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RESUMO

O sistema complemento (SC) desempenha papel essencial nas respostas imunes inatas e
adaptativas. Estudos indicam que no microambiente tumoral, a ativacdo do SC pode estar
envolvida tanto na ativacdo de respostas imunes citotoxicas antitumorais, quanto no
desenvolvimento tumoral, além de demonstrar interacfes com quimiocinas e citocinas. Para
melhor contribuir acerca do conhecimento sobre o papel do SC, este estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil de moléculas do SC em pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica
Aguda de células B (LLA-B) submetidos a quimioterapia de remissao. Foi realizado um estudo
observacional analitico, do tipo longitudinal e prospectivo, na Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) em parceria com o Grupo Integrado de
Pesquisas em Biomarcadores do Instituto René Rachou (IRR/FIOCRUZ-Minas). Para este
estudo, foram utilizadas amostras de medula éssea (MO) e sangue periférico (SP) de pacientes
recém-diagnosticados com LLA-B, coletadas em 4 momentos da quimioterapia de remissao,
referidos como: dia do diagndstico (D0), dia 15 da terapia inducao da remisséo (D15), final da
terapia inducdo da remissdo (D35) e dia 84 (D84) da terapia de consolidacdo da remisséo,
juntamente com os dados demogréaficos e clinico-laboratoriais dos pacientes. Também foram
utilizadas amostras de SP, obtidas de criancas sem leucemia e sem alteragdes no hemograma,
que compuseram o grupo controle (GC). As amostras foram enviadas ao IRR/FIOCRUZ Minas
para quantificacdo das moléculas do SC (Clq, C3, C3b/iC3b, C4, Fator B e Fator H),
quimiocinas (CCL2 e CXCLS8), citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-o. ¢ INF-y) e
citocinas reguladoras (IL-1Ra e IL-10), através da técnica de Luminex, utilizando o sistema
Luminex 200 e software Bioplex Manager. Nossos resultados permitiram a identificagdo de
Clq, C3, C3Db, Fator B e Fator H como biomarcadores preditores positivos em pacientes com
LLA-B que concluiram a terapia, enquanto as citocinas IL-10, IL-1Ra, CXCL8 e IL-1B
apresentaram-se como biomarcadores em pacientes que vieram a ébito. Por fim, concluimos
que o duplo papel de moléculas do SC sugere um perfil imunologico capaz de contribuir para
estratificacdo de risco e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para 0s

pacientes pediatricos com LLA-B através da identificacdo de biomarcadores imunolégicos.

Palavras-chave: Leucemia infantil; microambiente leucémico; sistema complemento;
imunidade inata; biomarcadores.



ABSTRACT

The complement system (SC) plays an essential role in innate and adaptive immune responses.
Studies indicate that in the tumor microenvironment, SC activation may be involved in both the
activation of antitumor cytotoxic immune responses and tumor development, in addition to
demonstrating interactions with chemokines and cytokines. To better contribute to the
knowledge about the role of SC, this study aimed to characterize the profile of SC molecules in
pediatric patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) undergoing remission
chemotherapy. An analytical observational study, of the longitudinal and prospective type, was
carried out at the Hospital Foundation of Hematology and Hemotherapy of Amazonas
(HEMOAM) in partnership with the Integrated Research Group on Biomarkers of the René
Rachou Institute (IRR/FIOCRUZ-Minas). For this study, bone marrow (BM) and peripheral
blood (PB) samples from newly diagnosed patients with B-ALL were used, collected at 4 time
points of remission chemotherapy, referred to as: day of diagnosis (D0), day 15 of remission
induction therapy (D15), end of remission induction therapy (D35) and day 84 (D84) of
remission consolidation therapy, together with the patients’ demographic and clinical-
laboratory data. SP samples obtained from children without leukemia and without alterations
in the blood count, who comprised the control group (CG), were also used. The samples were
sent to IRR/FIOCRUZ Minas for quantification of SC molecules (Clqg, C3, C3b/iC3b, C4,
Factor B and Factor H), chemokines (CCL2 and CXCLS8), pro-inflammatory cytokines (IL-18,
IL-6, TNF-a and INF-y) and regulatory cytokines (IL-1Ra and IL-10), through the Luminex
technique, using the Luminex 200 system and Bioplex Manager software. Our results allowed
the identification of C1q, C3, C3b, Factor B and Factor H as positive predictive biomarkers in
patients with B-ALL who completed therapy, while the cytokines IL-10, IL-1Ra, CXCL8 and
IL-1B were presented as biomarkers in patients who died. Finally, we conclude that the dual
role of SC molecules suggests an immunological profile capable of contributing to risk
stratification and the development of new therapeutic strategies for pediatric patients with B-

ALL through the identification of immunological biomarkers.

Keywords: Childhood leukemia; leukemic microenvironment; complement system; innate

immunity; biomarkers.
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1. INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (LLA-B) representa a neoplasia
hematologica pediatrica de maior ocorréncia no mundo, caracterizada por um blogueio na
diferenciacdo hematopoiética, levando a superproducdo de linfécitos B imaturos na medula
6ssea (MO), com liberacdo de blastos na circulacdo e tecidos extramedulares. Esse processo
reflete na triade da leucemia, caracterizada por anemia, neutropenia e trombocitopenia,
resultando em sintomas como fadiga, dispneia, febre, infec¢bes, sangramentos e hematomas
(1,2).

Os mecanismos imunoldgicos em pacientes com LLA ainda estdo sendo investigados,
contudo sabe-se que o microambiente tumoral pode influenciar fortemente no crescimento e na
disseminacdo tumoral, impactando no resultado clinico do paciente (3). Dentre os componentes
envolvidos na vigilancia imunologica estdo as proteinas da cascata proteolitica do Sistema
Complemento (SC), um componente da imunidade inata, composto por mais de 50 moléculas

soltveis, produzidas naturalmente pelo ser humano (4,5).

A ativacdo do SC se d& por trés vias principais: via classica, mediante complexos
antigeno-anticorpo, iniciando com complexo C1 (C1q, C1r e C1s); via alternativa, através de
quaisquer superficies permissivas; e via das lectinas, por meio da ligacdo de lectinas ligantes
de manose (MBL) (6). O ponto de convergéncia para todas as vias de ativacao é a formacgédo do
complexo C3-convertase, C5-convertase e do complexo de ataque a membrana (MAC) na
superficie das células-alvo (7). Os diversos fragmentos proteoliticos produzidos a partir da
ativacdo do SC fornecem uma conexdo cruzada com outros sistemas efetores e reguladores,
incluindo as opsoninas (C3b e C4b), anafilotoxinas (C3a, C4a e C5a) e proteinas reguladoras
do complemento, que possuem papel na captacdo e eliminagdo de complexos imunes das

células-alvo, com multiplas atividades imunomoduladoras (8).

No contexto tumoral, as proteinas do SC apresentam dualismo em suas funcgoes,
embora ainda seja discutido sua atividade na vigilancia do cancer, as células tumorais podem
evadir da lise mediada pelo SC a partir da expressdo e producdo de proteinas reguladoras do
complemento (Fator H, Fator | e CD59) (8). Além disso, o reconhecimento das células
cancerosas pelo SC demonstrou sustentar a evolugédo progressiva para um estado neoplasico,
favorecendo a inflamacgéo cronica, imunossupressdo, angiogénese e sinalizacdo de células

cancerosas (8,9). Nesse contexto, a investigacdo do papel das moléculas de SC na leucemia
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torna-se de grande importancia, oferendo um campo para a identificacdo de potenciais

biomarcadores de prognostico clinico, além de alvos imunoterapéuticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B
2.1.1. Incidéncia e Etiopatogenia

A leucemia representa o 13° tipo de cancer com maior incidéncia no mundo,
apresentando uma taxa de 5,3% de todos os casos novos de cancer (10). No Brasil, a leucemia
ocupa a 10° posicéo entre os tipos de cAncer mais frequentes, com estimativa de 11.540 casos
novos para o triénio de 2023 a 2025, sendo correspondente a um risco estimado de 5,33 por 100
mil habitantes (11).

A leucemia representa na Regido Norte 0 sexto cancer mais frequente, com estimativa
de 4,43 novos casos para o0 ano de 2023, sendo 4,53 por 100 mil habitantes para homens e 3,64
por 100 mil habitantes em mulheres (11). O Estado do Amazonas possui estimativa de 200
casos Novos por ano, com a capital Manaus, apresentando aproximadamente 140 casos novos,
sendo classificada como a capital com a segunda maior taxa de incidéncia de leucemia em

criancas e adolescentes no ano de 2010 (11,12).

A leucemia pode acometer individuos em qualquer faixa de idade, sendo que a
leucemia mieloide aguda (LMA) é o subtipo mais comum em adultos, raramente acometendo
criancas; a leucemia mieloide crénica (LMC) acomete pessoas idosas, com evolucgéo lenta; a
leucemia linfoide cronica (LLC) afeta individuos adultos, geralmente a partir de 50 anos e
raramente com casos em criangas; e a leucemia linfoblastica aguda (LLA), sendo mais comum
em criancas menores de 15 anos, com pico de incidéncia entre 2 a 5 anos e predominante no
sexo masculino (12-15). Entre as leucemias agudas, a LLA possui taxa de predominancia de
75% em relacdo a LMA, sendo classificada de acordo com a linhagem celular comprometida,
apresentando maior incidéncia o subtipo de linhagem B, com 79,55% de casos novos
(12,13,16,17).

A leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA-B) € uma neoplasia hematologica
caracterizada pela proliferacdo anormal de precursores linfoides hematopoiéticos, resultando
no acumulo de linfoblastos leucémicos na medula éssea (MO), com liberacdo no sangue
periférico (SP) e tecidos extramedulares, incluindo ganglios linfaticos, baco e o figado (Figura
1) (2,18). A marca registrada da LLA-B sdo anormalidades cromossémicas e alteracdes

geneticas, bloqueando a diferenciacdo celular, promovendo a resisténcia a apoptose e
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facilitando a oncogénese (18-21). Dessa forma, a proliferacéo e infiltracdo de linfoblastos pode

resultar na triade da leucemia caracterizada por anemia, neutropenia e trombocitopenia (22).

== 1 ¥ ) «
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Célula-tronco
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B ! i 1
*l ——
& "

Figura 1. Processo de hematopoiese na LLA-B. Na LLA-B, verifica-se uma proliferacdo anormal de precursores

linfoides hematopoiéticos, resultando no acimulo de linfoblastos leucémicos na medula dssea (MO), com
liberagdo no sangue periférico (SP) e tecidos extramedulares, incluindo figado, bago, sistema nervoso central e
linfonodos. Enquanto isso, ha uma diminuicdo de outras células hematopoiéticas, devido a superproliferacdo de

linfoblastos, refletindo na triade da leucemia (2,18) . Fonte: Elaborado pela autora, via BioRender.

Embora sua etiologia ndo esteja totalmente definida, estudos identificaram que a
patogénese da leucemia pode estar associada a sindromes genéticas, como sindrome de Down,
anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, ataxia telangiectasia e sindrome de colapso de
Nijmegen. Outros fatores incluem a exposic¢ao a radiacdo ionizante, pesticidas, solventes ou
virus, como o virus Epstein-Barr e o virus da imunodeficiéncia humana (2,23). Além disso,
estudos indicam que o déficit na producdo de interleucina-10 (IL-10) ao nascimento pode
influenciar na leucemogénese por meio de processos inflamatorios descontrolados relacionados

a infecgdes durante a primeira infancia (19,24).
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2.1.2. Diagnostico e Classificacdo da Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B

O diagndstico da leucemia é baseado em caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas e
imunofenotipicas. A imunofenotipagem por citometria de fluxo constitui o parametro mais
importante para classificacdo das leucemias, possibilitando a estratificacdo dos pacientes em
diferentes grupos de risco, além de ser fundamental para determinar o prognostico através da

avaliacdo da resposta terapéutica (13,21).

No diagnostico laboratorial, o hemograma pode apresentar anemia normocitica e
normocrdmica, além de trombocitopenia, exibindo uma contagem de leucécitos relativamente
alta, mas frequentemente normal ou diminuida (13). A MO encontra-se hipercelular com
substituicéo dos espagos adiposos e elementos medulares normais por linfoblastos leucémicos,
sendo possivel diagnosticar a LLA pela presenca de 20% ou mais de linfoblastos na MO ou SP
(13,25). Ademais, os niveis basais de acido urico, calcio, fosfatos e lactato desidrogenase devem

ser monitorados devido a sindrome de lise tumoral (2).

Inicialmente, a classificacdo da LLA seguia os critérios morfolégicos French-
American-British (FAB) que dividiram a LLA em 3 subtipos: L1, L2 e L3 com base no tamanho
das células, nucléolos, vacuolizacdo e basofilia (2,26). Em 2008, a LLA-B foi classificada
novamente pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) com base na incorporacéo de alteragdes

genéticas (27), conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo da LLA-B de acordo com a OMS 52 edicédo

Leucemia Linfoblastica Aguda de células B

Leucemia linfoblastica B, NOS

Leucemia linfoblastica B com alta hiperdiploidia

Leucemia linfoblastica B com hipodiploidia

Leucemia linfoblastica B com iAMP21

Leucemia linfobléstica B com fusdo BCR::ABL1

Leucemia linfoblastica B com recursos semelhantes a BCR::ABL1
Leucemia linfoblastica B com rearranjo KMT2A

Leucemia linfoblastica B com fusdo ETV6::RUNX1

Leucemia linfoblastica B com recursos semelhantes a ETV6::RUNX1
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Leucemia linfoblastica B com fusdo TCF3::PBX1
Leucemia linfoblastica B com fusdo IGH::IL3
Leucemia linfoblastica B com fusdo TCF3::HLF

Leucemia linfoblastica B com outras anomalias genéticas definidas

Fonte: Adaptado de Classificacdo de tumores hematolinfoides da Organizacdo Mundial da Salde, 5% edicdo:
proliferagdes linfoides de células B e linfomas (27). NOS, nédo especificado.

As reagdes citoquimicas auxiliam na diferenciacéo das leucemias agudas pela presenca
de reacOes mieloperoxidase e sudan black gue estdo negativas em linfoblastos, além de que os
linfoblastos da LLA apresentam uma coloracdo e forma de aneis concéntricos de granulos
grosseiros (13). A puncédo lombar com analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) no momento
do diagndstico avalia o envolvimento do sistema nervoso central (SNC) presente em 5-8% dos

pacientes e apresenta-se frequentemente como déficits de nervos cranianos ou meningismo (2).

Os resultados da citogenética e analise genémica associados aos resultados da doenca
residual mensuravel (DRM), que é a presenca de células leucémicas pds-terapia, podem
fornecer informagGes sobre os subtipos de LLA (28,29). Entretanto, a identificacdo
imunofenotipica se da a partir de caracteristicas dos linfoblastos devido a expressdo de
antigenos especificos, capazes de classificar a leucemia em linhagem T ou B (13). As leucemias
de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de diferenciacdo normal de seus
progenitores na medula 6ssea, podendo ser classificadas em LLA pr6-B, B comum, pré-B e B-
maduro (2,13,30), conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2. Imunofenotipagem para leucemias de linhagem B

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a TdT Ig

Pro-B - + + + + -

B comum + + + + + -
Pré-B * + + + + C-mu

B madura -/+ + + + + +

Abreviagdes: TdT, desoxinucleotidil transferase terminal; lg, imunoglobulina; +, expressdo do antigeno; #,
expressdo variavel, frequentemente positiva; -, auséncia de expressdo do antigeno; -/+, expressao variavel,
frequentemente negativa; C-mu, classe de cadeias pesadas encontradas na imunoglobulina M. Fonte: Adaptado de
McGregor, 2012 (30); Farias, 2004 (13).
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2.1.3. Caracteristicas clinicas

As manifestacdes clinicas sdo tipicamente inespecificas, entretanto, correlacionam-se
com a carga celular leucémica e o grau de substituicdo da medula, levando a citopenias. Os
sintomas mais comuns incluem a triade leucémica, tais como a febre (devido a neutropenia),
fadiga e letargia (como resultado de anemia), dores articulares e diatese hemorragica (causada
pela trombocitopenia). Em 20% dos pacientes é observado linfadenopatia, esplenomegalia e/ou

hepatoesplenomegalia ao exame fisico (21,28).

2.1.4. Protocolo de tratamento

O tratamento convencional da LLA ¢é baseado na quimioterapia, cujo objetivo consiste
em alcancar a remisséo da malignidade, a partir da eliminacao das células leucémicas, sendo
frequentemente administrada em ciclos (31). Os tratamento para a LLA apresentam a
probabilidade de sobrevivéncia de 80-90%, devido a melhoria dos cuidados de suporte,
estratificacdo do tratamento com base no risco de recaida, caracteristicas bioldgicas de

linfoblastos e a otimizacao dos protocolos com base em estudos multicéntricos (20,32).

Em 1980, o Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI) iniciou
protocolos multicéntricos em criangas recém-diagnosticadas com LLA, sendo definidos como
GBTLI-80, GBTLI-82 e GBTLI-85. Estes protocolos apresentaram resultados significativos,
demonstrando que a terapia de intensificacdo precoce e a quimioterapia combinada rotativa

melhora o resultado da LLA infantil no Brasil (33).

O GBTLI apresentou uma nova proposta em 2009, classificando os pacientes com base
no risco de recidiva da doenga, avaliando pardmetros hematoldgicos e fatores genéticos ao
diagnostico e no decorrer da terapia, com avaliacdo da DRM para estratificar os pacientes em
dois grupos: alto risco (com Unico critério para classificacdo) e baixo risco (leva em
consideracdo todos os critérios) (Tabela 3) (34-36). Como protocolo internacional, o grupo de
estudo Berlim-Frankfurt-Munique (BFM) conduziu um estudo sobre a LLA em 2009,
semelhante ao GBTLI, utilizando parametros hematoldgicos e fatores genéticos na

estratificacdo de risco (37).



17

Tabela 3. Classificacdo dos grupos de risco de pacientes com LLA-B, segundo o Protocolo GBTLI
LLA-2009

o Grupos

Critérios . . .
Baixo Risco (BR) Alto Risco (AR)

Idade >1 a <9 anos >9 a <18 anos
Contagem de leucécitos ao DO < 50.000/mm3 >50.000/mm3
Acometimento leucémico em SNC Ausente Presente
D8: Blastos em SP Ausente Presente
D15: CF — DRM < 1.000/mm3 > 1.000/mm?
D35: Blastos na MO Ausentes Presentes
D35: CF/ PCR - DRM <1073 >1073

Abreviagdes: DO, dia do diagndstico; SNC, sistema nervoso central; D8, oitavo dia da terapia de inducéo da
remissdo; SP, sangue periférico; D15, décimo quinto dia da terapia de indugdo da remissdo; CF, citometria de
fluxo; DRM, doenca residual mensurdvel; D35, Gltimo dia da terapia de inducdo da remissédo; MO, medula 6ssea;

PCR, reagdo em cadeia da polimerase. Fonte: Adaptado por Silva (34).

Atualmente, a Fundacdo HEMOAM adota uma abordagem adaptada dos protocolos
GBTLI LLA-2009 e BFM-2009 para o tratamento da LLA-B de acordo com os parametros
clinicos e laboratoriais de cada paciente. O tratamento quimioterapico € composto por 6 fases,
sendo elas: Terapia de Pré-fase, Terapia de Indugdo da Remissdo; Terapia de Consolidagdo da

Remissao; Fase de Intensificacdo; Fase da Consolidacdo Tardia; e Fase de Manutencdo (31).

A resposta inicial a terapia de inducao de remiss@o € um dos fatores prognosticos mais
importantes na LLA, no qual é observado a resposta do paciente aos medicamentos
quimioterapicos (20). Além disso, as fases da terapia de indugdo da remissdo podem ser
divididas em ciclos: DO, dia do diagnostico; D8, oitavo dia da terapia de inducdo da remiss&o;
D15, décimo quinto dia da terapia, e D35, ultimo dia da quimioterapia de inducdo de remisséo.

No octogésimo quarto dia — D84 é realizado a terapia de consolidacdo da remissao.

A observacdo da DRM na LLA é uma ferramenta clinica fundamental para estratificar
0 risco de recidiva do pacientes durante o curso de quimioterapia, imunoterapia ou terapia de
transplante, particularmente em criancas (20,38). A identificacdo de pacientes com positividade
para DRM (DRM™) contribui para diminuir o risco de recidiva, com o inicio da terapia de
resgate precoce, auxiliando na orientacdo da tomada de decisdo em relagdo ao transplante

alogénico de células hematopoiéticas (39).
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2.2. Compartimento Medular Osseo
2.2.1. Microambiente em condic¢oes fisiologicas

As causas da progressdo, resisténcia e recidiva da malignidade a quimioterapia ainda
ndo sdo totalmente claras, no entanto, podem estar associadas a protecdo no microambiente da
medula 6ssea (40). O compartimento medular consiste em diferentes populacdes celulares, tais
como células endoteliais, osteoblastos, ostedcitos, adipdcitos, neurdnios, células-tronco
mesenquimais e macrofagos, bem como proteinas da matriz extracelular e fatores de nicho das

celulas-tronco hematopoiéticas, fatores de células-tronco (SCF) e CXCL12 (41).

O nicho de células-tronco fornece sinais que apoiam as principais propriedades das
células-tronco hematopoiéticas, como capacidade de autorrenovagdo e repovoamento das
diferentes linhagens celulares a longo prazo (42). Dois nichos distintos foram identificados no

compartimento medular, denominados de nicho endosteal e nicho vascular.

O nicho endosteal € uma superficie 0ssea revestida principalmente por osteoblastos,
que produzem diversos fatores de crescimentos hematopoiéticos, caracterizando como a
localizacdo responsavel pela hematopoiese na medula 6ssea (43). Enquanto o nicho vascular
na medula 6ssea consiste de células endoteliais sinusoidais que revestem 0s vasos sanguineos,
sendo responsavel pela regulacdo da hematopoiese, bem como homing e mobilizacdo das

células sanguineas para locais extramedulares (40).

2.2.2. Microambiente Leucémico

As células leucémicas podem influenciar a resposta do estroma a quimioterapia,
especificamente, 0 aumento da producdo local do fator de diferenciacdo pré-crescimento, que
desempenha papel fundamental na quimiorresisténcia de células leucémicas (44). Na LLA, a
expressao de CXCL-12, interleucina-7 (IL-7) e fator de ativacdo de células B em células
estromais torna-se reduzida, uma vez que as células leucémicas sdo capazes de estimular a
producéo de SCF para supressao estromal de CXCL-12, contribuindo na inibicdo do suporte de
células-tronco hematopoiéticas normais (44,45). As células-tronco mesenquimais da MO de
pacientes pediatricos com LLA aumentam a capacidade adipogénica, no entanto reduzem a

capacidade de apoiar a proliferacdo de progenitores hematopoiéticos (44).
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O microambiente imunossupressor na leucemia é desencadeado por meio da
comunicacdo de células leucémicas com as células estromais, alterando a paisagem
imunoldgica por meio da liberacdo de diversas quimiocinas e citocinas. Em pacientes com
LLA-B, foram observados no momento do diagndstico niveis elevados de CXCL-9, CXCL-10,
IL-6 e IL-10, enquanto no final da quimioterapia houve diminuicdo dessas moléculas
imunologicas, com alteracdo para um perfil mais pro-inflamatorio (40,46). No microambiente
leucémico, as células leucémicas também podem evadir a imunovigilancia do microambiente
tumoral através de mediadores da imunidade inata, como as moléculas do complemento, capaz

de contribuir para a evolucao progressiva do estado neoplasico (8,9).

2.3. Sistema Complemento
2.3.1. Descoberta e estudos das moléculas do sistema complemento

O sistema complemento (SC) é composto por mais de 50 componentes presentes no
plasma e nas membranas celulares, sendo produzidos principalmente pelo figado e liberados na
circulagdo (3). As moléculas do SC possuem receptores expressos em diferentes tipos de células
e participam da resposta imunolodgica inata e adaptativa, consistindo em um complexo de
proteinas plasmaticas que desempenham papel essencial no processo inflamatorio e na remocéo

de complexos imunes circulantes e células apoptoticas (47).

O SC é altamente conservado entre uma grande variedade de espécies, enfatizando a
importancia na defesa imunoldgica ao longo da evolucdo (48-50). O complemento foi
identificado h4 mais de 100 anos com o estudo da imunidade antimicrobiana em soro normal
por VVon Fodor (1887), Nuttal (1888) e Buchner (1889). Esses estudos continuaram com a
analise de vibriGes por Pfeiffer e Issaeff (1894) e somente em 1895, Bordet fez a primeira
demonstracdo convincente da atividade termolabil no soro normal que é necessaria, além do

anticorpo estavel ao calor, introduzindo a bacteriolise (51).

Em 1901, Bordet e Gengou descreveram a fixacdo de complemento (chamado de
“alexin” antigamente) e apresentaram que o complexo antigeno-anticorpo removiam a
atividade do complemento do soro humano normal. Nesse sentido, as moléculas do
complemento sdo componentes termolabeis do soro normal que aumenta a opsonizacdo das

bactérias pelos anticorpos, permitindo a lise celular, que “complementa” a atividade
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antibacteriana do anticorpo. Esta descoberta demonstrou que o complemento era uma molécula

e ndo apenas uma atividade encontrada no soro (51).

Em 1964, no Simpdsio sobre o Complemento da Fundacdo (CIBA), realizado em
Londres, pesquisadores abordaram sobre a evolucdo dos estudos para identificacdo de
componentes do SC como proteinas plasmaticas, tais como a identificacdo de C3 como
importante proteina sérica e que produz anticorpo monoespecifico para si, contribuindo para
analises mais detalhadas de suas atividades biologicas e interacbes (52). Além disso, foram
discutidas a natureza enzimatica de C1 e foram apresentadas as descobertas sobre o inibidor de
C1. No XX Complement Workshop, pesquisadores indicaram a analise do SC como promissor
na exploracdo de agentes terapéuticos eficazes para inibir efeitos indesejados da ativagdo do

complemento (51).

Ao identificar uma versdo primitiva na origem evolutiva do SC pelo componente
central C3 e duas proteases de ativacdo, como o fator B e serina proteases associadas a proteinas
ligantes de manose (MASP) em cnidéarios, foi sugerido que o complemento hd mais de 500
milhdes de anos foi estabelecido como ancestral comum dos eumetazoarios. O SC primitivo foi
mantido pela maioria dos deuterostdmios até o aparecimento dos vertebrados com mandibula,
onde observaram a duplicacdo de genes C3, Fator B, MASP e componentes do complexo de
ataque a membrana (MAC), que determinou a presenca das vias classica e litica no SC
primitivo (48,53).

Em estudos recentes, o complemento integra a imunidade inata e adaptativa, mediando
a eliminacdo de complexos imunes, residuos celulares e células apoptoéticas, além de contribuir
para o desenvolvimento e reparagdo tecidual (54). Os componentes principais, incluindo
receptores de reconhecimento de padrdo de patdgenos (PRRs) derivados do complemento,
proteinas C1 a C9 e reguladores sdo gerados principalmente pelo figado, estando circulantes no
sangue e na linfa, enquanto os receptores de ativacdo do complemento e reguladores séo

geralmente expressos em células imunes e ndo imunes (4,7,55)

As proteinas do complemento estdo associadas a superficie celular e intracelular,
mediando a vigilancia imunologica e homeostase do organismo (56). No entanto, o
complemento ndo é derivado exclusivamente do figado, uma vez que componentes do
complemento podem ser secretados localmente por células residentes e infiltrantes, além de
evidéncias emergentes sugerirem um SC intracelular com novas fun¢Ges homeostaticas e
imunoldgicas, denominado de complossomo, ocupando um nicho funcional incomum como

controlador-chave do metabolismo de uma Unica célula e da fisiologia celular geral (55-58).
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2.3.2. Ativacdo, funcéo e regulacéo

O complemento consiste de uma rede de diversas proteases que sdo ativadas por
clivagem proteolitica em uma cascata (8,59). Essas enzimas sdo denominadas zimogénios
precursores amplamente distribuidos pelos fluidos e tecidos corporais sem efeitos adversos.
Contudo, os zimogénios nos locais de infeccdo sdo ativados localmente e desencadeiam uma
série de eventos inflamatdrios potentes. Portanto, a ativagdo do SC € desencadeada por uma

cascata de enzimas (59).

A ativacdo de um pequeno numero de proteinas do complemento no inicio da via é
amplificada por uma sucessdo de reacfes enzimaticas, resultando na forte geracéo e répida
resposta do complemento (59). O SC pode ser ativado mediante a deteccdo de patdgenos ou
danos através de trés vias interativas: a via classica, das lectinas e alternativa (55,59). A partir
da ativacdo do complemento, diversos fragmentos proteoliticos sdo gerados, incluindo as
opsoninas (C3b e C4b), porcdes maiores que se ligam na membrana celular facilitando a
captacdo e a depuracdo de complexos imunes e células-alvos; e as anafilotoxinas (C3a e C5a),
porcbes menores e potentes fatores pro-inflamatérios que exercem atividades

imunomoduladoras.

A via classica pode ser iniciada pela ligacdo de Clqg diretamente a superficie do
patégeno e/ou durante uma resposta imune adaptativa pela ligacdo de Clq aos complexos
antigeno-anticorpo, tornando um elo chave entre os mecanismos efetores da imunidade inata e
adaptativa (59). Na formacdo do complexo antigeno-anticorpo, ocorre uma mudanca
conformacional que torna a molécula capaz de interagir com Clg, onde apenas as

imunoglobulinas IgG e IgM ativam o complemento (60).

Clq associa-se a C1r e Cls formando os componentes enzimaticos do complexo C1,
a cabeca globular interage com o dominio Cy2 da IgG ou com o dominio Cpu3 da IgM. Todas
estas interacOes proteicas levam a uma mudanca em C1q que permite a ativacdo de C1r que,
por sua vez, cliva duas moléculas de C1s. Uma vez clivados, os C1s clivam C4 em C4a e C4b.
C4b se liga/opsoniza o patdgeno, embora de forma ineficiente. Forma-se entdo um complexo
C4b-C1s que cliva C2 em C2a e C2b. O fragmento menor C2b é liberado e C2a é incorporado
ao complexo C4bC2a (C3-convertase) que liga e cliva C3 (Figura 2). C3a ¢é liberado e C3b
opsoniza a superficie do patogeno/célula. Posteriormente, C3b une-se a C2a e C4b formando

C5-convertase, responsavel pela clivagem de C5a e C5b (60).
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Figura 2. Ativagdo do complemento por Via Classica. A via cléssica é iniciada pela ligagdo de um anticorpo
fixador de complemento a um antigeno nas células-alvo. C1q liga-se ao complexo antigeno- anticorpo. Clr e Cls
se montam em C1q, C1r cliva e ativa C1s, e C1s ativado cliva C4 e C2 em C4b e C2a, respectivamente. C4b e C2a
formam a C3- convertase (C4bC2a). C3-convertase cliva C3 em C3a e C3b; C3b une-se a C2a e C4b e forma C5-
convertase, que cliva C5 em C5a e C5b, dando inicio a Via Comum. Fonte: Adaptado de Vahid Afshar-Kharghan,
2017 (61).

A via das lectinas é desencadeada pela ligacdo de polissacarideos microbianos a
lectinas, como a manose (manose-binding lectin - MBL) ou ficolinas; sendo ativada também
por outros padrdes moleculares associados a patégenos; a MBL e MASP-2 formam entdo um
complexo do tipo C1, o MASP-2 ativado no complexo MBL-MASP2 cliva C4 e C2 e gera a
C3-convertase (C4bC2a), que cliva C3 em C3a e C3b. Sequencialmente, C3b une-se a C2a e
C4b formando C5-convertase, responsavel pela clivagem de C5a e C5b (61,62). Além da MBL
e ficolinas, as moléculas soluveis colectina-10 e colectina-11 sdo moléculas de reconhecimento
de padrdes na via da lectina, que possuem como caracteristica comum a capacidade de interagir
com os MASPs (Figura 3). Todas as moléculas exibem expressao distinta em diferentes

compartimentos teciduais, sendo encontradas em graus variados na circulacao (63,64).
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Figura 3. Ativacgéo do complemento por Via das Lectinas. A MBL liga-se a porc¢des repetitivas de agicar, como
a manose. MBL e MASP2 formam um complexo semelhante a C1. MASP2 ativado no complexo MBL-MASP2
cliva C4 e C2 e gera C3-convertase (C4bC2a), enquanto C3-convertase cliva C3 em C3a e C3b, e C3b forma C5-
convertase juntamente com C2a e C4b (C3bC2aC4b), que cliva C5 em C5a e C5b, dando inicio a Via Comum.
Fonte: Adaptado de Vahid Afshar-Kharghan, 2017 (61).

A via alternativa pode ser iniciada quando um componente do complemento ativado
espontaneamente se liga a superficie de um patogeno (59). Ou seja, esta via é ativada pelo
aumento do tick-over C3, que é a hidrélise espontanea da ligacéo tioéster de C3, que ocorre em
niveis constitutivamente baixos, mas ndo prossegue se C3b ndo encontrar sua contraparte
estabilizadora, o fragmento proteolitico Bb formado pela clivagem do fator B dependente do
fator D (Figura 4). A C3-convertase da via alternativa é formada quando C3b se liga a Bb
(C3bBb), e sua atividade se estabiliza em superficies ativadas com teor reduzido de &cido sialico
em membranas celulares distintas, mas ndo em membranas de células hospedeiras ricas em
acido sialico. Quando o tick-over de C3 aumenta, promove a ativacdo do complemento em
superficies de patdgenos alvo ou autoestruturas alteradas. Além disso, a via alternativa pode ser
ativada também por C3b produzido pela via classica ou lectina. Posteriormente, C3b ativada
une-se a Bb (apos a clivagem do Fator B por Fator D) e a C3b (clivado por C3-convertase)

formando C5-convertase, que cliva C5 em C5a e C5b, conforme ilustrado na figura 4 (4,65,66).
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Figura 4. Ativacdo do complemento por Via Alternativa. Pequenas quantidades de plasma hidrolisado C3
[C3(H20)] ligam-se ao fator B, que forma o complexo C3(H20)Bb com a ajuda do fator D. C3(H20)Bb cliva C3
plasmatico em C3a e C3b, que se liga a superficie da célula. Em uma superficie ativadora do complemento, C3b
liga-se a Bb (produzido pela clivagem do fator B mediada pelo fator D) e gera C3-convertase (C3bBbC3b), que
cliva C3 em C3a e C3b, formando a C5-convertase, dando inicio a Via Comum. Fonte: Adaptado de Vahid Afshar-
Kharghan, 2017 (61).

As vias do complemento se convergem na formacao de C3-convertase e C5-convertase
que, por sua vez, cliva C5 em Cba, uma das principais anafilotoxinas, e C5b, uma opsonina que
forma um complexo com C6 e C7 que se insere na membrana celular e, posteriormente, se unem
com C8 e varios C9 formando o complexo de ataque a membrana (MAC) (Figura 5). O MAC
(C5b-9) é responsavel por atravessar a bicamada fosfolipidica da membrana celular, levando a

um influxo de calcio, perda do potencial da membrana mitocondrial e lise celular (61,65).

O papel do SC no combate a patdgenos invasivos esta bem explorado, estudos recentes
fornecem perspectivas sobre a fungdo do complemento no compartimento do tecido extracelular
e intersticial, demonstrando que muitas proteinas possuem funcdes duplas que fornecem
crosstalk entre 0 SC e outros mecanismos efetores e reguladores. Portanto, sabe-se que 0
complemento, além do seu papel na imunidade inata, participa da imunidade adaptativa. Alem
disso, pode participar da hemostasia, migracdo celular durante a embriogénese, neuroprotegédo
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e poda sinaptica, desenvolvimento de dérgdos, comunicacBes célula-célula e estroma-célula,

com migracdo e enxerto de células-tronco hematopoiéticas durante a hematopoiese (61,67).

Figura 5. Formagéo do Complexo de Ataque a Membrana (MAC). C5b liga-se as moléculas do complemento
C6, C7 formando o complexo C5b-7, em seguida C8 liga-se formando um complexo C5b-8, que polimeriza
diversas moléculas C9, formando o MAC citolitico. Fonte: Adaptado de Vahid Afshar-Kharghan, 2017 (61).

A ativacdo do SC e geracdo de C3a e Cha, mediadores chamados de anafilotoxinas,
que orquestram uma resposta inflamatéria macica, ativando macréfagos, neutréfilos,
mastacitos, basofilos e eosinofilos, podem resultar em degranulacdo e producéo de citocinas,
que contribui para a vasodilatacdo, aumentando a permeabilidade vascular, extravasamento e

quimiotaxia de neutréfilos (61,68).

Dentre todas as func¢des do complemento, a capacidade de causar danos celulares deve
ser estritamente controlada em varias etapas durante a cascata proteolitica do complemento,
tendo muitos componentes do complemento envolvidos na regulacdo (50,61). A regulacéo do
complemento € dividido entre duas classes principais: reguladores de fase fluida e receptores
de complemento integrais a membrana, tais como fator H, fator H como proteina 1 (FHTL-1),
proteina de ligacdo C4b (C4BP), inibidor de C1 (C1-INH) (Figura 6A), complemento
relacionado ao fator H proteina 1 (CFHR1), CFHR2, CFHR3, CFHR4, CFHRS5, fator de
aceleracdo do decaimento (DAF) (Figura 6B) receptor de complemento 1 (CR1), CR2, CR3,
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CR4, CD46, CD55, CD59 (Figura 6C), CRIg, vitronectina, clusterina e carboxipeptidase N
(50,65,69). As proteinas reguladores de complemento sdo superexpressas em muitas células,

principalmente as células cancerosas, podendo ser usadas como potenciais alvos terapéuticos

(50).
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Figura 6. Regulacdo do Sistema Complemento. A. Regulagéo da atividade de C1 pelo inibidor de C1 (C1-INH),
que desloca C1rs de Clq e inibe a ativagdo da via classica. B. Inibi¢do da formacdo de C3 convertases das vias
classica e alternativa podem ser dissociadas pela substituicdo de um componente pelo fator de aceleragdo do
decaimento (DAF). C. Regulacdo da formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC) é realizada por meio
da proteina de membrana CD59, proteina ligada & glicofosfatidilinositol, que inibem a formagdo do MAC no
plasma. Fonte: Adaptado de ABBAS, 92 edigo.
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2.3.3. Concentragdes fisiologicas e patoldgicas do sistema complemento

Ha grandes variacdes nos valores de concentracdo do complemento relatados,
tornando impreciso determinar os niveis fisiologicos dos peptideos do complemento devido as
diferentes técnicas de ensaios aplicadas (70). Estudos indicam que o soro contém niveis mais
elevados dos fragmentos correspondente as acdes das proteases na cascata de coagulacéo;
assim, o plasma pode ser utilizado como indicador mais confiavel dos niveis circulantes de
peptideos do complemento, devido o papel do EDTA utilizado, que bloqueia eficazmente as

vias de ativacdo do complemento (70,71).

Em humanos saudaveis, as concentracfes plasmaticas para as C3a, C4a e Cha sdo de
119, 219 e 5,2 ng/mL, respectivamente. Os niveis em doencas inflamatorias e na gravidez
apresentam-se elevados, onde a elevacdo de C3a, mas ndo de C4a, sugere a ativacdo da via
alternativa, enquanto niveis muito elevados de C3a e C4a sugerem que as trés vias de ativacao
estdo constantemente em operacdo (70). Em neoplasias hematolégicas, muitos pacientes
exibem niveis anormais de anafilotoxinas e reguladores do complemento visando evadir a

vigilancia do préprio SC (50).

2.3.4. Sistema complemento no microambiente tumoral

O perfil imunolégico dos tumores pode ser determinado pela densidade, composicéo,
estado funcional e organizacdo de leucocitos infiltrantes, sendo fator determinante da
progressdo tumoral (3). As células cancerosas sdo capazes sequestrar redes de moléculas
imunoldgicas, como moléculas do complemento, citocinas e quimiocinas, através de secrecédo
de fatores podem desequilibrar a produgéo de quimiocinas e citocinas, com intuito de apoiar a
progressao da doenca (46). Além disso, a ativacdo do complemento potencializa o crescimento
tumoral e aumenta a metastase e, apesar da principal via envolvida na sua ativacdo dentro dos
tumores ainda ndo ser especificada, evidéncias apoiam a ativacdo das 3 vias em tumores

malignos (9).

Estudos indicam um duplo papel do SC no microambiente tumoral: pro e/ou
antitumoral, uma vez que, a ativacdo do complemento ndo estd apenas envolvida na
citotoxicidade antitumoral e nas respostas imunes, mas também na promoc¢do do
desenvolvimento tumoral direta e indiretamente (50). Em relacdo ao papel antitumoral, a

ativacdo do complemento pode exibir diversos efeitos de controle em varias células tumorais,
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visto que a citotoxicidade dependente do complemento foi considerada prejudicial as células
cancerosas, incluindo tumores solidos e malignidades hematoldgicas, devido a fagocitose

mediada por C3b e lise celular mediada pelo acimulo de MAC (50,61,72).

Ademais, a capacidade do complemento de distinguir o préprio do ndo-préprio é
fundamental para seu papel na resposta imune contra patdgenos invasores, Vvisto que a expressao
de antigenos ndo-préprios e a falta de reguladores do complemento nos microrganismos
invasores o0s tornam alvos ideais para opsonizacéo e fagocitose mediada pelo complemento. Por
outro lado, as células cancerosas expressam as mesmas proteinas que suas contrapartes de

células normais e apresentam uma superexpressdo de reguladores, limitando a vigilancia

imunoldgica pelo complemento (61).
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Figura 7. Fungdes do complemento no microambiente tumoral. A ativagdo do SC no microambiente tumoral
resulta na liberacéo de anafilotoxinas (C5a e C3a) e promove o crescimento tumoral. C5a atrai células mieloides,
incluindo as células supressoras derivadas de mieloide (MDSCs), para o tumor. As MDSCs reduzem as respostas
das células T citotdxicas ao tumor, induzindo a apoptose e inibindo os Linfocitos infiltrantes tumorais T CD8*
(TIL). A secrecéo de C3 pelos TILs CD8* reduzem a produgdo de 1L-10 pelos TILs e inibem sua fungdo. Alguns

tipos de células cancerigenas secretam proteinas do complemento no microambiente tumoral, aumentando a
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proliferagdo celular e promovendo a metastase. Fonte: Adaptado de Vahid Afshar-Kharghan, 2017 (61) e
Roumenina, 2019 (3).

A ativagdo do complemento no microambiente tumoral libera anafilotoxinas (C3a e
Cb5a) capazes de promover o crescimento tumoral (Figura 7). As anafilotoxinas podem atrair
células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs) para o tumor, onde estas células reduzem
as respostas citotoxicas especificas e induzem os linfécitos infiltrantes tumorais CD8" a
apoptose, por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio. Além disso,
as células cancerosas podem secretar proteinas do complemento no microambiente tumoral e

iniciam uma alga autocrina que aumenta a proliferacédo celular e promove metastase (8,61).

O reconhecimento das células cancerosas pelo SC é capaz de criar uma pressao seletiva
para sustentar uma evolucdo progressiva resultando em um estado de controle da ativagdo do
complemento (8). Cada tumor expressa antigenos e reguladores do complemento capazes de
gerar mecanismos inibitdrios para controlar sua ativacao, incluindo a expressdo de proteinas
regulatorias do complemento (CRPs), ligadas a membrana (CD35, CD46, CD55 e CD59) e
soluveis (fator H, proteinas semelhantes ao fator H, fator I e ligacdo a C4b) (73).

As células cancerosas se beneficiam da iniciacdo da ativacdo do complemento e
producdo de anafilotoxinas, além disso, demonstraram inibir fortemente a geracdo de MAC a
partir da superexpressdao de CRPs. As células cancerosas reduzem a concentragdo de MAC ao
superexpressar CD59, evadindo do processo de lise por meio de processos endociticos e
exociticos (61,74). Além disso, outros CRPs, incluindo o Fator H, podem exibir atividade do
cofator, que funciona com o fator | para bloquear a ativacdo do complemento no nivel da C3-

convertase (50).

Dessa forma, um equilibrio sutil entre a ativacdo e regulagdo do SC dentro do
microambiente tumoral pode resultar na ativagao persistente do complemento, fornecendo uma
fonte constante de mediadores com funcdes de suporte ao crescimento do tumor (8,9,75). Além
disso, ap0s a ativacdo do complemento apoiar a inflamagéo cronica, ele passa a promover um
microambiente imunossupressor que induz a angiogénese durante a progressao do tumor (76).
A neoangiogénese é fundamental para o fornecimento de oxigénio e nutrientes para o tumor, e
apesar do papel do SC na angiogénese ser controverso, ha evidéncias dos efeitos pro-

angiogénicos (77).
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O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) demonstrou desempenhar papel
critico na vascularizacdo sobre condices fisiologicas e patoldgicas, podendo ser secretados de
macrdfagos associados ao tumor (TAMs) ou MDSCs, que poderiam ser recrutados pelas
anafilotoxinas, C3a e Cba, para 0 nicho pré-metastatico (77). Dessa forma, o complemento
contribui para este processo por meio da ligacdo entre as anafilotoxinas com seus receptores,
C3aR e Cb5aR, que medeiam alteragdes no fluxo microvascular, permeabilidade,

extravasamento e diapedese (3,78,79).

No entanto, outras evidéncias apontam que a ativa¢ao dos mediadores do complemento
C3a e Cbha ndo contribuiu para angiogénese tumoral em modelos murinos. Contudo, a
estimulagdo de C5a em células endoteliais levou ao aumento da expressdo da isoforma de
VEGF e ao bloqueio do receptor C5aR, sugerindo que a interacdo de C5aR1 e VEGF
desempenha um papel na regulacdo dependente do complemento da angiogénese tumoral
(77,80). Além disso, C1g demonstrou ser eficaz na inducdo de um fenétipo angiogénico em
células endoteliais cultivadas in vitro e na formagdo de novos vasos (81-83). No entanto, sdo

necessarios mais estudos para determinar o impacto do SC na neoangiogénese tumoral.

2.4. Sistema complemento na leucemia
2.4.1. Moléculas relacionadas as convertases

Evidéncias recentes investigaram as deficiéncias de moléculas do complemento na
leucemia, demonstrando niveis normais de C1lg, C2, C3 e C4, porém com uma baixa atividade
do complemento (62). Apesar de poucos dados na leucemia, células leucémicas de pacientes
com LMA demonstram expressar concentragfes mais elevadas de C1q, contudo néo
apresentaram menor sensibilidade a quimioterapia, mas a capacidade de contribuir na migracao

e adesdo ao estroma de blastos com C1q (84).

Em pacientes com LLC, foi observado uma diminuicao significativa dos niveis séricos
de C1 e C4, correlacionando com atividades hemoliticas anormais. Em contrapartida, cada
parametro do complemento foi elevado em comparacgdo ao grupo controle, sendo que a extensa
ativacéo de C3 foi correlacionadas com a gravidade da doenca (50). Na LMC, foi observado
que os niveis sericos de C4 foram significativamente elevados, enquanto a concentracdo de C3

e fator B néo diferiram do controle (85).
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Além disso, a baixa concentracdo sérica de MASP-2 associada a MBL, que gera C3-
convertase apos ativacdo do complemento, pode representar um fator de risco para infeccdo em
pacientes com leucemia durante a quimioterapia, sendo associada ao risco aumentado de
episodios de crises febris neutropénicas com duracdo cumulativa prolongada de hospitalizacdo
e terapia antimicrobiana intravenosa (86,87). Por outro lado, estudos indicam um papel da MBL
e MASP-2 na iniciagdo ou progressdo de canceres pediatricos especificos, com a MASP-2

apresentando niveis significativamente maiores em pacientes pediatricos com LLA (87).

2.4.2. Anafilotoxinas

Na leucemia, o suporte do microambiente leucémico se da pela reprogramacgdo do
estroma medular, devido a contribuicdo de diversas células imunes que sdo recrutadas no
desenvolvimento da neoplasia (88). Uma das principais fungdes desempenhadas pelas
anafilotoxinas é o recrutamento de leucécitos. A Cba, considerada um quimioatraente de
macroféagos e fator de polarizacdo para o fendtipo M2, pode estar regulada positivamente no
microambiente leucémico, o que contribui para desencadear a ativa¢do da cascata proteolitica
do SC (88,89). No curso clinico entre leucemia aguda e os niveis de moléculas do complemento,
foram observados concentracdes de anafilotoxinas elevados no inicio da doenca, enquanto na

remissdo apresentaram valores normais (85).

A partir de dados experimentais, o ensaio com células leucémicas e blastos
clonogénicos de pacientes com LLC e LMA responderam fortemente aos fragmentos de
clivagem C3 e C5 com quimiotaxia e aumento da adesdo (50,57). Evidéncias demonstraram a
deteccdo de receptores C3a e C5a em células hematopoiéticas malignas e blastos. Além disso,
as anafilotoxinas sdo capazes de estimular as células leucémicas pela ativagdo do p38 MAPK,
regulando negativamente a expressdo de heme oxigenase 1 indutivel (HO-1), resultando na

maior mobilidade celular (90).

2.4.3. Moléculas da via terminal do complemento

Os estudos em criancas com LLA demonstraram que no momento do diagndéstico e na
recidiva, ha utilizacdo defeituosa do complemento pela via alternativa (91). Em pacientes com
LLC resistente a citotoxicidade dependente do complemento (CDC), foi observado que alguns

individuos exibiram a formacdo de MAC com deficiéncia de C9, tornando o MAC composto
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apenas por C5b-8. No entanto, ainda assim foi observada uma eficiéncia na formagéo de
hexamero mediada por anticorpos, sugerindo que pequenos poros C5b-8 permitem que Ca?*
entre na célula (92). Por outro lado, os niveis subliticos de C5b-9 (sC5b-9) contribuem na
promogéo tumoral ativando vias de transducéo de sinal e modulando fatores de transcrigéo
relacionados ao cancer, enquanto protege as células neoplasicas da apoptose (93).

Ao analisar o perfil proteico do complemento C5, foi detectado como bandas duplas,
sugerindo uma clivagem de C5 anormal no microambiente leucémico. Dessa forma, pacientes
com concentracdo anormal de C5 apresentam aumento de niveis basais de sC5b-9 e C5a. Ao
correlacionar ao tratamento dos pacientes leucémicos, foi observado que apds a ativacao por
via classica, os niveis de sC5b-9 diminuiram o que pode estar associado com a diminuicao da

resposta ao tratamento na imunoterapia (50,62).

2.4.4. Proteinas Reguladoras do Complemento (CRPS)

No plasma de pacientes com leucemia aguda, foi observada concentracgdes elevadas de
SCR1 (receptor do complemento tipo 1 soltvel) capazes de inibir a ativagdo do complemento,
indicando que no microambiente tumoral, a liberacdo de sCR1 por leucécitos produza uma

regulagéo negativa local do complemento (94).

Na imunoterapia, 0 mecanismo efetor principal é a inducdo de CDC, contudo sabe-se
que as células leucémicas sdo protegidas dos danos induzidos pelo complemento pelos CRPs.
Estudos indicam que o fator H que se liga as células leucémicas pode sensibilizar as células ao
CDC, fornecendo uma nova estratégia para potencializar a imunoquimioterapia contendo

rituximab em pacientes com LLC (95,96).

Ao avaliar a expressdao de CD20 e inibidores do complemento ligados a membrana,
observou-se que as propor¢des de CD20 para CD59 (Figura 6C) distinguiram células altamente
sensiveis lisadas de forma eficiente pelo tratamento quimioterapico (97). Em pacientes com
LLA de células B e T, CD59 inibiu a apoptose regulando a via de sinalizacdo AKT/Notchl,
proporcionando uma nova perspectiva para o tratamento da leucemia (98,99). Apesar disso,
CD55 e CD59 sédo considerados fatores importantes que determinam a resposta in vitro ao
rituximabe e ao complemento, indicando potencial estratégica para melhorar a resposta clinica

em pacientes com leucemia (100).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o perfil de moléculas do Sistema Complemento em pacientes pediatricos

com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B.

3.2. Objetivos Especificos

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

e Realizar a quantificacdo das moléculas do Sistema Complemento e mediadores
imunoldgicos (quimiocinas e citocinas) no sangue periférico e medula 6ssea dos
pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B;

e Investigar a correlacdo e associacdo entre as moléculas do Sistema Complemento,

Quimiocinas e Citocinas com obito.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares
e moleculares envolvidos na resposta imunolégica de pacientes com Leucemia Linfoblastica
Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagndstico, prognodstico e terapéutica” aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM), com o seguinte nimero de CAAE: 51257921.2.0000.0009 e Parecer:
4.982.395 (Anexo I).

4.2. Modelo, Area e Populacéo de Estudo

Foi realizado um estudo observacional, analitico, do tipo longitudinal e prospectivo
desenvolvido na Fundacdo HEMOAM, em parceria com o Grupo Integrado de Pesquisa em
Biomarcadores (GIPB) do Instituto René Rachou, Fundagdo Oswaldo Cruz (IRR/FIOCRUZ-
Minas), localizado na cidade de Belo Horizonte, MG. A populacdo de estudo foi composta por
pacientes atendidos no servico de hematologia pediatrica da Fundacio HEMOAM com
diagnostico de LLA-B, no periodo de marco de 2021 a agosto de 2024. Também foram
recrutadas criancas sem leucemia atendidas na triagem clinica que ndo apresentaram alteracGes

na série leucocitaria durante a investigacao de anemia pelo hemograma.

4.3. Critérios de inclusao e exclusdo

Os critérios de inclusdo utilizados para o grupo caso foram: pacientes recem-
diagnosticados com LLA-B comum, admitidos no Servico de Hematologia Pediatrica da
Fundacdo HEMOAM e com idade entre 1 e 18 anos. Para o grupo controle, foram utilizados
como critérios de inclusdo: individuos com idade entre 1 e 18 anos, sem alteracGes na série
leucocitaria e sem infeccao prévia ha 4 semanas. Foram utilizados como critérios de excluséo
para ambos os grupos: material biolégico insuficiente, pedido de retirada do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e/ou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
(TALE).
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4.4. Obtencéo das amostras

Foram utilizadas amostras de sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO), as quais
foram obtidas através de puncéo venosa e punc¢do aspirativa da crista iliaca, respectivamente
(procedimentos de rotina para estes pacientes). As coletas foram realizadas em 4 momentos da
quimioterapia de remissdo, referidos como: dia do diagnéstico (DO0), décimo quinto dia da
terapia de indugdo da remissdo (D15), final da terapia inducdo da remissao (D35) e octogésimo
quarto dia da terapia de consolidacédo da remissdo (D84), seguindo os protocolos de tratamento
utilizados. Foram coletados aproximadamente 3 mL de SP e 2 mL de MO, em tubos contendo
anticoagulante EDTA, pela equipe médica da Fundacdo HEMOAM. ApGs o0 processamento na
rotina clinica, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Multidisciplinar, onde foram
centrifugadas a 537g por 10 min. Posteriormente os sobrenadantes foram coletados e
transferidos para criotubos, identificados com o cddigo do projeto e armazenados no

Biorrepositorio de LLA, em freezer -80°C.

4.5. Obtencéo dos dados demograéficos e clinicos-hematoldgicos

Os dados foram coletados a partir dos prontuarios dos pacientes, atraves do Setor de
Atendimento Medico e Estatistico (SAME), Sistema iDoctor e do livro de registros do
Laboratorio de Marcadores Celulares (LABMARCEL). As variaveis coletadas foram: idade,
sexo, dados do hemograma e mielograma, grupo de risco de tratamento, avaliacdo da doenca

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

4.6. Quantificacdo de mediadores imunoldgicos solUveis pela técnica Luminex

As concentragfes das moléculas do SC (Clq, C3, C3b/iC3b, C4, Fator B e Fator H)
foram quantificadas através da técnica de Luminex na Plataforma de Citometria de Fluxo do
IRR/FIOCRUZ-Minas, em parceria com o GIPB, com o kit MILLIPLEX Human Complement
Panel 2 - Immunology Multiplex Assay (HCMP2MAG-19K- Merck). Adicionalmente,
realizamos a quantificagdo de quimiocinas (CCL2 e CXCLS8), citocinas pré-inflamatdrias (IL-
1B, IL-6, TNF-a e INF-y) e citocinas reguladoras (IL-1Ra e IL-10) com o kit Bio-Plex Pro
Human Cytokine Screening 48-plex Panel (Bio-Rad Laboratories). A aquisicdo de dados e as
concentracfes dos analitos foram mensurados no sistema Luminex 200 e software Bioplex

Manager, respectivamente. O limite de deteccdo de cada analito para o primeiro kit, em ng/mL,
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foi de C1q - 0.033; C3 - 0.080; 3b/iC3b - 2.385; C4 - 0.132; Fator B - 0.020; Fator H - 0.115;
enguanto o segundo kit tem como detecc¢ao limite dos analitos, em pg/mL: CCL2 -0,7; CXCLS8
-1,2; IL-1B - 0,8; IL-6 — 0,7; TNF-a.— 0,8; IFN-y — 0,7; IL-1Ra — 6,0; IL-10 — 0,8, conforme

o0 protocolo de cada Kit, respectivamente.

4.7. Analise estatistica

Os dados foram tabulados em planilha eletrdnica no Microsoft Excel, onde foi
construido o banco de dados do estudo. Para elaboracao das analises estatisticas convencionais
foi utilizado o software GraphPad Prism v.8.0.2. Inicialmente foram realizados testes para
verificar normalidade dos dados, através do teste de Shapiro-Wilk. As analises comparativas
entre duas varidveis ou grupos foram realizados com T Student ou Mann-Whitney, enquanto
para as comparacdes das variaveis com trés ou mais grupos foi realizado atraves dos testes
ANOVA One-way ou Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste de Tukey ou Dunn’s para maltiplas
comparacdes entre grupos. A significancia estatistica foi considerada para todos 0s casos em
p<0,05. A analise de moléculas imunolégicas ou de assinatura de biomarcadores foi realizada
convertendo os resultados originais de cada variavel, expressos como uma variavel continua,
em dados categdricos. O ponto de corte para os dados de conversao foi escolhido com base nos
valores de mediana global de cada molécula, considerando o conjunto de dados que incluia
todos os grupos. Esses valores foram empregados para classificar os pacientes de cada grupo
conforme apresentassem niveis “Alto” (acima do limite de corte) ou “Baixo” (abaixo do limite
de corte) de cada molécula. As assinaturas foram representadas em gréaficos de linhas usando
o percentil 50 como ponte de corte (linhas tracejadas) para identificar mediadores com
concentra¢Ges aumentadas em uma propor¢do maior de pacientes. Além disso, o diagrama de
Venn foi realizado para identificar atributos comuns e seletivos entre cada grupo clinico,

utilizando o site http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/\VVenn/. Adicionalmente, foi

realizado a construcdo de redes bioldgicas de interacdo entre os mediadores do estudo nos
diferentes tempos de acompanhamento. Estas foram montadas para identificar as interages
complexas entre os mediadores escolhidos para o estudo. Os nos sao utilizados para identificar
cada grupo de moléculas nos grupos de pacientes (LLA-B QR e LLA-B OB) no decorrer da
terapia e também no GC. Quanto maior 0 nd, maior o nimero de interacdes estabelecidas. A
analise de correlagdo foi empregada para construir as redes de acordo com o valor de “r”
significativos em p<0,05, utilizando o teste de correlagdo Spearman. Em seguida, o software

Cytoscape 3.10.2 (Cytoscape Consortium San Diego, CA, EUA) foi utilizado seguindo as


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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recomendacOes e instrucbes do fabricante. O indice de correlagdo (r) foi utilizado para

categorizar a forca da correlagdo como fraca (r < 0,35), moderada (r > 0,36 ar < 0,67) ou forte

(r>0,68).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas demograficas e clinico-hematologicas da populacéo de estudo

Foram incluidos 33 pacientes pediatricos com LLA-B, sendo que 18 completaram a
quimioterapia de remissao concluida (QR) e 15 foram a ébito (OB). Além disso, 21 individuos
foram incluidos no grupo controle (GC). Entre os pacientes com LLA-B em quimioterapia de
remissdo concluida (LLA-B QR), 10/18 (56%) eram do sexo masculino, com idade mediana de
4 anos (IQR 2-11), sendo mais prevalente em criancas entre 1 a <5 anos. Nos pacientes com
LLA-B que vieram a o6bito (LLA-B OB), a idade mediana foi de 7 (IQR 5-9) anos, com
predominancia no sexo feminino 9/15 (60%). A idade mediana das criancas do GC foi de 9
anos (IQR 5-10), com predominio de individuos do sexo masculino com 14/21 (55%) (Tabela
4).

Tabela 4. Caracteristicas demograficas da populacdo de estudo no momento do diagndstico

Variaveis GC LLA-B QR LLA-B OB
(n=21) (n=18) (n=15)
Idade [mediana (IQR)] 9 (5-10) 4 (2-11) 7 (5-9)
Sexo [n (%), Masculino/Feminino] 14 (67) /7 (33) 10 (56) /8 (44) 6 (40)/9 (60)
Grupo de Idade [n (%0)]
la<b 5 (24%) 9 (50%) 3 (20%)
5a<9 3 (14%) 3 (16,7%) 8 (53,3%)
9a<l14 13 (62%) 3 (16,7%) 2 (13,3%)
14 a<18 0 (0%) 3 (16,7%) 2 (13,3%)

Abreviagdes: GC, grupo controle; QR, quimioterapia de remissdo; OB, 6bito; IQR, intervalo interquartil; LLA-

B, leucemia linfoblastica aguda de células B.

Todos os pacientes incluidos no estudo apresentaram o Imunofenétipo de LLA-B
comum, CALLA positivo (CD10%). No momento do diagnéstico (D0), os pacientes LLA-B QR
e OB foram estratificados, respectivamente, onde 6/18 (33%) e 2/15 (13%) foram classificados
em alto risco (AR), 5/18 (28%) e 3/15 (20%) em risco intermediario, 7/18 (39%) e 10/15 (67%)
em baixo risco (BR). Além disso, 2/18 (11%) e 3/15 (20%) apresentaram infiltracdo de blastos
no sistema nervoso central (SNC), ao DO. Durante a avaliacdo fisica no inicio do tratamento,
17% (3/18) dos pacientes LLA-B QR concluida apresentaram hepatomegalia e 11% (2/18)
hepatoesplenomegalia, enquanto 13% (2/15) dos pacientes LLA-B OB apresentaram
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hepatomegalia, 7% (1/15) esplenomegalia, 20% (3/15) hepatoesplenomegalia e 7% (1/15)
adenomegalia. Ao avaliar a presenca de células residuais no decorrer do tratamento, foi
observado que todos os pacientes pediatricos com LLA-B QR apresentaram doenca residual
mensuravel positiva (DRM*) ao D15 (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos com LLA-B

o LLA-B QR LLA-B OB
Variaveis

(n=18) (n=15)
Imunofenotipagem [n (%6)]
LLA-B comum (CD10%) 18 (100%) 15 (100%)
Estratificacdo de risco ao DO [n (%6)]
Baixo Risco (BR) 7 (39%) 10 (67%)
Risco Intermediario (RI) 5 (28%) 3 (20%)
Alto Risco (AR) 6 (33%) 2 (13%)
Infiltracdo do SNC ao DO [n (%0)]
Sem Infiltracdo / Inconclusivo 16 (89%) 12 (80%)
Com Infiltracéo 2 (11%) 3 (20%)
Presenca de Visceromegalia [n (%0)]
Hepatomegalia 3 (17%) 2 (13%)
Esplenomegalia 0 (%) 1 (7%)
Hepatoesplenomegalia 2 (11%) 3 (20%)
Adenomegalia 0 (0%) 1 (7%)
Sem presenca 13 (72%) 8 (53%)
Doenca residual mensuravel ao D15 [n (%6)]
DRM® - -
DRM® 18 (100%) -

Abreviagdes: LLA-B, leucemia linfoblastica aguda de células B; QR, quimioterapia de remissao; OB, 6bito; SNC,
sistema nervoso central; DO, dia do diagnostico; D15, décimo quinto dia da terapia de indugdo da remisséo; DRM,

doenga residual mensuravel.

Em relacdo aos parametros hematolégicos no DO, foi observado uma diminuigdo de
eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito dos pacientes do estudo. Em contrapartida, houve um
aumento de leucdcitos totais. A MO dos pacientes QR concluida e ébitos, apresentaram 83% e
69% de linfoblastos, respectivamente. Além disso, foi observado neutropenia e trombocitopenia

nos pacientes leucémicos. Todos os parametros hematologicos dos pacientes com LLA-B foram
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comparados com as caracteristicas hematologicas do GC e com os valores de referéncia do

Laboratorio de Hematologia da Fundacdo HEMOAM estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Caracteristicas hematoldgicas da populacgao de estudo no diagnéstico

_ _ Valores de
Varidveis Cig:l LLA-B QR (n=18) LLA-B OB (n=15) Referéncia
(n=21) MO Sp MO sp
Eritrécitos (x10° /uL), 4.47 2.77 3 2.37 2.85 46-6.1
mediana (IQR) (4.30-4.75) (2-3) (2.81-3.36) (2-3) (2.47-3) x10%/ul
Hemoglobina (g/dL), 12.8 7.85 8.80 7.30 7.80 12-18
mediana (IQR) (12.15-13.35) (6.87-8.55) (7.70-9.30) (6.87-8.30) (7.60-8.70) g/dL
Hematocrite (%), 37.4 25 201 22.1 23.15 —
mediana (IQR) (35.75-40.4) (22-27) és 7'5') (20-24.75) (21-26.25)
Leucheitos  totais 6.450 96.325 23.955 42.340 11070 55 194
(x10%/uL), mediana (IQR)  (5.320-7.640) (68.025- (7.805- (16.340- (2.960- x103/uL
' ' ' 124.550) 65.690) 125.500) 26.810) H
82.681 26.395
Linfoblastos MO ) [83%] ) [69%] i i
ABS [%], mediana (IQR) (54.284- (508.9-
99.470) 120.301)
Neutrofilos (x10%uL), @ 22?;?3175) 2.1 0.74 0.77 0.4 19-8
mediana (IQR) - (0.7-6.0) (0.3-3.12) (0.16-3.15)  (0.17-0.93) x103/uL
Linfocitos  (x10%/uL), 2.61 63.43 16.27 35.1 10.0 09-52
mediana (IQR) (2.24- 3.47) (46-87.4) (6.5-52.0) (12.5-62.5)  (2.16-22.2) x103/uL
Mondcitos  (x103/uL), 0.33 0.5 0.16 0.12 0.04 0.16-1
mediana (IQR) (0.26-0.49) (0.21-1.26) (0.03-0.41) (0.04-0.47)  (0.02-0.15) x103/uL
130 -400
Plaquetas  (x10%uL), 312.0 33.50 34.0 35.0 27.0 w109l
mediana (IQR) (262.5-353.0) (26.0-57.75) (18.5-78.0)  (25.75-61.0)  (19.5-46.0) H

Abreviacdes: GC, grupo controle; MO, medula dssea; SP, sangue periférico; ABS, valor absoluto; QR, quimioterapia de
remissdo; IQR, intervalo interquartil.

A andlise dos parametros bioguimicos no momento do diagndstico estad descrita na

Tabela 7. Nesses pacientes, foi observado que os marcadores hepéticos estavam dentro dos

valores de referéncia do Laboratorio de Hematologia da Fundacdo HEMOAM, apesar da

presenca de visceromegalia nos pacientes durante a avaliacdo fisica (Tabela 5). Apenas gama

glutamil transferase (GGT) apresentou-se elevado no grupo LLA-B QR e LLA-B OB. Enquanto

alguns marcadores renais em pacientes do estudo apresentaram desidrogenase lactica (DHL)

aumentada e reatividade da proteina C (PCR). Ao observar os marcadores eletroliticos, todos

os pacientes com LLA-B apresentaram aumento de Ferritina no dia do diagndstico.
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Variaveis GC LLA-B QR LLA-B OB Valores de
(n=21) (n=18) (n=15) Referéncia
Marcadores hepaticos
_ 26,0 24,2 29,0
ALT/TGO (U/L), mediana (IQR) (23.0-300) (19.1-102.4) (27.4-306) <40,0
ASP/TGP (UIL), mediana (IQR) o 1?3’207’0) , 10?02_52’ . , 17?5_’179’ 0 <41,0
Fosfatase alcalina (U/L), mediana (IQR) - (91112_13;,:,11 5) @ 433;_53'?4 9 75,0 -390,0
GGT (U/L), mediana (IQR) - (441(;]'_?5’;3 5) (47179_;’5 9 <55,0
Bilirrubina total (mg/dL), mediana (IQR) (02’7%(())5) (02’2(?9) (© 25)477) 0,10-1,20
Bilirrubina direta (mg/dL), mediana (1QR) (0 (Dl omiog  0.01-040
Bilirrubina indireta (mg/dL), mediana 0,30 0,18 0,19 0.01 - 040
(IQR) (0,17-0,37) (0,13-0,41) (0,14-0,28) ' '
Marcadores renais
- . 0,56
Creatinina (mg/dL), mediana (IQR) (O,L?é-5()5,6 2 (0,28,?07,51) (0.55-0.56) 0,26 - 0,42
. . 13,7 27,6
Uréia (mg/dL), mediana (IQR) (21?01_’22’0) (103-195) (23.3-36.6) 10,0 - 50,0
: 2455 2.336 1.450 )
DHL (U/L), mediana (IQR) (217,0-253,0)  (433,0-4.238) (646-4.669) 320 -520
. 13,83
PCR (mg/dL), mediana (IQR) (Og’_zg?) (16}16_’1%’1) 65007 >6,00
Glicose (mg/dL), mediana (IQR) (83?57_ 52,0) . 1%_71’;0) (792_31%?0’1) 70,0 - 100,00
Marcadores eletroliticos
s6dio (mmol/L), mediana (IQR) ; , 1313_71??9’ — 8122411 ,  1360-1460
Potéssio (mmol/L), mediana (IQR) - (335_%113) G ije) 35-51
Calcio (mg/dL), mediana (IQR) ; (821‘95 ) . g_*;g) 8,8-10,8
Magnésio (mg/dL), mediana (IQR) - a éiz 9 a é—ifl) 1,7-24
Fosforo (mg/dL), mediana (IQR) - (3?)12 6 @ f-,542) 40-70
Ferritina (ng/dL), mediana (IQR) - 526,2 421,9 21,8 - 276,6

(330,3-1.788)

(340,3-501,8)

GC, grupo controle; QR, quimioterapia de remissdo; OB, o6bitos; IQR, intervalo interquartil; ALT, alanina
aminotransferase; TGP, transaminase pirlvica; AST, transaminase oxalacética; TGO, transaminase oxalacética;
GGT, gama glutamil transferase; DHL, desidrogenase lactica; PCR, proteina C reativa.
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5.2. Caracterizacdo do perfil de moléculas do sistema complemento e mediadores

imunoldgicos no dia do diagndstico

A caracterizacdo do perfil das moléculas do SC no diagndstico (D0) demonstrou que
0 grupo LLA-B QR no compartimento periférico apresentou aumento de C1q, C3, C3b/iC3b,
C4, Fator H e B quando comparado ao GC e LLA-B OB, observado na Figura 8. Enquanto

isso, foi observado no grupo LLA-B OB aumento significativo de CCL2 e CXCLS, IL-1p, IL-
6, TNF-0 ¢ INF-y e IL-Ra e IL-10.

A C1g . C3 C3b/iC3b Cc4 i Fator H

......

www e
i [

Fator B CCL2

wEk ke I
[ —

Concentragéo (pg/mL)

GC QR OB GC QR OB

Grupos clinicos

Figura 8. Quantificacdo das moléculas do sistema complemento e mediadores imunolégicos no dia do
diagnostico. Moléculas do SC — Clqg, C3, C3b/iC3b, C4, Fator H e Fator B; Quimiocinas — CCL2 e CXCLS;
Citocinas pré-inflamatorias - IL-1B, 1L-6, TNF-o e INF-y; Citocinas regulatorias — IL-Ra e IL-10. GC, Grupo
controle; QR, quimioterapia de remissdo; OB, 6bito; SP, sangue periférico.

5.3. Cinética do sistema complemento e mediadores imunoldgicos durante a terapia de
inducao

A andlise de cinética do SC e mediadores imunoldgicos no SP e MO foi realizada nas
amostras de DO, D15, D35 e na consolidagdo da remissédo — D84 (Figura 9).
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Figura 9. Cinética de moléculas do sistema complemento e mediadores imunolégicos durante a terapia de
inducdo da remissao e consolidacdo. Os mediadores imunoldgicos do grupo LLA-B QR foram medidos em DO,
D15, D35 e D84,em SP (@) e MO (®). () Moléculas do SC — Clq, C3, C3b/iC3b, C4, Fator H e Fator B; (")
Quimiocinas — CCL2 e CXCLS8; ( ) Citocinas pré-inflamatérias - IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ INF-y; () Citocinas
regulatorias — IL-Ra e IL-10. QR, quimioterapia de remissdo; SP, sangue periférico; MO, medula 6ssea; DO, dia
do diagndstico; D15, décimo quinto dia da terapia; D35, trigésimo quinto dia da terapia; D84, octogésimo quarto
dia da terapia de consolidacdo. A mediana do grupo controle foi representada por linha retas e o IQR linhas
tracejadas.

Os resultados demonstraram diminuicdo durante a terapia de indugédo a remissédo das
moléculas do SC em SP e MO, exceto C1q que demonstrou aumento significativo em D15 em
relacdo a DO, D35 e D84 na MO. Apesar disso, durante a terapia de consolida¢&o, foi observado
que C1q, C4 e Fator H e B apresentaram aumento significativo em relacdo ao DO, enquanto foi
observado diminuicdo de C3 e C3b no SP. No compartimento medular, foi observado aumento
de C4, Fator H e B em D84 em relagdo ao DO. As quimiocinas CCL2 e CXCL8 apresentaram
perfil semelhante no SP e MO, com aumento no DO e D35 e diminui¢do em D15 e D84 quando
comparados ao DO. Sobre as citocinas pro-inflamatdrias, IL-6 apresentou aumento significativo

durante a terapia de inducdo a remissdo em relacdo a linha de base do GC, em SP.
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Foi observado ainda que todas as citocinas pro-inflamatérias apresentaram diminuicéo
significativa em D84 em relagdo a terapia de inducdo da remissdo em SP e MO, exceto IFN-y
que apresentou aumento em D84. No grupo LLA-B QR SP, foi observado que as citocinas
regulatorias apresentaram concentrac6es no nivel base do GC. No entanto, foi demonstrado um
aumento de IL-1Ra e IL-10 em D84 ao comparar ao DO e D15 em SP, enquanto na MO foi
observado IL-1Ra apresentou um aumento significativo em relacdo aos outros tempos da

quimioterapia e IL-10 uma diminuicdo significativa em relacdo a DO e D35.

5.4. Rede bioldgica de moléculas do SC e mediadores imunoldgicos durante a terapia de

inducéo e consolidacdo da remissao

A construcdo de redes bioldgicas integrativas foi realizada para avaliar as interacfes
entre as moléculas do SC, quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias e reguladoras durante a
terapia de inducdo (DO, D15, D35) e consolidacdo da remisséo (D84), no compartimento
periférico e medular (Figura 10). Ao observar os resultados de LLA-B SP, nota-se uma rede
menos densa quando comparada ao grupo controle no inicio da terapia, com interac6es entre o
complemento e citocinas reduzidas, porém com correlacdes negativas entre C3b e IL-10 e IL-
1Ra, no SP. No D15, foi observado correlagcbes moderadas entre complemento e citocinas pro-
inflamatorias, tais como C1q e Fator H com IL-1Ra; Fator B com IL-1Ra e IFN-y; C3 ¢ C3b
com CXCLS8. No final da terapia de inducéo, foi observado uma leve semelhanca das redes de
conexdes com o GC, além de um aumento de interacGes pré-inflamatérias ao comparar com
D15. Na terapia de consolidagcdo, a rede demonstra maior complexidade de correlagdes

negativas, especialmente entre citocinas pré-inflamatérias e complemento.
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Figura 10. Rede biol6gica de moléculas do sistema complemento e mediadores imunoldgicos durante a
terapia de inducéo e consolidacédo da remissdo. Os mediadores imunoldgicos do grupo LLA-B foram medidos
em DO, D15, D35 e D84,em SP (m) e MO (mm). (=) Moléculas do SC — C1q, C3, C3b/iC3b, C4, Fator H e Fator
B; (®) Quimiocinas — CCL2 e CXCLS; () Citocinas pro-inflamatérias - IL-1p, IL-6, TNF-o e INF-y; () Citocinas
regulatorias — IL-Ra e IL-10. QR, quimioterapia de remissdo; SP, sangue periférico; MO, medula 6ssea; DO, dia
do diagndstico; D15, décimo quinto dia da terapia; D35, trigésimo quinto dia da terapia; D84, octogésimo quarto
dia da terapia de consolidac&o.

No compartimento medular, as moléculas do complemento apresentaram correlagdes
positivas fortes e moderadas entre si no momento do DO. No D15, foi observado um leve
aumento das conexdes entre Fator B e C4 com as quimiocinas. Ao observar as citocinas
reguladoras, foi observado perfil restrito de conexdes. A conectividade de redes mais
aproximada ao GC é observada em D35, com conexdes forte e moderadas entre complemento,
quimiocinas e citocinas. Ao final da terapia de consolidacdo, a rede apresenta-se mais complexa
que nos tempos iniciais, além de observar auséncia de correlagdes negativas envolvendo o

complemento, sendo observadas entre CCL2 e IL-6.
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5.5. Caracterizacdo do perfil do complemento e mediadores imunolégicos entre 0s

pacientes do estudo no momento do diagnostico

A caracterizacao do perfil imunolégico entre os grupos LLA-B QR e LLA-B OB nos
compartimentos periférico e medular estdo demonstrados na Figura 11. Entre as moléculas do
complemento, foi observado aumento significativo de C1q, C4, Fator H e Fator B em SP e MO,
no grupo LLA-B QR, enquanto C3 e C3b/iC3b estdo aumentados apenas em SP. Para as
guimiocinas, citocinas pré-inflamatorias e reguladores foi observado aumento significativo no
grupo LLA-B OB em SP, somente CCL2, CXCL8 e IL-1p apresentaram aumento significativo
no MO.

C3b/iC3b Fator H

: .

Concentragéo (pg/mL) ———

| |
QR OB QR OB QR OB QR OB QR OB QR OB

SP MO SP MO SP MO SP Mo

Grupos clinicos

Figura 11. Caracterizacao do perfil de moléculas do sistema complemento e mediadores imunoldgicos entre
pacientes LLA-B QR e LLA-B OB. Moléculas do SC — C1q, C3, C3b/iC3b, C4, Fator H e Fator B; Quimiocinas
— CCL2 e CXCLS; Citocinas pré-inflamatorias - IL-1p, IL-6, TNF-a e INF-vy; Citocinas regulatorias — IL-Ra e IL-
10. QR, quimioterapia de remissdo; OB, 6bito; SP, sangue periférico; MO, medula dssea.

5.6. Rede bioldgica de moléculas do SC e mediadores imunoldgicos no compartimento

periférico e medular dos grupos LLA-B QR e OB no momento do diagndéstico

Para avaliar as interacbes do complemento com os mediadores imunologicos foi

realizado através da construcdo de redes bioldgicas entre os grupos LLA-B QR e LLA-B OB
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no compartimento de SP e MO (Figura 12). Ao observar LLA-B QR SP e LLA-B OB SP,
apresentaram redes diferentes. LLA-B QR SP apresenta forte correlacdo positiva interna entre
as moléculas do complemento, contudo C3b demonstrou correlacao negativa com IL-1Ra e IL-
6. As quimiocinas e citocinas possuem correlagdes positivas entre si. Enquanto LLA-B OB SP
apresenta quantitativo menor de interacbes entre as moléculas do complemento, com
correlagbes positivas entre C3 com CXCL8 e TNF-o. As citocinas reguladoras nao
apresentaram correlacbes com 0s outros mediadores nem entre si. Ao observar as correlacdes
em MO, foi observado que os pacientes apresentaram correlag@es positivas entre as moléculas
do complemento. O grupo LLA-B QR, apresentou correlagfes positivas entre quimiocinas e
citocinas proé-inflamatorias, enquanto citocinas reguladoras demonstraram correlages
negativas com IL-1B e TNF-a. No grupo LLA-B OB foi observado poucas correlagdes positivas

entre quimiocinas e citocinas.
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Figura 12. Rede biol6égica de moléculas do sistema complemento e mediadores imunolégicos no
compartimento periférico e medular no momento do diagndstico. Os mediadores imunoldgicos do grupo LLA-
B foram medidos em DO, D15, D35 e D84,em SP (m) e MO (mm). (©) Moléculas do SC — C1q, C3, C3b/iC3b, C4,
Fator H e Fator B; (®) Quimiocinas — CCL2 e CXCLS8; () Citocinas pro-inflamatérias - IL-1p, IL-6, TNF-a e
INF-y; () Citocinas regulatérias — IL-Ra e IL-10. QR, quimioterapia de remissao; SP, sangue periférico; MO,
medula déssea.
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5.7. Assinatura ascendente de mediadores imunoldgicos entre pacientes com LLA-B

A assinatura ascendente de biomarcadores e o diagrama de Venn foram realizados para
identificar as moléculas discriminantes entre os grupos LLA-B QR e LLA-B OB (Figura 13).
Na assinatura ascendente, foi observado que os biomarcadores de menor relevancia relativa
para diferenciacdo entre os grupos foram IL-1Ra, IL-1p, IL-10 e IFN-y, enquanto mediadores
imunoldgicos como TNF-a, IL-6, CXCL-8, CCL-2 e proteina C4 apresentaram relevancia
intermediaria na curva. Os biomarcadores de maior impacto foram pertencentes ao SC — Fator
B, Clq, Fator H, C3 e C3b. O diagrama de Venn demonstrou seis biomarcadores (C4, 1L-6,
C3b, TNF-a, C3, CCL-2) presentes em ambos 0s grupos, trés biomarcadores (Fator B, C1q e
Fator H) foram exclusivos de LLA-B QR, enquanto quatro biomarcadores (IL-10, IL-1Ra,
CXCL-8, IL-1pB) foram exclusivos de LLA-B OB.
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Figura 13. Assinatura ascendente de biomarcadores e andlise de intersecdo entre pacientes pediatricos com
LLA-B. Os mediadores imunolégicos do grupo LLA-B QR () e OB (mm) foram medidos em DO, em SP. QR,
quimioterapia de remissdo; OB, ébitos.
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6. DISCUSSAO

A LLA-B é a neoplasia hematol6gica pediatrica mais comum na infancia e adolescéncia
(101). Embora a LLA possa ocorrer em qualquer idade, representa cerca de 25% dos casos com
incidéncia maior entre criancas de 2 a 5 anos de idade (102). Em nosso estudo, pacientes recém-
diagnosticados com LLA-B eram criancas com faixa etaria entre 1 a <5 anos, predominante no
sexo masculino, similar ao encontrado em outros estudos (103). Em relagéo aos pacientes com
LLA-B que vieram a obito, foi observado maior prevaléncia no sexo feminino, apesar de
estudos epidemioldgicos indicarem que a maior mortalidade por leucemia estdo presentes em

criancas do sexo masculino em todas as regides brasileiras ao longo dos anos (104).

O diagnostico e classificagdo dos pacientes do estudo foi confirmado através das
caracteristicas imunofenotipicas dos linfoblastos que todos apresentaram a LLA-B do tipo
comum, CALLA positivo (CD10™) e >20% de linfoblastos na medula déssea, contribuindo na
confirmagdo de neoplasia (105,106). Devido a infiltrag&o e insuficiéncia medular, pacientes
com LLA apresentam febre, fadiga e hematomas excessivos que foram observados nos
pacientes pediatricos com a apresentacdo dos seguintes quadros: leucocitose, neutropenia,
anemia (eritrdcitos, hemoglobina e hematdcrito baixos) e trombocitopenia, caracterizando a

usual triade da leucemia, que sdo observadas no hemograma dos pacientes com LLA-B.

Estudos indicam que aproximadamente 5% dos pacientes recém-diagnosticados com
LLA apresentam infiltracdo do SNC (107). Em concordancia, 11% LLA-B QR e 20% LLA-B
OB apresentaram infiltracdo no SNC no momento do diagnostico, que pode estar associado ao
desenvolvimento a resisténcia ao tratamento e uma possivel recidiva da doenca. Evidéncias
sugerem que células leucémicas migram para o SNC através de um processo ativo no momento
do diagnéstico, com presenca de moléculas imunoldgicas, tais como C2, C4a e fator I, que além
dos mecanismos imunes, pode participar do desenvolvimento e ser um possivel biomarcador
de infiltracdo do SNC na LLA (108). Ao decorrer da terapia, os pacientes pediatricos com QR
concluida apresentaram DRM®* ao D15. Diante disso, a deteccdo de DRM distinguiu 0s
pacientes que necessitam de nova intensificacdo devido a alta correlagdo com o risco de recidiva

precoce (109).

Além disso, na avaliacéo fisica dos pacientes com LLA-B, observou que pacientes que
completaram a quimioterapia apresentaram hepatomegalia e hepatoesplenomegalia no
momento do diagndstico, assim como os pacientes que vieram a 6bito. Evidéncias demonstram

que pacientes com LLA apresentam o aumento do figado, baco e ganglios linfaticos maior em
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comparagdo com a LMA, devido a infiltrac&o de linfoblastos no figado, que pode demonstrar
resultados anormais no exame bioguimico acompanhados com hepatoesplenomegalia
(110,111). Apesar da presenca de hepatoesplenomegalia, quanto aos parametros hepaticos, ndo
foram observadas nenhuma alteracdo enzimatica. Entretanto, evidéncias indicam que lesGes
hepéticas devido a infiltracdo de blastos leucémicos em pacientes com LLA podem ocasionar
valores anormais de transaminases hepaticas (AST e/ou ALT) e uma hiperbilirrubinemia

conjugada.

A medicdo de DHL sérica pode ser utilizada como um marcador progndstico confidvel
da LLA pediatrica, estudos indicam uma diminuicdo de DHL ao longo dos tempos de terapia
de inducéo a remissdo, juntamente com a diminui¢do da contagem total de leucocitos, aumento
da contagem de plaquetas e diminuicao de células blasticas periféricas e medulares no final da
terapia (112). Em nosso estudo, os pacientes pediatricos que foram a ébito e QR concluida
apresentaram aumento de DHL no momento do diagnostico e PCR positiva. Ou seja, niveis
elevados de PCR podem ser observados como um potencial biomarcador de neutropenia febril,
contribuindo para o manejo clinico dos pacientes (113,114). Os parametros eletroliticos dos
pacientes com LLA-B demonstraram um aumento de ferritina, indicando inflamacgéo associada

a quimiorresisténcia (115).

A respeito da caracterizacdo do perfil imunoldgico de pacientes com LLA-B ao longo
da terapia de indugdo, destaca-se o papel das moléculas do SC e suas interagdes com
quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias e reguladoras no compartimento periférico e medular.
Sendo assim, o estudo demonstra alteragdes significativas nas concentracdes desses mediadores
imunoldgicos em SP e MO, além de sugerir diferencas marcantes entre os pacientes com LLA-
B que concluiram a quimioterapia (boa resposta) e aqueles pacientes que vieram a 6bito (méa
resposta). Em nossos dados, foi observado o aumento de C1q em SP e MO no grupo LLA-B
QR sendo particularmente relevante ao considerar suas fungdes para além da via classica. C1q
é responsavel por induzir fagocitose, modular a producdo de citocinas e regular a angiogénese,
sendo fungdes essenciais na homeostase do microambiente medular e na contencéo da expansao
tumoral através da ligacdo de C1qg a corpos apoptoticos que promovem a depuracdo de forma
imunossilenciosa (116-118). O aumento da concentracdo em D15, pode sugerir o papel de C1q

na modulacéo da resposta inflamatoria de mondcitos e células dendriticas (119).

Em paralelo, o Fator H, um regulador negativo da via alternativa, demonstrou-se
aumentado em ambos os compartimentos investigado. Esse aumento pode representar um

mecanismo de controle para evitar a ativacdo exacerbada do complemento, impedindo danos



51

colaterais, ao mesmo tempo limita a excessiva inflamagdo na MO (120). Além disso, estudos
sugerem que a superexpressao de Fator H pode proteger células tumorais hematoldgicas da

ativacdo do complemento (73).

Ao observar o perfil do SC no grupo LLA-B OB, nota-se diminui¢do dos niveis de
moléculas de SC ao passo que ha um aumento nas concentragdes de quimiocinas e citocinas
pré-inflamatorias. Dessa forma, a sobrevivéncia de células leucémicas e comprometimento a
resposta a terapia pode ser devido a inflamacéo persistente e desorganizada pelo desequilibrio
imune (121). Estudos sugerem que CXCL8, em particular, pode ser associado a manutencéo de
nichos protetores para as células tumorais e resisténcia a quimioterapia (122).

Durante a terapia de indugdo a remissdo, a diminuicdo significativa da maioria dos
componentes do SC em ambos 0s compartimentos estudados pode indicar uma possivel reducéo
da atividade inflamatdria com a resposta terapéutica (123). Contudo, durante a fase citotdxica
da quimioterapia, foi observado o aumento de C1lq em D15 na MO, enquanto na fase de
consolidacdo (D84), o aumento de mediadores do complemento pode ser indicativo de uma
reativacdo do SC ou de sua manutengdo. Enquanto a diminuicdo da concentracdo de C3 e C3b

no SP pode indicar consumo ou uma possivel regulacao negativa pelo CRP Fator H (124).

O comportamento de quimiocinas CCL2 e CXCLS8 ao longo da terapia em ambos 0s
compartimentos pode indicar a flutuacdo da sinalizacéo inflamatério. Enquanto concentracdes
estavam elevadas em DO e D35 (carga tumoral maior), e posterior diminuicao, reflete a resposta
ao tratamento. Em contrapartida, esses mediadores permanecem aumentados no grupo LLA-B
OB, sugerindo uma falha na resolucéo inflamatdria (125). Além disso, a analise de citocinas
pré-inflamatorias revelou padrdes semelhantes, no qual o aumento pode refletir um papel na
sobrevivéncia tumoral e resisténcia terapéutica. Apesar disso, a queda em D84 sugere um

reequilibrio do microambiente (126).

No grupo LLA-B QR, as concentragdes basais de citocinas reguladoras indicam
auséncia de resposta inflamatoria desregulada. Logo, o aumento de IL1-Ra e IL-10 podem
representar um microambiente restaurador, favoravel a manutengéo da remissdo (127). As redes
bioldgicas integrativas demonstraram um compartimento funcional diferenciado, visto que
houve aumento progressivo de correlacBes entre SC e citocinas reguladoras ao longo do
tratamento, destacando as correlagdes negativas entre SC e mediadores inflamatorios no final
da consolidacdo. No grupo LLA-B OB, as redes permaneceram semelhantes, mas com
correlagGes inflamatorias, auséncia do papel das reguladores e fraca participa¢do do SC.
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Por fim, a assinatura ascendente de biomarcadores identificou os mediadores do
complemento Fator B, Clg, Fator H, C3 e C3b como moléculas com maior impacto na
diferenciacdo entre os pacientes do estudo (QR concluida e OB). Além disso, através do
diagrama de Venn, é possivel destacar a exclusividade de alta producdo das moléculas IL-10,
IL-1Ra, CXCL8 e IL-1B no grupo LLA-B OB, reforcando a hipdtese de quer o complemento

representa um eixo imunoldgico funcional a resposta terapéutica.

Logo, os dados obtidos podem reforcar a importancia do SC como potencial marcador
progndstico e alvo terapéutico na LLA-B. Portanto, o perfil de ativacdo precoce, coordenada e
regulada do complemento pode estar associado a uma resposta mais eficiente e a uma menor
ativacdo inflamatdria, como observado no grupo LLA-B QR. Enquanto a auséncia desse padrdo
pode sugerir um microambiente permissivo a persisténcia tumoral, como observado no grupo
LLA-B OB.
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7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Entre as limitacBes do estudo, destaca-se 0 nimero reduzido de amostras em subgrupos
clinicos, o que pode ter limitado variacdes significativas e reducdo do erro entre 0S grupos.
Além disso, ndo houve monitoramento dos mediadores em relagdo a recaida da LLA-B. Apesar
dos achados, ndo foi possivel realizar analises mais robustas com a adi¢do de mais proteinas do
SC. Entre as perspectivas do estudo tem-se de utilizar esses achados como base para a realizagéo
de uma pesquisa sobre a imunidade inata, com destaque para o papel do sistema complemento

no microambiente tumoral, realizando um acompanhamento na fase de manutencao e recaida.
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8. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo indicam que as moléculas do SC, especialmente Clq,
C3, C3b, Fator H e Fator B, estdo associados a uma resposta imunoldgica que busca a
homeostase em pacientes com LLA-B QR concluida, tanto no sangue periférico quanto no
compartimento medular. A modulagdo dindmica dessas moléculas ao longo do tratamento, em
conjunto com a presenca de citocinas pré-inflamatdrias e reguladoras, reforca a relevancia do
equilibrio entre a inflamacéo e regulacdo imunoldgica em relacéo a resposta terapéutica. Além
disso, o estudo permitiu identificar biomarcadores imunoldgicos soltveis no grupo LLA-B QR
(Clq, C3, C3b, Fator B e Fator H) como preditores positivos e para o grupo LLA-B OB, as
citocinas IL-10, IL-1Ra, CXCLS8 e IL-1p. Portanto, os resultados obtidos sugerem que o perfil
imunoldgico pode contribuir para estratificacdo de risco e para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para os pacientes pediatricos com LLA-B através das observac6es dos

biomarcadores imunol6gicos do complemento.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo . Parecer de aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo HEMOAM.

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E RBroa o™
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Biomarcadores celulares & moleculares envolvidos na resposta imunolagica de
pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda: Novas abordagens aplicadas ac
diagnéstico, prognostico e terapéutica

Pesquisador: Allyson Guimaries da Costa

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 51257921.2.0000.0008

Instituigio Proponente: Fundagio de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Prapric

DADOS DO PARECER
MNumero do Parecer: 4.882.305

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um estudo cbservacional, do tipo longitudinal, retrospective e prospectivo para avaliagio dos
componentes celulares e moleculares envolvidos na resposta imunologica de pacientes com LLA, durante a
terapia de indugdo da remissSo e terapia de consolidagio da remiss3o dos protocolos de tratamento. As
amostras serdo coletadas na Fundagioc HEMOAM, durante os procedimentos de rotina dos pacientes. As
coletas ocomerdo em 4 momentos da quimioterapia de remissao, referidos como: diagnéstico (DO, dia 15 da
terapia de indugio da remissao (D15), final da terapia de indugio da remissSo (D35) e no dia 84 da terapia
de consolidagdo da remissdo (D84) dos protocolos de tratamento, sendo coletados 2 mL de MO e 3ml de
SP em tubos com sistema a vacuo, contendo anticoagulante EDTA (Ethylenediaminetetraacetic) pela Equipe
Médica da Fundagio HEMOAM. Serdo incluidas no estudo 158 amostras de DMA e plasma de pacientes
com LLA criopreservadas e 203 amosiras de DMA e plasma de doadores de sangue. A identificagso de
biomarcadores imunolégicos como instrumento preditive de prognostico e resposta terapéutica fomecera
meios para identificar os pacientes que apresentar3o uma boa resposta & quimioterapia cu a auséncia dela,
indicando neste Gltimo caso, a necessidade de intervengdes terapéuticas alternativas ou mais assertivas de
maneira antecipada, diminuindo a duragio da exposigio a terapias ineficazes e potencialmente foxicas, o
que proporcionara melhores resultados e maior qualidade de vida aos pacientes.

Endersgo:  Av. Constanting Mery, 4397, Bloco A, Sala oo CEP-HEMOAM (saia 13)

Balrmo: Chapada CEP: 50050002
UF: AM Municipio: MANALS
Telsfone: (52)3655-0114 Faw (5236550112 E-mall: cepfdhemoam.am.gav.br

Priagirea 01 S 84



FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E W"@
HEMOTERAPIA DO
Corinagia da Pescr 4085 B

Objetieo da Pesquisa:
Esftudar o papsd dos componentes cefulanss & moleculares ervolvidios na resposta munoldgica de pacienies
oom Leuoemia Linfobkistica Aguda de nove em Falaments como possvess biomarcadones de progndsico.

Avaliscdo dos Riscos & Baneficios:
Risoos: Exsiem nsoos propios do asprado de medula dssesa & da coketa de sangue, 1ais como hematomas,
equimosss {manchas armoaeadas) o kocal da puncia, gue fazem parie dos rsoos da rotina.

Beneficios: Com relagdo aos beneficios, estd a contribuigdo para o oonhedments d0S companentes
ocelulares & moleodlares envolvidos na resposta imunokdgica dos padenies, de modo a possibilkar o
estabeleciments de nowas abordagens aplicadas ao diagndshco, progndstico & berapdutica, que
proporoionard melhores resultados no frataments para nowos pacienies ocomo LLA.

Comentarios @ Consideragies sobme a Pesquisac

Pesquisa de rdeviinga cientiica podendo gerar grande confribuicdo para o ammpaniamenio do iratamento
das sucemias ayudas

Conslderapbos sobro os Tenmos de apresentagso obrigataria:

Todos o5 lemmos de apreseniacdo chrigafdria estio adequados. confomme a legisiagdo vigente.
Conclesbas ou Pendéncias @ Lista do Insdequagtes:

Hao foram identficadas questdes #licas gue impegam o indcio do estudo. Sendo assim, ndo ha pendéncias

2 inadequagides o serem apontadas.

Considerapbes Finals a critério do CEP:

O projerie & execulavel & imporiante para estudar o papel dos componentes celulares & moleculares
Ensolidos Mo PESPOSES IMmUno Qi o paclentes oom Leuoemia Limloblshica Aguda de noyvo &M ratamenio
COMa possivels biomarcadores de prognostice... © projets  viavel do ponto de vista e3co e esta de acordo
oom a Res. #6612 do Conselho Macional de Saude (CMS)L Diante do exposio, esse CEF juiga o projeto
APROVADO. Ealvo melhor julzo & o parecer.

Esto parecor fol elaborado basoado nos dooumantos abalao relacionasdos:

[ Tipa Documenia | Arquive | Fostagem | ALt [Siuagas]

Endersgs: A&y, Comalbssbre Kery, §107, Beon 5 Sels do CEP-HERCAR (aais 13

Hairm: Chspeds CEPF: spiosn-nog
ur- &M Municipio: MAaRALT
Telefore:  [g7j3Ee-2114 P [SZ0858-01 132 E-mmil- cupilarroem am g br
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Corireacia 43 Paemr 4080 5

Imormagies Basicas | PE_IN 5 BASICAES DO P | 30:082021 Aceho

do Projeio ROMETD 1814 155, pdi 0193431

Cuiros Outros_Parecer_CEF_Amosias_Retros| 30082027 [|Allyson Guimaries foefo
pciras pod 08:32:31 Jda Cosia

Cufros Outros_Terma_De_Compromisso_Para | 30082027 [Allyson Guimaries foeho
_Utiiracss de DOados E Prontuanos.p 19:28:44 |da Cosla

[Curos gum_ﬁainhi_du_ﬁm_u_iemm 30082021 ﬁg.sl:-n GuImaraes BoERo
o5 205 Panopante pof 189:28:43  |da Cosia

Duros utros nbia_de_resswomento aos] 3D0DER20ZT | Allyson Gumaraes AoBERo
pariicipanies. pdd 019:28:1F |da Cosla

Cufros Outrcs_Declaracas_de_Sgilo_s Patent| 30082021 [Allyson Guimaries Aceho

[Cuiros Eum_nf:m_dt_Enmm:m_d 3000872030 | Allyson Eurrl.r:llu: BoERo

[Curos Eum_l::u_d-u_m.ima_mnzL 3000872030 | Allyson Eurrl.r:llu: BoERo
L& LabHL A paf 19:26:37  |da Cosla

Declaracso de Carla_de_anuenoia_HIERMOAK_pdf IV0AZDZFT |Allyson Guimaries AoBRo

InsShgc & 19:25:64  |da Cosla

Iriraeess tnuur sy

TCLE | Termos de TCLE LLA Resporsayvets. pdl IN0AZ0ZT [Adlyson Guimaries AoBERo

Azzenbimenio / 09:24:13  |da Cosla

Justitcativa de

Ih]

%Tmu TCLE_LLA Pacieme pdi 00T [Allyson Guimaries Bcpho

Azzenbimenio | 19:24:06 |da Cosla

Justficativa de
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Ll - - - 1
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09:13:48 |da Cosia

Declaragso de Dl::hr:l:au_du_pu-ﬂ.lu:dn‘ﬁ-.pd? 3000872020 | Allyson Guimaraes AoBERo

| Pesgusadones 031240 ﬂi.liml%

Declaragso de Declaracano_de InsStuioss e Infmestr | 30082021 |Allyson Guimaries Acpho

InsSbsigdo & whura HEMOWR. po 09:05:20 |da Cosia

Declaracao de [Declracao_de_Insstuicac e _infaestr | 3WO0BZ0Z1 |Alyson Gumardes | Aceko

Enderscs:  Av. Comabysbre Rery, 107, [Beco 4 Saln do CEP-FEROAR jaais 17)

Hairm: Chapsds
ur- &M

Muricipio-
Telfome: (22)3E99.5114

CEP: apoanom
MAARLIS

Fec [EEOE2E-0103

E-mmil- capifhamosm smgov b

kg 2 e W

72



FUNDAGCAO DE
HEMATOLOGIA E %"ﬁ s

HEMOTERAFIA DD
Cerireacia 4 Pessr 4050 B
INSAMLIgE & ulura_coparticipanie FIOCALUZ Minasp]  09:05:04  |da Cesta ACERD
Imiraesinfura df
Cronograma Cronogramsa o 300AZ02T | Allyson Guimaries Acefo
08:57:08 | da Costa
Foiha oe Aosio Folha_oe_rosto pdi 30OAZ0ZT |Alyson Guimaraes | Aceko
pE:56:55  |da Costa
Situacdo do Pareosr
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10.2. Anexo

Il. Producédo Bibliogréfica

74

Durante a vigéncia do mestrado, em paralelo com as atividades desse estudo, foram

realizadas colaboracGes em outros projetos do Grupo de Pesquisa, obtendo como produto 4

resumos no 7° Congresso Pan-Amazonico de Oncologia, 2 resumos no Host Pathogen

Interaction Meeting 111, 1 resumo no XLVII Congress of the Brazilian Society of Immunology e

1 resumo na Jornada Cientifica e 312 Reunido Anual de Iniciacdo Cientifica — Instituto René

Rachou — Fiocruz Minas, 1 resumo no 1° Encontro da Regional Sudeste da Sociedade Brasileira

de Imunologia - IMUNE-SE, 6 resumos no 5° Congresso Pan Amazénico de Hematologia e

Hemoterapia, 1 resumo como coautora no VI Jornada Cientifica, 33a Reunido Anual de

Iniciacdo Cientifica e 20a Reunido do Programa de Vocacéo Cientifica.

Certificados de resumos expandidos submetidos no 7° Congresso Pan-Amazonico de

Oncologia.

¥,
)Oxo(

23a25 NOV 2023

PAN-AMAZONICO | HOTEL INTERCITY
DE ONCOLOGIA | MANAUS - AM

PREVENGAD, DIAGNOSTICO, TRATAMENTO, EDUCAGAQ
E GESTAO ONCOLOG!CA: UMA QUESTAO CULTURAL

7° CONGRESSO

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho PT.01, “Perfil de marcadores bioquimicos
associados a processos inflamatérios em pacientes pediatricos com
Leucemia Linfoblastica Aguda de células B”, de autoria de Julia Moraes,
Fabio Gama, Regiane Oliveira, Mateus Barros, Izabela Freitas, Julia
Ghedini, Kamille Seixas, Allyson Costa, foi apresentado como POSTER no
72 Congresso Pan-Amazdnico de Oncologia, realizado de 23 a 25 de
novembro de 2023 no Hotel Intercity, Manaus, AM.

=3 ég; :
e ,;/,,,,“4.-.
~Gerson Antonio Dra. Katia Luz Torres Silva
dos Santos Mourdo Drelors de Ensing 2 Sesyguiss FCECTN

Dietor Presidzn:s - ~=CECON Presiderte dz Congrassa
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7° CONGRESSO 23a25 NOV 2023
HOTEL INTERCITY

» PAN-AMAZONICO
X DEONCOLOGIA | MANAUS - AM
PREVENGAD, DIAGNOSTICO, TRATAMENTO, EDUCAGAQ
E GESTAO DNCOLOGICA: UMA QUESTAO CULTURAL

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho C0O.09, “Caracteristicas morfolégicas blastos
leucémicos de pacientes pediatricos diagnosticados com leucemia
linfoblastica aguda de células B”, de autoria de Freitas IC, Magalh3es-
Gama F, Moraes JS, Barros MS, Ghedini JGS, Seixas KB, Costa AG, de
Aratjo N, foi apresentado como COMUNICACAO ORAL no 72 Congresso
Pan-Amazdnico de Oncologia, realizado de 23 a 25 de novembro de
2023 no Hotel Intercity, Manaus, AM.

/“4««: )yxa:-:—_ é@

D{'gersan’l\nténio Dra. Katia Luz Torres Silva
dos Santos Mourdo Drelora de Ensing & Sesyuise FCECCHA
Dietor Presidsn:s - ~-CECON Presiderte dz Congrassa

Certificados de resumos expandidos submetidos no 7° Congresso Pan-Amazonico de

Oncologia.
79 CONGRESSO | 23a25 NOV 2023
»‘ PAN-AMAZONICO | HOTEL INTERCITY
MANAUS - AM

x DE ONCOLOGIA
PREVENCAO. DIAGNOSTICO, TRATAMENTO, EDUCACZ\O

E GESTAO ONCOLOGICA: UMA QUESTAO CULTURAL

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho CO.11, “Prevaléncia de infecgdes em
pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda em tratamento
em um centro de referéncia na Amazénia brasileira”, de autoria de
Seixas BK, Magalhdes-Gama F, de Sousa IV, Oliveira BS, Neves JCF, Moraes
JS, Ghedini JGS, Costa AG, foi apresentado como COM UNICA(;AO ORAL
no 72 Congresso Pan-Amazonico de Oncologia, realizado de 23 a 25 de
novembro de 2023 no Hotel Intercity, Manaus, AM.

o
ke ’7"’“““ é@
D{’éerson'/mténio Dra. Katia Luz Torres Silva

dos Santos Mourdo Drelers de Ensing & Zssyuiss FCECCN
Di~etor Presidsn:s - ~-CECON Presiderte dz Congressa
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7° CONGRESSO 23a25 NOV 2023
PAN-AMAZONICO | HOTEL INTERCITY
DE ONCOLOGIA MANAUS - AM

PREVENGAD, DIAGNOSTICO, TRATAMENTO, EDUCAGAQ
E GESTAO ONCOLOGICA: UMA QUESTAO CULTURAL

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho C0.05, “Principais caracteristicas de
amostras insatisfatérias para imunofenotipagem por citometria de
fluxo no diagnéstico e exames de monitoramento de neoplasias
hematolégicas na Fundagdo HEMOAM”, de autoria de Ghedini JGS,
Magalh3es-Gama F, Freitas IC, Moraes JS, Costa AG, Aratjo ND, foi
apresentado como COMUNICACAO ORAL no 72 Congresso Pan-
Amazdnico de Oncologia, realizado de 23 a 25 de novembro de 2023 no
Hotel Intercity, Manaus, AM.

o
~T gt 7&;«@. é@-
D('éersnn’/mténio Dra. Katia Luz Torres Silva

dos Santos Mourdo Drelors de Ensing & Jesyuisz FCECCK
Di~etor Presiden:s - ~-CECON Presiderte dz Congrassa



Certificado de resumos no Host pathogen Interaction Meeting Ill, Fiocruz

Instituto Oswaldo Cruz | ..19C.. =

CERTIFICADO

Certificamos que Iﬁlla dos Santos Moraes expdos na modalidade e-poster o trabalho intitulado
“AVALIACAO DO PERFIL DE CELULAS DA IMUNIDADE INATA EM PACIENTES COM MALARIA EM UM
MUNICIPIO DA AMAZONIA BRASILEIRA” no Host pathogen Interaction Meeting III, realizado no periodo de 23 a
26 de outubro de 2023, na Fiocruz - Rio de Janeiro - R]

e e e i P L 1 =)
ém.c‘m: e A Ay e ik, Do lgele Vites B
Leonarde MNimrichter Allan _lfdiersud\ Guimaraes Rafaela Vieira Bruno
UFR] UFF IOC/Fioouz

Comissiio organizadora do Rio de Janeiro

Ciéncia para a saide da populacao brasileira

Instituto Oswaldo Cruz | ..I9C.. =

CERTIFICADO

Certificamos que Iu_ha Goes de Souza Ghedini expos na modalidade e-poster o trabalho intitulado
“AVALIACAO DO PERFIL DE CELULAS DA IMUNIDADE ADAPTATIVA EM PACIENTES COM MALARIA EM
UM MUNICIPIO DA AMAZONIA BRASILEIRA” no Host pathogen Interaction Meeting III, realizado no periodo de
23 a 26 de outubro de 2023, na Fiocruz — Rio de Janeiro - R]

,ém‘m} i el A f'p.l S mww\* Do joeia. Viten TBuspm
Leonardo Mimrichter Allan _'fd?ﬁzrsud\ Guimaraes Rafaela Vieira Bruno
UFR] UFF I0C/Fiocruz

Comissiie organizadora do Rio de Janeiro

Ciéncia para a saGde da populacao brasileira
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Certificado de resumo apresentado no XLVII Annual Meeting of the Brazilian Society of

Immunology.

ImmunoZOQB
et (0

We hereby certify that the abstract entitled "PERFORMANCE OF IMMUNOLOGICAL CELLS AND
MOLECULES AS POTENTIAL BIOMARKERS OF THERAPEUTIC RESPONSE IN B-CELL ACUTE

LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA" by authors * | T TAO*; FABIO
MAGALHAES-GAMA’; MARIA DO PERPETUO SOCORRO SAMPAIO CARVALHO’; JULIANA COSTA FERREIRA
NEVES'; FLAVIO SOUZA DA SILVA®; JULIA DOS SANTOS MORAES®; ESTELA YASMIN COELHO DE
OLIVEIRA®; NILBERTO DIAS DE ARAUJO’; ADRIANA MALHEIRO®; OLINDO ASSIS MARTINS-FILHO?

ANDREA TEIXEIRA CARVALHO?; ALLYSON GUIMARAES DA COSTA®. 1. PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA, UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS, PROGRAMA
DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA, UNIVERSIDADE DO ESTADO DO
AMAZONAS MANAUS - AM - BRASIL; 2. PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE,
INSTITUTO RENE RACHOU - FUNDACAO OSWALDO CRUZ, PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS DA SAUDE, INSTITUTO RENE RACHOU - FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ BELO HORIZONTE - MG
- BRASIL; 3. DIRETORIA DE ENSINO E PESQUISA, FUNDAGCAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO AMAZONAS, DIRETORIA DE ENSINO E PESQUISA, FUNDACAO HOSPITALAR DE
HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS MANAUS - AM - BRASIL; 4. PROGRAMA DE POS-
GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL, UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS, PROGRAMA DE
POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL, UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS MANAUS - AM
- BRASIL; 5. PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA, UNIVERSIDADE
FEDERAL DO AMAZONAS, PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA,
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS MANAUS - AM - BRASIL; 6. . PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA, UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS (UFAM), . PROGRAMA

DEP BARICA E APLICADA, UNIVERSIDADEF %{n& ONAS
(UFAY nted during the XLVII Annual f the Brazilian

mmmmmmwmmdasmw 2023.
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Certificado de apresentacdo oral a Jornada Cientifica e 312 Reunido Anual de Iniciacdo

Cientifica, organizado pelo Instituto René Rachou - Fiocruz Minas.

Vertfique o codigo de autenticidade 4331688 239446 403247 5 668 &m 3.com.
r AN 0-.5 \\
da Pos-graduagao & .
no IRR
. i S _k“'? I
Certificamos que Fabio Magalhdes da Gama apresentou na modalidade Apresentacao Oral o ]

trabalho intitulado "DESENVOLVIMENTO DE PAINEL DE BIOMARCADORES
IMUNOLOGICOS COMO INSTRUMENTO PREDITIVO DE PROGNOSTICO E RESPOSTA
CLINICA A QUIMIOTERAPIA DE REMISSAO EM PACIENTES PEDIATRICOS COM
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS B" de autoria de Fibio Magalhdes da Gama,
Marina Malheiros Aradjo Silvestrini, FLAVIO SOUZA DA SILVA, Mateus De Souza Barros, Julia dos
Santos Moraes, Izabela Cabral De Freitas, Fabiola Silva Alves Hanna, JULIANA COSTA FERREIRA
NEVES, Nilberto Dias de Araljo, Andrea Monteiro Tarragd, Adriana Melheiro, Olindo Assis Martins-
Filho, Allyson Guimardes da Costa e Andréa Teixeira de Carvalho, na Jornada Cientifica e 313
Reunido Anual de Iniciacdo Cientifica, organizado pelo Instituto René Rachou - Fiocruz Minas,

Belo Horlzonte, 07 de junho de 2023
ocormido de 29 de mé;‘l'o a2 Je%n o dﬂe 2023.

@Mf— !%?

Rita de Cassia Moreita de Souza Roberta Sena Racha
Vice-diretora ce Ensing, |nform agio & Comunicagic Diretar
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Certificado de apresentacdo oral ao 1° Encontro da Regional Sudeste da Sociedade Brasileira

de Imunologia - Imune-SE

—

Imune-SE \m&
1 Encontro da Recional Sud é 74

Certificamos que o trabalho intitulado “Estabelecimento de painel de biomarcadores
imunolégicos como instrumento preditivo de prognéstico e resposta clinica a
quimioterapia de remissao em pacientes pediatricos com leucemia linfoblastica
aguda de células B" dos autores Fabio Magalhdes-Gama, |zabela de Freitas, Jdlia
Moraes, Flavio da Silva, Mateus Barros, Claudio Catfo, Juliana Neves, Fabiola Alves-
Hanna, Nilberto de Araljo, Ismael Costa-Rocha, Ana Carolina Azevedo, Andréa Tarrag8,
Adriana Malheiro, Olindo Martins-Filho, Allyson da Costa, Andréa Teixeira-Carvalho, foi
oralmente apresentado por Fabio Magalh3des-Gama durante o 1° Encontro da Regional
Sudeste da Sociedade Brasileira de Imunologia - Imune-SE, que ocorreu de 07 a 09 de
agosto de 2024.

Belo Horizonte, 09 de agosto de 2024

Tiago Wilson Patriarca Mineo Lis Ribeiro do Valle Antonelli
Coordenzdor ds Regivnal Sudesie da SBY Vica-coordenadors da Regional Sudasts da SBI

SBI M G “CAPES cﬂq (%) CIENCIAS

CERTIFICADO

Foch Wi DA SAUDE
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Certificados de autoria e coautorias de apresentacdo no 5° Congresso Pan Amazonico de

Hematologia e Hemoterapia

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS QUE

‘*jmgmmSng

Participou do 5° Cong Pan A o F logia e Hemoterapia, realizado nos dias 18, 19 e 20 de junho de
2025, na cidade de Manaus, com a apresentagdo do trabalho cientifico intitulado “THE IMPACT OF GENETIC ALTERATIONS
ON THE THERAPEUTIC RESPONSE OF PATIENTS WITH ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA", dos autores "Jdlia dos Santos
Moraes; Julia Goes de Souza Ghedini; Leticia Paes Aratjo Carvalho; Kamille Beltrao Seixas; Izabela Cabral de Freitas;
Flavio Souza da Silva; Isabelle Vasconcelos de Sousa; Fabiola Silva Alves-Hanna; Fabio Magalhdes-Gama; Allyson

Guimaraes da Costa" contribuindo para a difusdo do conhecimento e o fortalecimento da pesquisa na drea de Hematologia e

Hemoterapia na regido amazonica.
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CERTIFICADO

4 i CERTIFICAMOS QUE
e W Bethia Seixas
Participou do 5° Congresso Pan A onico de Hematologia e Hi apia, realizado nos dias 18, 19 e 20 de junho de

2025, na cidade de Manaus, com a apresentagdo do trabalho cientifico intitulado "EXPLORING THE PROFILE OF
REGULATORY CYTOKINES IN PEDIATRIC PATIENTS WITH B-CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA UNDERGOING
REMISSION CHEMOTHERAPY™, dos autores "Kamille Beltrao Seixas; Julia dos Santos Moraes; |zabela Cabral de Freitas;
Flavio Souza da Silva; Ismael Artur da Costa-Rocha; Olindo Assis Martins-Filho; Andréa Teixeira-Carvalho; Juliana Costa
Ferreira Neves; Allyson Guimardes da Costa; Fabio Magalh@es-Gama" contribuindo para a difusdo do conhecimento € o
fortalecimento da pesquisa na drea de Hematologia € Hemoterapia na regido amazonica
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CERTIFICADO

CERTIFICAMOS QUE

e Flaie (SW da  Sitva

Participou do 5° Cong Pan A onico de Hematologia e Hemoterapia, realizado nos dias 18, 19 e 20 de junho de
2025, na cidade de Manaus, com a apresentacdo do trabalho cientifico intitulado "EXTRACELLULAR VESICLES AS
MEDIATORS OF PROGRESSION AND IMMUNOMODULATION IN LEUKEMIAS", dos autores "Flavio Souza da Silva; Fabio
Magalhdes-Gama; Juliana Costa Ferreira Neves; Julia dos Santos Moraes; Bruno Wanghan de Andrade; Izabela Cabral de
Freitas; Julia Goes de Souza Ghedini; Naiady dos Santos Galindo; Andréa Teixeira-Carvalho; Allyson Guimaraes Costa”
contribuindo para a difusdo do conhecimento e o fortalecimento da pesquisa na area de Hematologia e Hemoterapia na

regido amazonica.
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CERTIFICADO

CERTIFICAMOS QUE

N Fto Wagalhies- Gome

Participou do 5° Cong Pan A onico de H atologia e Hemoterapia, realizado nos dias 18, 19 e 20 de junho de

2025, na cidade de Manaus, com a apresentacdo do trabalho cientifico intitulado “CLINICAL RELEVANCE OF
EXTRACELLULAR VESICLES AS LIQUID BIOPSY-BASED BIOMARKERS IN HEMATOLOGIC MALIGNANCIES: A
COMPREHENSIVE LITERATURE REVIEW", dos autores "Fabio Magalhaes-Gama; Marina Malheiros Araujo Silvestrini; Luiza
Marques Paschoal Barbosa; Julia dos Santos Moraes; Flavio Souza da Silva; Juliana Costa Ferreira Neves; Ana Claudia
Torrecilhas; Olindo Assis Martins-Filho; Allyson Guimaraes da Costa; Andréa Texeira-Carvalho" contribuindo para a difusdo
do conhecimento e o fortalecimento da pesquisa na area de Hematologia e Hemoterapia na regido amazonica.

g“ , MANAUS, 19 DE JUNHO 2025

¢V -
ANDREA MONTEIRO TARRAGO
Coordenadora do Evento
F t i det jiaet ia do ( )

Apcilo:
B IE o)
wwwonen Ras0oda Sol

QCOsAMA QCREFID CREM, ADEV 3% PROEX s T raeam

Q *
anaztokonet capes

Diamante: Ouro: Prata: Bronze:

f cletromidic. diagnocel Ozrw‘w Rochey ~ABHIHT ThermoFsher  “wREAL 7™ asyazenecs® 7: 0L

CERTIFICADO
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Participou do 5° Congresso Pan A o F logia e Hemoterapia, realizado nos dias 18, 19 e 20 de junho de
2025, na cidade de Manaus, com a apresenta(;éo do trabalho cientifico intitulado “PROFILE OF CELL GROWTH FACTORS IN
BONE MARROW ASPIRATES FROM PEDIATRIC PATIENTS WITH B-CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA
UNDERGOING REMISSION CHEMOTHERAPY™, dos autores "Julia Goes de Souza Ghedini; Julia dos Santos Moraes; Izabela
Cabral de Freitas; Claudio Lucas dos Santos Catao; Juliana Costa Ferreira Neves; Andréa Teixeira-Carvalho; Olindo Assis
Martins-Filho; Fabio Magalhaes-Gama; Allyson Guimaraes da Costa; Nilberto Dias de Aradjo” contribuindo para a difusdo
do conhecimento e o fortalecimento da pesquisa na area de Hematologia e Hemoterapia na regido amazonica.
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CERTIFICADO

CERTIFICAMOS QUE

O liiadyy dos Santos Gualinde

Participou do 5° Congresso Pan Amazénico de Hematologia e Hemoterapia, realizado nos dios 18, 19 e
20 de junho de 2025, na cidade de Manaus - AM, com carga horaria de 20 horas. O evento contribuiu de
forma significativa para o fortalecimento do conhecimento e a troca de experiéncias na area de
Hematologia e Hemoterapia na regido amazonica.
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Certificado de coautoria de apresentacdo VI Jornada Cientifica, 33a Reunido Anual de Iniciagdo

Cientifica e 20a Reunido do Programa de Vocacdo Cientifica
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CERTIFICADO APRESENTAGAO i, it e e |

Certificamos que a submissdo intitulada DESENVOLVIMENTO DE PAINEL DE BIOMARCADORES
IMUNOLOGICOS COMO INSTRUMENTO PREDITIVO DE PROGNOSTICO E RESPOSTA CLINICA A
QUIMIOTERAPIA DE REMISSAO EM PACIENTES PEDIATRICOS COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA DE CELULAS B foi apresentada por Fabio Magalhdes da Gama, tendo os autores Fabio
Magalhdes da Gama, Ismael Artur da Costa Rocha, Marina Malheiros Araujo Silvestrini, Luiza Margues
Paschoal Barbosa, |zabela Cabral De Freitas, Jilia dos Santos Moraes, FLAVIO SOUZA DA SILVA,
Claudio Lucas dos Santos Catdo, Nilberto Dias de Araidjo, Fabiola Silva Alves Hanna, JULIANA COSTA
FERREIRA NEVES, Gabriel da Rocha Femandes, Andrea Monteiro Tarragd, Adriana Melheiro, Olindo
Assis Martins-Filho, Allyson Guimaries da Costa e Andréa Teixeira de Carvalho, nas Modalidade(s)
Apresentagdo Oral, durante a Jornada Cientifica, 33* Reunido Anual de Iniciagdo Cientifica e 20°
Reunido do Programa de Vocagio Cientifica, organizado pelo Instituto René RaghpuimFIOERE MINAS{unhe de 2025

ocormido en a 30 de maio de 2025.
/@fﬁm

Rita de Cdssia Moreira de Souza Roberto Sena Recha
Vice-diretora de Ensing, Informagéo e Comunicagdo Dirator
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