr® Daniela Carlos Sartori Prof® Dr® Vania Luiza Deperon Bonato
Comissdo Organizadora do XIV Curso Coordenadora do Programa de Pds-Graduagio
de Inverno em Imunologia em Imunologia Bésica e Aplicada

CERTIFICADO

nvern@-<

em Imunologia

O programa de Pés-Graduagao em Imunologia Basica e Aplicada da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo certifica que MATEUS DE SOUZA BARROS recebeu
a premiagdo de 12 Lugar nas Apresentagdes Orais, na categoria mestrado, pelo trabalho intitulado
“INVESTIGANDO O PAPEL DAS CELULAS T NAO CONVENCIONAIS NA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS B: AVALIAGOES PRELIMINARES DE CELULAS NKT,
CELULAS MAIT E CELULAS T y&", no XIV Curso de Inverno em Imunologia realizado, de forma
on-line, no periodo de 18 a 22 de julho de 2022.

Qanu&éﬁ/«ku C1ba Ui £.D.Bomat—
Prof® Dr® Daniela Carlos Sartori Prof® Dr® Vania Luiza Deperon Bonato
Comissao Organizadora do XIV Curso Coordenadora do Programa de Pés-Graduagdo

de Inverno em Imunologia em Imunologia Béasica e Aplicada




175

Anexo V. Apresentacdo e Publicacdo do Resumo Cientifico intitulado “AMD3100 promotes a
rapid and efficient mobilization of bone marrow-derived hematopoietic stem cells in the
bloodstream of BALB/c mice” (Hematology, Transfusion and Cell Therapy — Volume 44,
Supplement 2, October 2022, Pages S324-S325).

5324 HEMATOL TRANSFUS CELL THER. 2022;:44(S2):51-5689

® Hemocentra de Ribeirdo Preto, Faculdade de
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b Instituto Butantan, Sao Paulo, 5P, Brasil

No contexto da terapia celular, o uso de células estromais
mesenquimais multipotentes (M5C) se dd em grande parte
pela sua propriedade imunomodulataria. Neste processo, as
MSC liberam fatores soluveis que gerenciam a citotoxicidade
e proliferacac das células do sistema imunolégico melhor-
ando o prognastico de doengas inflamatérias. Entre os princi-
pais fatores estd a prostaglandina EZ (PGEZ), um eicosanoide
sintetizado apos a estimulacao das MSC com a citocina infla-
matdria THF-« e 0 aumento de expressao nas células de ciclo-
oxigenase 2 (COX-2). Baseado nisto, propde-se que moléculas
que mimetizam a a¢ao da citocina inflamatdria poderiam ser
selecionadas como noves moduladores de COX-2 e otimizar-
iam funcionalmente as MSC na terapia. Diante desta hipé-
tese, o objetive deste trabalho foi realizar um ensaio de qPCR
em larga escala para selecao destas novas moléculas. Para o
desenvolvimento da abordagem, feoi selecionada uma linha-
gem primaria de MSC isolada de cordao umbilical (UC-MSC)
com expressao genica e proteica de COX-2 aumentadas apas
o tratamento com 100 ng/ml de TMNF-a por 72 horas. No
ensaio, a cultura de células recebeu os seguintes tratamentos:
controle positive de modulagao de COX-2, TNF-a 100 ng/mL;
controle negativo, o solvente da colegao de moléculas, DMSO,
a 0,5% e, por fim, 715 moléculas, adicionadas poco a pogo,
com concentracao de 50 pM. O periodo de tratamento foi de
72 horas e, posteriormente, as placas de cultive seguiram
para extragao automatizada de RNA total e sintese de cDNA.
Para a reagao de qPCR, o gene alvo fol PTGS2 (COX-2) e o
enddgeno, BIM. O método de andlise dos dados foi 27227
Foram feitas duas triagens. As moléculas selecionadas
seguiram para ensaio de validagao, no qual, a UC-MSC fol tra-
tada com diferentes concentracdes da molécula (50 a 0,8 M)
em diluicao seriada fator 2. Apés periodo de 72 horas, a pro-
teina total foi extraida de cada tratamento e avaliada por
Western Blot (WB) para expressao de COX-2. Os resultades
demonstraram que em decorrencia de efeitos citotoxicos e
baixo rendimento, de 715 tratamentas, 590 foram analizsados
no qPCR. A triagem primaria selecionou 53 alvos e a secunda-
ria, duas moléculas: o produte natural indirubina (PubChem:
46386581) e o anti-inflamatério piroxicam (PubChem:
46386918). Resultados preliminares da etapa de validacao por
WB de um isomero de indirubina (Sigma-Aldrich - PHLEST716)
mostram que as concentracoes 12,5 e 6,2 uM apresentam ban-
das mais intensas de COX-2 (volume relativo de banda: 0,159 e
0,111, respectivamente) em comparacio ao tratamento com
solvente DMSO (volume relativo de banda: 0,08Z). Para o pir-
oxicam (PubChem: 46386518), a expressao positiva para COX-
2 foi observada nas concentracdes de 502 12,5 uM. Nao foram
analisados os volumes de banda. A conclusao até o momento,
é que o ensaio de gPCR em larga escala baseado no eixo TNF-
o - COX-2 permitiu a selecao de duas moléculas candidatas a
moduladores de COX-2. Para os proximos passos pretende-se
repetir a validapdo por WEB, determinar EC50 com base na
quantificacao de PGEZ em meio condicionado pelas células
apés o tratamento com diferentes concentracdes das
moléculas selecionadas e, por fim, elaborar uma abordagem

in vitro para avaliar a funcionalidade de UC-MSC previamente
tratadas. Financiamento: CTC-FAPESP:(2013/08135-2); INCTC-
CNPq  (46553%/2014-9); CAPES  (88882.378935/2019-1);
FUNDHERPF).
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AMD3100 PROMOTES A RAPID AND EFFICIENT
MOEILIZATION OF BONE MARROW-DERIVED
HEMATOPOIETIC STEM CELLS IN THE
BLOODSTREAM OF BALE/C MICE

MS Barros*", F Magalhaes-Gama ™",
WLL Meves ", NP Garcia ”, HNS Ibiapina®,
AM Tarrago ™9 EB Leon ®, AG Costa 54
A Malheiro “™*, ND Araiijo ™"

* Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
Manaus, AM, Brazil

b Fundagdo Hespitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus,
AM, Brazil

© Instituts René Rachou, Fundarao Oswaldo Cruz
(Fiocruz), Belo Horizonte, MG, Brazil

9 Universidade do Estado do Amazonas (UEA),
Manaus, Brazil

“ Escola de Enfermagem de Manaus (EEM),
Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
Manaus, AM, Brazil

Introduction: Hematopoietic stem cells (H5Cs) are the basis of
bone marrow (BM) transplantation. Its clinical success
depends on the efficient HSCs mobilization from BEM to
peripheral blood (PB) for leukapheresis and clinical harness-
ing Although granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)
is the "gold standard” to stimulate the HSCs trafficking to PB,
AMD3100 has emerged as a well-tolerated pharmacological
strategy without significant toxicity. Objective: Evaluate the
influence of AMD3100 and G-CSF on HSCs mobilization in BM
to PB in BALB/c mice. Material and methods: Forty-five BALB/
c mice were distributed into 5 groups to receive pre-treatment
with intraperitoneal (Lp.) injection of phosphate-buffered
saline (PBS) solution (160 plfip.) or G-CSF (200 ug/kg/ip.) for 4
consecutive days. On day 5 (D5), mice were also injected with
PBS or AMD3100 (5 mg'kg/ip.). These mice were then grouped
into PBS+PES control group (CG, n=9) PBS+G-CSF group
(n=%9), PRS+AMD3100 group (n=5), G-CSF+FBS group (n=9)
and G-CSF+AMD3100 group (n=19). After 1 hour, BM and FB
samples were subsequently collected. The mobilized CD45*
CD34" HSCs were assessed ex vivo using Flow Cytometry. Sta-
tistical analyses were performed through GraphPad Prism
(v.5) using the One-way ANOVA test with Tukey’s post-test.
Results and discussion: Mice of the PES+AMD3100 group
exhibited significant HSCs enrichment into the BM and mobi-
lization to FB when compared to CG and to the PBS+G-CSF
group (p =0.0002). Furthermore, it was observed that mice of
the G-CSF+PBS group also exhibited a higher frequency of
HSCs in BM and PB compared to CG and to the PBS+G-CSF
group (p =0.0002). Interestingly, mice of the G-CSF+FBS group
had a significant increase of HSCs in BM when compared to
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Anexo VI. Apresentagdo e Publicagdo do Resumo Cientifico intitulado “Analysis of the
frequency of bone marrow- and peripheral blood-derived yo T cells in pediatric B-cell acute
lymphoblastic leukemia” (Anais do 7" International Symposium on Immunology and
Hematology — 7" ISIH).
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ANALYSIS OF THE FREQUENCY OF BONE MARROW- AND PERIPHERAL BLOOD-
DERIVED 46 T CELLS IN PEMATRIC B-CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC
LEUKEMIA

Mateus de Souza Bamros''; Guilhermina Araujo Viegas da Rocha'; Fabio Magalhfies-Gama'”; Izabela
Cabral de Freitas'; Julia Goes de Souza Ghedini'; [lia dos Santos Moraes'; Flavio Souza da Silva'?;
Adnana Malheira'*#; Allyson Guimardes da Costa'*4* & MNilberto Dias de Araajo'~

! Diiretoria de Ensino ¢ Pesquisa, Fundagio Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonss (HEMOAM),
Manauns, AM, Brazil.

* Programa de Pos-Graduseo em Imunologia Bisica ¢ Aplicada, Instituto de Cidncias Biologicas, Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), Manans, AM, Brazil.

* Programa de Pos-Gradusedo em Cibneias da Sagde. Instiito René Rachou - Fundacio Oswalde Cruz (FIDCRUZ)
Minas, Belo Horzonte, Minas Gerais, Brazil.

4 Programa de Pds-Graduagio em Cikneias Aplicadas & Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas (LEA),
Manauns, AM, Brazil

* Escola de Enfermagem de Manaus, UFAM, Manaus, AM, Brazil.

Background: B-cell acute lymphoblastic leukemia {B-ALL) represents the most frequent cancer type in
childhood. The leukemic burden in bone marrow (BM) and its release in peripheral blood (PB) results in an
effector T cell mobilization that contnbutes to disease control. While classical T cells are strongly affected by
the disease. lyvmphocytes, such as gamma-delta (v8) T cells. exhibit higher cytotoxicity and less exhaustion,
but their functional and prognostic value in B-ALL remains elusive. Thus, this study aimed to evaluate the
frequency of v&T cells in children with B-ALL. Methods: In this study, BM and PB samples were collected
from 10 children (6 males and 4 females; median age=b6 years; IQR=3-8) diagnosed with B-ALL, during two-
time points referred to as the day of diagnosis {D0) and the end of remission chemotherapy (D3 5). To constitute
a control group (CG). 10 healthy children (5 males and 5 females; median age=9% vears; [Q}R=6-13) were
recruited and only PB was collected. The analysis of 8T cell frequency was performed using flow cytometry.
The results were analyzed using Flowlo software (v9.4), and statistical analysis and graphing were performed
using GraphPad Prism (v8.2). Results: We observed that, on D0, y&T cells were more frequent in PB than in
BM in the B-ALL paticnts, although no statistical significance was observed (p=0.0928). Furthermore, it was
observed that v6T cells were significantly more frequent in the PB of the B-ALL patients compared to the CG
(p=0.0001) on D). In a side-by-side analysis between the BM and PB compartments on D4 and D35, it was
observed that the frequency of 38T cells in both the BM (p=0.0465) and PB {(p=0.0371) was higher on [M), but
decreased on D35, Conclusion: We demonstrated that v67T cells are affected in B-ALL. Our data indicate that
these T cells expand in response to the tumor development and tend to decrease at the end of chemotherapy.,
and it seems that the leukemic burden is controlled afier treatment, thus indicating a possible immune response.
Further studies will be needed to understand the kinctics of these T cells and their prognostic value in the
context of B-ALL.

Keywords: B-cell acute lymphoblastic leukemia, gamma-delta T cells, tumor microemvironment,
immunosurveillance.
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