UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANALISES CLINICAS E
TOXICOLOGICAS

TAMARA DAUARE DE ALMEIDA

CARACTERIZACAO DE MICROVESICULAS EXTRACELULARES EM
PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA E SEU POSSIVEL
IMPACTO NO PERFIL DE COMPROMETIMENTO IMUNE

Belo Horizonte

2018



TAMARA DAUARE DE ALMEIDA

CARACTERIZACAO DE MICROVESICULAS EXTRACELULARES EM
PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA E SEU POSSIVEL
IMPACTO NO PERFIL DE COMPROMETIMENTO IMUNE

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pé6s-Graduacdo em Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal de Minas Gerais,
para obtencdo do grau de Mestra em

Andlises Clinicas e Toxicolégicas.

Orientador: Prof. Adriano de Paula Sabino.

Coorientador: Juliano Simdes de Toledo

Belo Horizonte

2018



Almeida, Tamara Dauare de.
Ad47c Caracterizacdo de microvesiculas extracelulares em pacientes com

leucemia linfocitica cronica e seu possivel impacto no perfil de
comprometimento imune / TAmara Dauare de Almeida. — 2018.

91f. il

Orientador: Adriano de Paula Sabino.
Coorientador: Juliano Simdes de Toledo.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmécia, Programa de Pés-Graduagdo em Analises
Clinicas e Toxicoldgicas.

1. Leucemia linfocitica crénica — Teses. 2. Progndstico — Teses. 3.
Vesicula — Teses. 4. Linfécitos — Teses. |. Sabino, Adriano de Paula. Il.
Toledo, Juliano Sim®es de. lll. Universidade Federal de Minas Gerais.
Faculdade de Farmacia. IV. Titulo.

CDD: 616.99419

Elaborado por Luciene Aparecida Costa — CRB-6/2811




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UEMG

’| PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

FOLHA DE APROVACAO

Caracterizacao do perfil de vesiculas extracelulares em pacientes
com Leucemia Linfocitica Cronica e seu possivel impacto no
perfil de comprometimento imune.

TAMARA DAUARE DE ALMEIDA

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, como requisito para
obtengdo do grau de Mestre em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, 4rea de
concentragio ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS.

Aprovada em 13 de junho de 2018, pela banca constituida pelos membros:

Prof. Adi g l Sa -0 tad
0O riano df ‘ a rientadaor

A /

Profa. Tania Mara Pinto Dabes Gulmaraes
UFMG

Pfofa. Monica Crlg;:getdfxe/ua

UFMG

Belo Horizonte, 13 de junho de 2018.




AGRADECIMENTOS

A Deus por toda inspiracao e conducao.

A Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG e ao programa de Pés-Graduacao

em Analises Clinicas e Toxicoldgicas pela estrutura e apoio.

Ao meu orientador, professor Adriano de Paula Sabino, pela confianca, aprendizado,

apoio e direcionamentos nesta jornada.

Aos médicos Dr. Sergio Schusterschitz da Silva Araujo e Glaciano Nogueira Ribeiro

pela crucial colaboracéo.

Aos pacientes e individuos do grupo controle que contribuiram voluntariamente com

este estudo.

Aos colegas do laboratorio de Hematologia da Faculdade de Farméacia da UFMG,
pelo convivio, especial agradecimento a, Suellen Rodrigues Martins, e Lais Dias
Ribeiro pela ajuda e carinho; e especialissimo agradecimento a Fernanda Cristina
Gontijo Evangelista que foi, além de carinhosa, uma super companheira, instrutora,

amiga e coorientadora de bancada.

A todos que, direta ou indiretamente, me ajudaram na conquista de mais essa etapa
da minha vida, em especial, Sued Eustaquio Mendes Miranda por todo apoio, cafés

e risadas que me deram coragem para prosseguir.

A minha familia, madrinha e namorado, pela afei¢cdo, paciéncia e incentivo em todos
0os momentos da minha vida. Em especial aos meus pais pelo amor e atencao

incondicionais.



“E ainda que tivesse o dom de profecia, e conhecesse todos os mistérios e toda a

ciéncia, e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal que transportasse os montes, e

H

nao tivesse amor, nada seria.’
1 Corintios 13:2


https://www.bibliaonline.com.br/acf/1co/13/2

RESUMO

A Leucemia linfocitica cronica (LLC) € uma neoplasia hematoldégica com aumento de
linfocitos B principalmente por resisténcia a apoptose e com expressao aberrante de
CD5 além de perfil de imunocomprometimento. As variagées evolutivas individuais
desses pacientes ndo podem ser previstas. Nesse contexto, novas ferramentas que
ajudem a avaliar a progressao do paciente com LLC s&o importantes, dentre elas as
microvesiculas extracelulares (VESs). Ja foi bem descrito como a fusédo das VEs pode
induzir a expressao de alguns genes, bem como podem ser consideradas um fator a
evasdo de tratamentos sendo um fator de alteracdo do microambiente. A hip6tese
deste estudo é que os estadiamentos diferentes desta doenca estariam associados
a um perfil de VEs diferentes, e que o tratamento seria capaz de modificar esse
perfil. Pretendeu-se avaliar essas diferencas nas vesiculas extracelulares do
sobrenadante de células mononucleares do sangue periférico de 28 pacientes com
LLC e 24 individuos saudaveis s cultivadas ex vivo para avaliar perfis na
distruibuicdo de tamanho através da tecnologia de dispersdo dinamica da luz; na
capacidade de interferir com expressdo de CD3 avaliando expressédo das cadeias
v,0,€,e ¢ por gPCR; nos perfis imunofenotipico e proteico através da citometria de
fluxo e extracdo proteica respectivamente; e na quantidade de VEs desse
sobrenadante através da tecnologia de andlise de rastreamento de nanopatrticulas; e
possivel variacdo desses parametros apos exposi¢do ao quimioterapico fludarabina.
As VEs nao tiveram diferencas significativas quanto ao tamanho entre esses
pacientes, suas classificacées clinicas e grupo controle (p>0,1). A expressado das
cadeias de CD3 de sangue total, CD3¢g, e CD3( tiveram expressao diminuida nos
pacientes com LLC quando comparadas ao grupo controle (p=0,014 e p=0,008
respectivamente), ja nas VESs, foi detectada expressdo das cadeias, mas sem valor
estatistico. A imunofenotipagem confirmou o perfil da predominancia de VEs de
origem linfocitaria; j& a extracdo proteica sugere a separacao da classificacao clinica
entre pacientes Binet A e Binet B+C na analise do perfil de do tamanho molecular
das proteinas. A concentracdo estimada de VEs do grupo controle, das VEs néo
expostas e expostas a fludarabina em cultura € de 9,66e+008 (+/- 0,35e+007);
1,19e+009 (+/- 0,73e+007); e 7,61e+008 (+/- 0,48e+007) particulas por mL
respectivamente. O numero aumentado de VEs na LLC indica que a

microvesiculacdo pode ser resultante da patogénese da doenca sem estar



relacionada ao estadiamento. A expressdo das cadeias do CD3 em pacientes com
LLC estdo aparentemente diminuidas em relacdo ao grupo controle, e as VEs
podem ser possiveis ferramentas para modificacdo nesse perfil de expressao;
embora sem diferenca significativa na distribuicdo do tamanho das VEs em relacéo
ao estadiamento e exposicdo a fludarabina, ha aparente diferenca em relagdo as

suas concentragoes.

Palavras-chave: Leucemia Linfocitica cronica. Prognéstico.Vesiculas extracelulares.
CDa3.



ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a hematological malignancy with increased B
lymphocytes mainly due to resistance to apoptosis and aberrant expression of CD5,
in addition,an immunocompromised profile. Individual evolutionary changes in
patients cannot be predicted. In this context, new tools that help evaluate the
progression of the patient are important, among them extracellular microvesicles
(EV). It has been well described how the fusion of the EVs can induce the expression
genes, as well as they can be considered a factor to the resistance to treatments
being a factor of alteration of the microenvironment. The hypothesis of this study is
that the different stages of this disease would be associated with a different EV
profile, and that the treatment would be able to modify this profile as well. These
differences in the extracellular vesicles were assessed in the supernetant of the
peripheral blood mononuclear cell supernatant from 28 LLC patients and 24 healthy
controls cultured ex vivo. The aim was to evaluate profiles in size distribution by
dynamic light scattering technology; the ability to interfere with CD3 expression by
evaluating expression of the y, 9, €, and { chains by qPCR; in the immunophenotypic
and protein profiles through flow cytometry and protein extraction respectively; and
the amount of EV of that supernatant through nanoparticle tracing analysis
technology; and possible variation of these parameters after exposure to the
fludarabine. EV had no significant differences in size among patients, their clinical
classifications and controls (p> 0.1). The expression of the CD3¢,e CD3( chains had
decreased expression in the patients when compared to the control group (p = 0.014
and p = 0.008 respectively), whereas in the EV, chain expression was detected, but
without statistical value. Immunophenotyping confirmed the profile of the
predominance of EV of lymphocyte origin; the protein extraction suggests the
separation of the clinical classification between Binet A and Binet B + C patients in
the analysis of the molecular size profile of the proteins. The estimated EV
concentration of the control, the non-exposed and exposed fludarabine EV in culture
is 9.66e + 008 (+/- 0.35e + 007); 1.19e + 009 (+/- 0.73e + 007) and 7.61e + 008 (+/-



0.48e + 007) particles per ml, respectively. The increased number of EV in CLL
indicates that microvesiculation may result from the pathogenesis of the disease
without being related to staging. Expression of the CD3 chains in CLL patients are
apparently decreased relative to controls, and EVs may be involved in modifying this
expression profile; although absence of significant difference in the distribution of EV
size in relation to staging and exposure to fludarabine, there is an apparent

difference in relation to its concentrations.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia. Prognosis. Extracellular vesicles.CD3.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA

A Leucemia linfocitica crénica (LLC) tem sido majoritariamente caracterizada como
uma desordem clonal de linfécitos B em que a apoptose encontra-se defectiva sendo
ndo s causa intrinseca da neoplasia como também influencia o comportamento

dessas células nesse microambiente(FRENZEL et al, 2016).

A incidéncia da doenca é semelhante por todo o0 mundo. Em 2012, o Brasil registrou
5935 mortes por leucemia, sendo 3202 em homens e 2733 em mulheres (INCA,
2017).

A principal causa da heterogeneidade e as principais alteracbes que levam a
progressdo da LLC s&o desconhecidas. Um fator importante associado com a
progressdo da doenca e prognéstico desfavoravel seria a capacidade dos clones
leucémicos de manipular o microambiente a sua sobrevivéncia. Ha estudos que
demonstram a importancia da comunicacdo entre células tumorais e seus
microambientes através da participacdo de (micro) vesiculas extracelulares (VES),
que podem se fundir a células préximas e /ou células que estdo nos seus
trajetos circulatérios (MIEKUS; et al., 2006; ALIOTTA et al., 2011; HADERK et al.,

2013).

As VEs séo originadas de membranas celulares de células normais e saudaveis bem
como de células malignas e podem “sequestrar” componentes membranares e
carrear nessas vesiculas componentes citoplasmaticos originarios do seu tipo
celular. As VEs, portanto, contém numerosas proteinas e lipideos similares aos das
células de sua origem e isso provavelmente facilita a integracéo das VEs com outras
células que porventura entrem em contato na circulacdo. Logo, o conteudo das VE e
o impacto da sua funcdo bioldgica dependeriam da sua célula de origem (GYORGY
et al., 2011). Essa capacidade ja foi comprovada de varias maneiras, dentre elas a
acao de VEs de cancer do ovario que estimulam a angiogénese e VEs originarias de
plaguetas promovendo progressao tumoral e metastase pulmonar (GIUSTI et
al.,2013). Ja existem relatos de fuséo e transferéncias do contetdo vesicular para
células como moléculas de DNA ou mRNA (MAYR, et al., 2009; BROOKS et al.,

2010). A entrada de microvesiculas nas células pode mediar alteracdes especificas



17

do tecido por entrega direta de mRNA e inducdo de transcricdo (ALIOTTA et al.,
2011).

A expressdo anormal do complexo CD3 do receptor de células T, TCR, importante
na diferenciacdo das células T, pode estar relacionada ao estado imune celular
anormal em doencas hematoldgicas. A disfuncdo de células T em pacientes com
LLC pode estar atribuida & expresséo alterada de componentes do complexo TCR /
CD3 e tirosina quinases intracelulares associadas. Multiplas anormalidades de
células T, especialmente no estado indolente da LLC, sugerem um estado de

ativacao cronica e aberrante (LI, 2008).

Baseando-se no principio de que ao transferir RNA e proteinas de sua célula de
origem, as VEs podem reprogramar células-alvo, assume-se, entdo a possibilidade
de seu envolvimento em mudancas dentro do microambiente celular- um fator chave
na patogénese de LLC (HADERK et al., 2013). Nessa circunstancia, falta elucidar,
por exemplo, os efeitos da administracdo de quimioterapia sobre as caracteristicas e
contetdo das VEs dos pacientes com LLC (AHARON et al., 2017). Além disso, cerca
de 20% dos pacientes com LLC apresentam algum tipo de evasdo imune, seja de
carater imunohemolitica, seja maior susceptibilidade as infeccbes. Isso faz
guestionar, nesse contexto, a implicacdo desse microambiente e seus fatores para o
guadro de evasédo imune, nesses pacientes. Dentre esses fatores, podemos citar o
envolvimento do complexo TCR/CD3 cuja expressao anormal tem-se correlacionado
com funcéo irregular das células T(UPRETI et al., 2016). Dessa maneira, ha ainda
muito que esclarecer como, por exemplo, se e/ou como as VEs podem estar
relacionadas com essa interferéncia na expressdo do complexo TCR/CD3 no

pacientes com LLC.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Evolucao do diagnostico em leucemia

A leucemia foi descrita pela primeira vez por Peter Cullen em 1811, em um relato de
caso de hiperplasia aguda do baco de um paciente cujo soro tinha aparéncia
“‘leitosa”, mas naquele periodo, ele ndo conseguiu correlacionar os dados clinicos.
Foi entdo que em marco de 1825 Alfred Armand apresentou um relato de autopsia
de um paciente cujos sintomas e sinais sédo utilizados até os dias atuais como
diagndstico precoce de leucemia: inchago abdominal, febre, fraqueza, e alteracéo na
composicdo do sangue que tinha aparéncia de um “sangue cheio de pus” (KAMPEN,
2012).

Donné foi o pioneiro no estudo das células leucémicas a nivel de microscopia. Ele
publicou um manuscrito em 1844 da analise histoldgica do “sangue purulento” de um
paciente com esplenomegalia cuja aparéncia se revelou impossivel de ser
distinguida de glébulos brancos normais mesmo pelo seu excesso. Ele implicou que
o aumento dos glébulos brancos foi causado por uma dificuldade na diferenciagéo,

que atualmente ainda € a principal caracteristica da leucemia (MANDLE, 1839).

O termo leucemia foi utilizado pela primeira vez em 1847 por Virchow. No seu relato
de caso de uma paciente com “leucocitemia” com esplenomegalia e sangramento
nasal, ele descreveu a aparéncia alterada do sangue com acumulo de células
brancas tal que parecia suprimir a producdo de células vermelhas que estavam
diminuidas. Ap6s o exame de mais alguns casos de leucemia, Virchow foi o primeiro

gue distinguiu com sucesso a leucemia esplénica e linfatica (VIRCHOW, 1856).

A coloragdo tri-4cida desenvolvida Paul Erlich, em 1891, permitiu uma melhor
visualizacdo do nucleo e dos detalhes do citoplasma, sendo possivel realizar a
diferenciagdo morfologica das leucemias em linféides e mieloides (ZAGO, 2014).
Somente em 1924, Minot e Isaacs fizeram a primeira descricdo detalhada dos
achados clinicos da LLC, entretanto nada relataram sobre o curso clinico da doenca
(MINOT et al., 1924).
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Uma importante revisao sobre os critérios para o diagndstico da LLC foi publicada
em 1966. Descreveram sobre a linfocitose, e importancia do tratamento para
aumento da sobrevida dos pacientes além de sua possivel toxicidade. Além disso,
ressaltaram a importancia de se avaliar trombocitopenia e anemia que ainda sao

critérios importantes no manejo desses pacientes (BOGGS, et al, 1966).

Na década de 70, com o desenvolvimento das técnicas de imunofluorescéncia
direta, observou-se que nos individuos normais cerca de 7% das células do sangue
periférico eram linfécitos B, enquanto que nos pacientes com LLC em média 89%

das células correspondiam a linfoécitos B (HAMBLIN, 2000).

Nos ultimos anos, o aprimoramento da citometria de fluxo, da citogenética e estudos
moleculares, permitiram um diagnoéstico mais preciso da LLC e também foram de
grande importancia para o entendimento da imunopatologia da doenca (HALLEK et
al., 2008; SWERDLOW et al., 2016).

2.2 Leucemias

As leucemias sao neoplasias que surgem a partir de células precursoras
hematopoiéticas e possuem alta taxa de proliferacdo clonal que séo originadas de
células que sofreram mutacBes na sequéncia de bases do DNA, ou rearranjos
cromossOmicos com expressao inadequada de oncogenes, e /ou inibicdo de
mecanismos de controle proliferativo. Essas neoplasias sdo ditas leucemias,
guando se disseminam na medula 6ssea e invadem o sangue periférico. (FAILACE,
2009).

Os principais sintomas da leucemia decorrem do acumulo dessas células na medula
0ssea, prejudicando ou impedindo a producdo dos globulos vermelhos (causando
anemia), dos glébulos brancos (causando infec¢gbes) e das plaquetas (causando
hemorragias). Depois de instalada, a doenca progride rapidamente, exigindo com
isso que o tratamento seja iniciado logo apdés o diagndstico e a classificagdo da
leucemia (INCA, 2014).
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As estimativas para o ano de 2018, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) é
gue as Leucemias sejam o oitavo tipo de cancer mais incidente em homens e 0 nono
entre as mulheres representando cerca de 2,8% e 2,7% dos casos respectivamente
(INCA, 2017). H& um predominio de homens em relacdo as mulheres. A maioria dos
casos € relatada em pacientes com LLC que possuem a partir de 63 anos, sendo
preponderante entre idosos. A sobrevida média é de 6 a 7 anos, podendo chegar a
mais 10 anos (FARIA et al.,, 2000). Mundialmente, de acordo com a Organizacao
Mundial de Saude, a predominancia € parecida com a nacional, mantendo 112
posicdo de cancer mais frequente em ambos sexos, representando
aproximadamente 2,5 % de todos canceres, excluindo melanoma e cancer de pele
(FERLAY et al., 2014).

De uma maneira geral, as leucemias sdo subdivididas de acordo com as células
progenitoras, dessa forma, elas podem ser de origem mieloide ou linfoide. Outra
subdivisdo bem ampla é feita, em agudas ou cronicas, de acordo com a evolucéo
clinica e predominio do estadgio maturacional das células Além disso, muitas
revisbes tém sido feitas pela OMS ampliando a paisagem genética /molecular de
numerosas neoplasias linféides e suas correlagdes clinicas. Levando em
consideracdo as investigacbes que levam a estratégias terapéuticas mais
direcionadas. No entanto, ndo é de interesse para esta revisdo abordar tal extensa
analise (J. BAIN, 2010; SWERDLOW et al., 2016b)

2.2.1 Leucemia Linfocitica Crbnica

A leucemia linfocitica cronica (LLC) é uma desordem monoclonal cujo acumulo
progressivo de linfécitos funcionalmente incompetentes leva a uma linfocitose
absoluta do sangue periférico. Nestes casos, observa-se a ndo responsividade a
apoptose como principal causa dessa abundancia celular (DIGHIERO et al,2005).
Sabe-se que sao predominantemente linfécitos B cuja linhagem, em 95% dos casos,
expressa antigeno CD5 de maneira aberrante (SHANSHAL; HADDAD, 2012). A
etiologia da LLC ainda é incerta, no entanto, varios fatores e biomarcadores
associados a LLC ja foram identificados (SHANSHAL, 2012). Ha, no entanto, forte

evidéncia de predisposicdo genética, uma vez que seu risco de desenvolvimento é
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7

maior em algumas familias. Sua prevaléncia também & maior entre trabalhadores

expostos a agentes quimicos e derivados de petréleo (YUILLE et al., 2000).

O diagnostico de Leucemia linfocitica cronica requer a presenca de pelo menos
5x10° Linfécitos B / L no sangue periférico. A clonalidade dos linfocitos B circulantes
precisa ser confirmada por citometria de fluxo. As células de leucemia encontradas
no filme sanguineo sdo caracteristicamente pequenas, linfécitos maduros com
escasso citoplasma e um nucleo denso sem discernimento dos nucleolos e com
cromatina parcialmente agregada. Sombras ou Manchas de Gumprecht, sdo outra
caracteristica encontrada na LLC (Figura 1). Nos pacientes sintomaticos, os
achados mais comuns sao a linfoadenopatia generalizada, perda de peso, cansaco
e infec¢des bacterianas, geralmente pneumonias. A hepatomegalia € detectada em
metade desses pacientes, e a esplenomegalia geralmente ndo é volumosa. A
infiltracdo leucémica pode ocorrer em todas as partes do corpo, incluindo as tonsilas,
meninges e pele. Com a progressdao da doenca, o paciente com LLC pode
desenvolver anemia grave e sangramentos em decorréncia da plaquetopenia, além
do aumento progressivo de prolinfécitos, piora da esplenomegalia, enfartamento
ganglionar e resisténcia ao tratamento (DIGHIERO, et al, 2005; HALLEK et al, 2008;

WOYACH, 2018).

Figura 1- Campo de Leucemia linfocitica crénica (microscopia 6ptica). Observa-se linfécitos (1) e
manchas de Gumprecht /sombras nucleares (2). Fonte: Almeida, Dauare T. (2016)

A avaliacao do perfil imunofenotipico tornou-se imprescindivel para o diagnaostico e a

orientacdo terapéutica corretos. As principais caracteristicas que definem a LLC
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envolvem: a presenca dominante de uma populacdo de células B com seus
principais marcadores CD19, CD20 e CD23; a presenca do antigeno CD5
concomitante a auséncia de outros marcadores de linfécitos T; e a monoclonalidade
de células B com uma ressalva a expressao de ou imunoglobulinas de superficie
Kappa ou Lambda de cadeia leve e essas células B caracteristicamente expressam
outras imunoglobulinas de superficie (slg), CD79b, CD20 e CD22 com baixa
intensidade (DIGHIERO, et al, 2005). Essas caracteristicas costumam ser
diferenciais para LLC em detrimento de outras desordens como leucemia
prolinfocitica, tricoleucemia e linfoma de células do manto e outros linfomas. Visto
que na leucemia prolinfocitica ndo ha expressdo de CD5 em metade dos casos e
tipicamente tem elevada expressdo de CD20 e Ig de superficie. Adicionalmente,
leucemia e linfomas de células do manto apesar de expressarem CD5, geralmente
nao expressam CD23 (HALLEK et al., 2008). A expressdo de CD10 € negativa
enquanto CD11c e CD25 é variavel. FMC7 é raramente encontrado. Ha expresséo
do CD38 e também CD23, CD25, CD27, CD69, CD71 e alta densidade de HLA-DR.
Trés marcadores sao particularmente Uteis no diagnéstico de tricoleucemia. As
células pilosas apresentam forte expressédo de CD11c e quase sempre sdo positivas
para CD25 e CD103 (DA SILVA DUARTE, 2013).

Além do diagnéstico, as ferramentas da biologia molecular permitem prever a carga
tumoral embora alguns deles ndo sejam recomendados para fim de avaliacdo de
prognostico na pratica clinica etem sido associados a fisiopatologia da doenca. O
uso de técnicas de hibridizacdo fluorescente in situ, conhecida como FISH (do
inglés: fluorescence in situ hybridization), e outras técnicas de citogenética
convencional permitem identificar casos de LLC em mais 80 % dos casos. As
delecbes mais comuns sdao do bragco longo do cromossomo 13
[del(13g14.1)];trissomia do cromossomo 12; delecédo do brago longo do cromossomo
11 [del(11qg)} ou do cromossomo 6 [del{6q)]; ou delecdo do braco curto do
cromossomo 17 [del(17p)] (DOHNER, et al., 2000; MAYR, et al, 2006). Em estudos
retrospectivos, pacientes com LLC com as aberragdes cromossomicas (11q) e (17q)
demonstraram menor sobrevida em relagdo a del(13g) (DOHNER, et al., 1995;
GREVER et al., 2007). Pacientes com LLC com del(17q) parecem responder melhor

a terapia com alentuzumabe, demonstrando a importancia de andlise citogenética
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previamente a insercdo de protocolos padrdes de tratamento (LOZANSKI et al.,
2015).

Dentre os melhores biomarcadores de progndsticos estdo a expressao de ZAP-70 e
CD38, e o0 estado mutacional da regido varidvel da cadeia pesada de
imunoglobulinas (IgVH). De uma maneira geral, esses pacientes com esse gene de
IgVH mutado possuem melhor prognoéstico do que aqueles sem a mutacdo. A
expressdo de ZAP-70 e CD38 se correlacionam positivamente, no entanto a sua
associacado com o estado mutacional da IgVH néo foi preponderante, permanecendo
a necessidade de maiores validacdes e padronizagcdes (THORSELIUS et al.,
2006;GREVER et al., 2007; HALLEK et al., 2008 SHAHJAHANI et al., 2015).

Alguns biomarcadores sorolégicos como CD23, Timidina quinase e p2-
microglobulina tem demonstrado potencial preditivo de sobrevivéncia e
sobrevivéncia livre de progressdo. No entanto ainda ndo existe um valor de
referéncia validado para padronizar a utilizacdo na pratica clinica ( SARFATI et al.,
1996; HALLEK et al., 1999; MAGNAC et al., 2003; DELGADO et al., 2009).

O curso clinico da LLC é bastante variavel, afinal trata-se de uma doenca bastante
heterogénea. Cerca de um terco dos pacientes com LLC nunca vao requerer
tratamento, possuem uma sobrevida bem longa e acabam falecendo por outras
causas nao relacionadas a LLC. O outro terco tem uma fase inicial indolente,
seguida de uma progressdo da doenca. O outro terco desses pacientes tem uma
manifestacdo tdo agressiva que o tratamento tem que ser iniciado o mais rapido
possivel (DIGHIERO, G., 2003). Essa realidade mostra que apenas diagnosticar ndo
cria uma relacdo direta com a sobrevida dos pacientes com LLC, mas algumas
manifestacbes clinicas foram melhor associadas a sobrevida como aumento
absoluto de linfocitos no sangue periférico (BOGGS et al., 1966). Foi assim que se
percebeu a necessidade de parametros melhores para agrupar esses pacientes de
maneira mais eficiente para adequacao do estratégia terapéutica. Os dois sistemas
mais utilizados atualmente na prética clinica sdo os sistemas de Rai (1975) e Binet
(1981).

O sistema de estadio clinico proposto por Rai et al, em 1975, considerava: i)
linfocitose absoluta maior que 15.000/mm?® em sangue periférico associada ou ndo a

adenomegalias, esplenomegalia e/ou hepatomegalia; ii) anemia definida como taxa
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de hemoglobina menor que 11g/dl; iii) plaquetopenia definida como contagem de
plaguetas menor que 100.000/mm3. Esse sistema classificava os pacientes com
LLC em 5 categorias de 0 a IV. Em 1987, esse sistema foi modificado pelos mesmos
autores, e dividido em trés categorias: baixo risco (estadio 0), de risco intermediario
englobando os estadios | e Il e alto risco, os estadios Ill e IV ( Quadro 1) (RAIl et al.,
2004).

Quadro 1-Sistema de estadio clinico por Rai et al (1987)

Estadio Areas comprometidas Hb Plaquetas/ Progndstico
(g/dL) mm?
0 Nenhuma >11,0 >100.000 Baixo risco
lell Linfonodos +Figado e/ou baco | >11,0 >100.000 Risco

Intermediario

" E v indiferente <11,0 <1000.000 Alto risco

Hb= Hemoglobina.
Fonte: adaptado de(FERNANDES, 2016)

O sistema de estadio clinico de Binet et al (1981) subdivide os pacientes com LLC
em trés categorias. Os pacientes em estadio clinico A sdo considerados de baixo
risco e clinicamente sem evidéncias de anemia ou plaquetopenia e com até duas
cadeias ganglionares afetadas. Os pacientes em estadio clinico B diferem do grupo
A, por apresentarem trés ou mais cadeias ganglionares comprometidas e séo
consideradas de risco intermediario. Os pacientes classificados como estadio C
apresentam anemia e plaguetopenia (Quadro 2 ) (BINET et al., 1981)

Quadro 2-Sistema de estadio clinico por Binet et al 1981

Estadio | Areas comprmetidas | Hb(g/dl) | Plaquetas/mm? Prognéstico
A < 3 areas >10,0 >100.000 Baixo risco
B = 3 areas >10,0 >100.000 Risco intermediario
C indiferente <10,0 <100.000 Alto risco

Hb= Hemoglobina.
Fonte: Adaptado de (FERNANDES, 2016)
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Alguns estudos das utlimas décadas estimaram que, aproximadamente 80% dos
pacientes com LLC encontram-se no estadio A de Binet, enquanto na década de 70
esse percentual era de 40%. Essa mudanca pode ter sido influenciada pela
tendéncia de um diagndstico cada vez mais precoce, incluindo a realizagdo de
exames de rotina em pacientes assintomaticos ( MOLICA, S., 2000;ABRISQUETA et
al., 2009).

Os dois sistemas de estadios clinicos descritos por Rai et al (1987) e Binet et al
(1981) sdo amplamente utilizados até hoje. Mas o seu valor prognéstico € limitado
nos estadios precoces da doenca (DIGHIERO,., 2003). Diante dessa
realidade,varios estudos vem buscando a descoberta e/ou novas correlacdes de
biomarcadores para suprir essa necessidade.

Alguns deles demonstraram, por exemplo, que o tempo de duplicacdo dos linfocitos
(TDL) € um indicador prognostico da LLC. Pacientes com o TDL inferior ou igual a 6
meses tem sobrevida menor comparado aqueles em que o TDL é superior a 12

meses e que apresentam sobrevida maior (MOLICA; ALBERTI, 1987).

Outros experimentos sugerem que 0s genes da familia Bcl-2 também estéo
envolvidos na patogénese da LLC, pois atuam na selecdo e manutencao de células
B de memdria de longa duracdo, resgatando-as da apoptose e levando ao seu
acumulo (SCHENA et al.,, 1993). Os micro RNAs (miR) também estdo nesse
contexto, em particular o miR-15a e o miR-16-1, sendo envolvidos na proliferacéo
celular e na apoptose uma vez que a redugdo de miR-15a e miR-16-1 reduz a
apoptose via Bcl-2 (BRAGA et al., 2017).

Esses dados sugerem que a descoberta e correlacdo de novos biomarcadores é

essencial para maior elucidacdo e assertividade na terapeutica (GOMES et al.,
2018).

2.2.2.1 Abordagens terapéuticas
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Embora a LLC tenha uma baixa taxa de mortalidade, esta doenca geralmente nédo é
considerada curavel atualmente. O tratamento envolve agentes alquilantes e
glucocorticoides, analogos de purina, terapias de anticorpos monoclonais e
transplante de medula 6ssea.(GOMES et al., 2018)

O grupo alquil dos agentes alquilantes se liga de forma covalente a sitios
nucleofilicos celulares, resultando em ligacdes cruzadas de DNA e citotoxicidade
celular. O clorambucil e ciclofosfamida sdo exemplos de agentes quimioterapéuticos
dessa classe e podem ser utilizados com ou sem glicocorticoides associados.
Geralmente séo utilizados no tratamento inicial da LLC. (BEGLEITER et al., 1996;
VYAS N, 2012)

Entre os analogos de purina utilizados como primeira ou segunda linha de
tratamento (fludarabina, pentostatina e cladribina), a fludarabina é a mais
amplamente utilizada. A fludarabina foi sintetizada para desenvolver analogos de
citarabina mais ativos. Ela & convertida em fludarabina-ara-ATP dentro da célula
onde compete com dATP para incorporacdo no DNA. O seu mecanismo de acdo
consiste na inibicdo da replicagdo do DNA por inibicio da DNA polimerase,
ribonucleotideo redutase, DNA ligase e DNA primase (RICCI et al, 2009; ROBAK,
2005).

Os anticorpos monoclonais utilizados no tratamento de LLC s&o divididos em
grupos com base em proteinas alvo. Alguns desses anticorpos (rituximab,
ofumumab e obinutuzumab) visam o antigeno CD20, enquanto o alemtuzumab
possui como antigeno alvo CD52, todas proteinas encontradas na superficie dos
linfécitos B. O mecanismo de a¢éo do rituximab que diminui a proliferacao de células
da LLC ocorre por ativacdo da citotoxicidade dependente do complemento,
citotoxicidade celular dependente de anticorpos ou por inducdo de apoptose.
Alemtuzumab por sua vez , induz a citotoxicidade celular por anticorpos ou resposta
mediada pelo complemento (GOMES et al., 2018; HALLEK, 2017).

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (alloHCT) é considerado

um tratamento capaz de alcancar progressdo livre da doenca mais duradoura,
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especialmente nos pacientes com LLC que conseguem negatividade no exame de
doencga residual minima. O efeito do AloOHCT é melhor quando realizado em
pacientes com doenca responsiva, enquanto a maioria dos estudos relatam esse
resultado nédo é influenciado pela presenca de anormalidades citogenéticas ou
moleculares de alto risco incluindo mutacdes del (17p). A principal desvantagem de
alloHCT é a ocorréncia de mortalidade devido a infeccado ou a ocorréncia de doenca
de enxerto versus hospedeiro, que acontecem mais frequentemente nos dois

primeiros anos de transplante. (VAN GELDER et al., 2017)

2.2.3 Vesiculas extracelulares

Um microambiente de apoio ao tumor contribui para o desenvolvimento e
progressdo da LLC (BURGER, 2011). No entanto, ainda ha muito a ser entendido
em relacdo a variedade de interacdes entre células e os outros fatores,
carcinogénicos ou ndo, nesse microambiente, tornando-se necessario considerar
também outros meios descritos de comunicacdo celular como vesiculas
extracelulares (VESs).

Evidéncias convincentes apontam o papel das microvesiculas em uma ampla gama
de processos fisiologicos e patologicos. Atualizacbes nesta area desafiam
paradigmas atuais sobre os mecanismos de comunicacédo intercelular e regulagéao
imune. Além disso, sua implementacdo clinica pode abrir novas perspectivas em
medicina translacional tanto no diagnéstico como na terapia de varias patologias,
dentre elas a LLC (GYORGY et al., 2011).

As vesiculas extracelulares podem interagir com células alvo através de receptores
de membrana e, assim, levar a ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular, bem
como reprogramar células alvo atraveés da transferéncia de moléculas de RNA e
proteinas (RATAJCZAK, et al, 2009). Na tumorigénese, as VEs derivadas de células
cancerigenas sao importantes mediadores do crescimento tumoral, evasao
imunologica, angiogénse e metastase (Figura 2) (MURALIDHARAN-CHARI, et al,
2010). Por conseguinte, um numero aumentado dessas vesiculas foram detectados
no plasma sanguineo de pacientes com LLC em estéagio de doenca avancada e uma
estimulacdo mediada por vesiculas de células estromais de medula 6ssea também
foi demonstrada (GHOSH et al., 2009; HADERK et al., 2013).
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Figura 2 —Vesiculas extracelulares como componentes moduladores da matriz extracelular. Impacto
das VE sobre varios processos celulares e teciduais em salde e doencas. Brotacao direta de VE da
membrana plasmética (1) ou suas protrusées (2), ou pela fusdo de corpos multivesiculares com a
membrana plasmatica (3). Eles interagem com as células alvo por fusdo direta (4), interacdes
receptor-ligante (5) ou endocitose (6). A comunicac¢éo direta e indireta entre VE e MEC (setas pretas)
tem multiplos efeitos benéficos e prejudiciais sobre células e tecidos alvo. Fonte: extraido e adaptado
de (RILLA et al., 2017)

Atualmente, as VEs séo geralmente classificadas em trés categorias principais, com
base em seu mecanismo de biogénese: exossomos (30-100 nm de diametro),
microvesiculas (ou microparticulas, 100 a 1000 nm) e corpos apoptoéticos (1-5 pm)
(Quadro 4). No entanto, esses diametros se sobrepdem, o que dificulta a separagéo
simples de diferentes subgrupos (Figura 3). Por isso VEs € o termo geral usado para

cobrir todas as categorias mencionadas acima (RILLA et al., 2017).

A sociedade internacional para vesiculas extracelulares (ISEV) definiu em 2012 os
quatro principios basicos para assumir que se trabalha com VESs:
escolher os termos com base no argumento precedente e l6gico e aplica-los de
forma consistente ao longo do trabalho; definicdo clara do método de obtencéo da
amostra geral e obtencéo das VEs; revisores e editores devem respeitar a liberdade
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cientifica dos autores em sua escolha de nomenclatura vesicular, desde que siga
precedente, l6gica e os dados dos autores; e, como ultimo principio, recomenda-se o
uso de experimentos complementares, por exemplo, centrifugacdo de gradiente de
flotacdo com densidade de sacarose, microscopia de luz e microscopia eletronica
(GOULD; RAPOSO, 2013).

Ha fortes evidéncias da diferente constituicAo dessas VEs. Alguns marcadores
sendo mais predominantes em algumas distribuicbes de tamanho, como propos
Kowal et al., (2016), que actina-4 seria o0 melhor biomarcador para VEs de tamanho

médio.

Quadro 4- Principais caracteristicas das populacdes de vesiculas extracelulares

Exossomos Microparticulas Corpos
apoptoticos
Intervalo de tamanho 30-100 nm 100-1.000 nm 1-5 pm
Mecanismo de Exocitose de Brotamento a Liberacao a partir
biogénese Corpos partir da de brotamentos
multivesiculares membrana de células em
plasmatica apoptose

Fonte: adaptado de (GYORGY et al., 2011)
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Figura 3- Faixas de tamanho dos principais tipos de vesiculas extracelulares membranares. Fonte:
adaptado de (GYORGY et al., 2011)

A biogénese dos exossomos ocorre através da via endocitica. Quando um
endossoma inicial amadurece em um endossoma tardio, vesiculas intraluminais
(VIL) sofrem invaginagdes dentro do endossoma, formando uma estrutura chamada
corpo multivesicular (MVE). Este corpo multivesicular pode ser degradado em
lisossomos ou se fundir com a membrana plasmatica e liberar as VIL para o espaco
extracelular. Apés este langcamento, VIL sdo chamados de exossomos (Figura 4)
(HURLEY, et al, 2010). Uma alta taxa de secrecdo de exossomos de células
transformadas sugere que o equilibrio entre esses dois processos no cancer é

deslocado para liberagéo de carga exossomica (BEBELMAN et al., 2018).



31

o Microvesicles

Exosomes

Q
e
od

Figura 4- Liberac@o de microparticulas e exossomos. As MP(microvesicles) brotam diretamente da
membrana plasmatica, enquanto os exossomos (exosomes) sdo representados por pequenas
vesiculas de tamanhos diferentes que sao formadas como VIL por brotamento em endossomos
iniciais (Early endosome) e MP e séo liberadas pela fusdo de MP com a membrana plasmatica.
Outras vesiculas podem se fundir com os lisossomos(Lysosome) . O ponto de divergéncia entre
esses tipos de vesiculas é estabelecido nos endossomas iniciais. Manchas vermelhas simbolizam a
clatrina associada a vesiculas na membrana plasmatica ou camadas de clatrina em endossomos. As
proteinas associadas a membrana e transmembrana nas vesiculas sdo representadas como
triangulos e retangulos, respectivamente. Setas representam dire¢cdes propostas de transporte de
proteinas e lipidios entre organelas e entre MP e a membrana plasmatica para secre¢do de
exossomos. Fonte: (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

Para outros tipos VEs, como microparticulas (MP) e corpos apoptéticos, assume-se
gue se formam através de brotamento direto da superficie celular ou de suas
protrusdes. O mecanismo esta relacionado a ativacdo da composicéo fosfolipidica
dos folhetos internos e externos da membrana plasmatica por flipases e floppases,
resultando em fosfatidilserina (PS) sendo transferida para o folheto externo.
Em condigbes de repouso, os fosfolipides sdo distribuidos assimetricamente na
membrana de células eucaridticas. O folheto exterior é enriquecido em
fosfatidilcolina e esfingomielina, enquanto que o folheto interno contém os

aminofosfolipidos PS e a fosfatidiletanolamina. A distribuicdo dos lipidios da
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7

membrana € o0 resultado de um processo ativo sob a dependéncia de
transportadores de fosfolipidos complementares que governam a translocacao para
dentro (flip) ou para o exterior (flop). A apresentacdo de PS ou fosfatidiletanolamina
no folheto externo resulta em um transporte de volta para o folheto interno por uma
translocase de aminofosfolipidios com atividade "flippase" que mantém a distribuicéo
normal de fosfolipidios em repouso. Como o0 transporte transmembranar nao
catalisado € lento, a assimetria lipidica € estavel em células quiescentes. Foi
sugerido que uma “floppase" (ou seja, uma proteina dependente de ATP que
transfere especificamente PS do interior para o folheto externo) medeia a
translocacdo externa rapida que é diretamente responséavel pela interrupcdo da
assimetria quando as células sao ativadas. Além disso, uma translocadora
bidirecional de lipidios ndo especifico - que é ativado por um influxo de ions de
calcio - permite que todos os fosfolipides fluam para sentido diferente de seus
gradientes de concentracdo, favorecendo a randomizagédo. A exposicdo de PS é a
consequéncia da rapida translocacdo esmagadora exercida por floppase(s) e a
inibicdo da atividade de flippase por influxo de célcio. O desequilibrio transitério de
fosfolipideos entre os 2 folhetos, devido a randomizacdo da membrana e a protedlise
do citoesqueleto promovido por calpainas ativadas pelo calcio, promovem a
liberacdo de MPs. A exposicdo a PS tornou-se uma caracteristica quase universal
de células submetidas a ativacdo ou apoptose e uma caracteristica subjacente

comum da liberacdo de MP por estas células (Figura 5) (MOREL, et al, 2011).
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Figura 5 - Representacdo do processo de formacdo das microparticulas extracelulares (MPs). A
célula progenitora apos receber o estimulo sofre aumento do calcio intracelular favorecendo a quebra
do citoesqueleto cortical, evento essencial para a externalizacédo da fosfatidilserina com formacéo das
microparticulas derivadas da membrana plasméatica celular. Fonte:(MARTINS, 2017). Adaptado de
(TURTURICI, 2014).

Os corpos apoptéticos sao vesiculas contendo os restos de citoplasma e as
organelas da célula que entrou em apoptose. No comeco do processo apoptoético, a
célula perde as suas microvilosidades e proteinas de adesédo. Em seguida, ha um
encolhimento do citoplasma e uma grande reducdo na sua motilidade, ai entdo a

membrana perde a sua assimetria, de modo que a fosfatidilserina fica exposta e



34

finalmente, a célula se desmembra em corpos apoptoticos. Os corpos apoptéticos
apresentam marcadores de superficie que os levam a ser fagocitados, o que
inclusive evita uma resposta inflamatéria (POLLARD; EARNSHAW, 2006; WILLMS
et al., 2018)

As vesiculas extracelulares podem influenciar o microambiente tumoral a favor da
progressdo da LLC, desde a modulacdo do estroma medular na producdo de
linfécitos B na LLC, até mesmo inducdo da apresentacdo de perfis proteicos
diferentes pelas células. A fusdo das VEs com as células pode envolver a
transferéncia horizontal de proteinas, mediando assim mudancas fenotipicas nas
células alvo, assim como ja foi relatada a preservacdo de receptores alvos de
farmacos nas VEs. Nesse caso, a preservacdao dos receptores foi associada a
evasao a alguns tratamentos, pois as VEs atuariam como aceptores, mas sem
distribuir o farmaco eficientemente as células. Similarmente, pode-se considerar a
capacidade das VEs de transferir ligantes ativos que manteriam o seu poténcial de
inducdo de resposta intracelular. Essa resposta intracelular por sua vez poderia ser
direcionada em dois sentidos: no sentido da proliferacdo — elucidando mais um
mecanismo de ancoramento anti-apoptético das células leucémicas-, ou mesmo no
sentido de manutencédo da habilidade citotoxica- tornando-se potencial mecanismo
de tratamento. Além dessa mudanca fenotipica por transferéncia direta, ha a
mudanca através da expressdo de fatores carreados por RNAs pelas VEs(
MARTINEZ-LORENZO; et al., 1999; MIGUET et al., 2009;BROOKS et al., 2010;
HADERK et al., 2013; RAMOS et al., 2015).

Ademais, como o tratamento pode influenciar na caracterizacdo, conteudo e
distribuicdo dessas VEs ainda sdo de grande interesse. Por exemplo, j4 se tem
nocéo que Fludarabina e Cladribina induzem alteracdes nas proteinas de superficie
em linhagens de células linfoides humanas B.Essas altera¢des incluem diminuicdes
no CD22 (uma molécula de adesédo e sinalizagdo) e aumentos no CD205 (um
“‘marcador de célula “danificada”) e CD80 e CD50 (moléculas de interagao de células
T). Os andlogos de purina podem afetar as moléculas de sinalizdo e co-
estimuladoras do receptor de culas B (BCR), conduzindo a multiplos sinais para
apoptose e eliminacdo celular. A fludarabina e a cladribina induzem efeitos
diferenciais, com algumas proteinas de sobrevivéncia celular (ECE-1 e CD100) mais
abundantes apoés o tratamento com fludarabina. (KOHNKE, et al, 2012)
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Raras sdo as descricdes desse perfil fenétipo proteico das VEs. Mais incomuns
ainda sé@o as avaliacbes de mudancas desses fenétipos e seu conteudo de acordo

com sistemas de classificacao clinica ou sob influéncia de algum quimioterapico.

2.2.4. CD3 e a evasao imune

Pacientes com LLC frequentemente apresentam distarbios imunoldgicos. Além
disso, novas evidéncias estao surgindo sobre o papel das células T na patogénese e
desenvolvimento de varios canceres. O papel central desempenhado pelos linfécitos
T no controle da progressédo do crescimento tumoral tem sido amplamente aceito.
No entanto, ainda ndo esté claro por que as células T sdo incapazes de exercer este
controle com sucesso na maioria dos casos de malignidade, e 0 ndo reconhecimento
do tumor pelo sistema imunoldgico do hospedeiro permanece um dos problemas
nao resolvidos da imunologia.( WHITESIDE, 2004;UPRETI et al., 2016;)

O complexo do receptor de células-T (TCR) é um receptor octamérico composto por
duas cadeias, a3 ou yd, que se ligam a ligantes especificos, um peptideo antigénico
apresentado no complexo maior de histocompatibilidade. Essas cadeias estdo
associadas de forma ndo covalente as subunidades CD3, composta por quatro
proteinas transmembranas denominadas CD3y, CD38, CD3¢ e CD3C. A ligagao dos
receptores antigénicos aos seus ligantes induz a fosforilagéo da tirosina de inUmeras
proteinas que acabardo por conduzir a uma resposta funcional. Dentre as tirosino
cinases envolvidas na transducdo da sinalizacdo do TCR esta a ZAP-70 que
encontra-se associada a cadeia ¢ do CD3. A auséncia da cadeia CD3( nao so6
influencia a expressédo de TCR na membrana celular e o numero de células T CD4+
e T CD8+, mas também prejudica a resposta proliferativa e o nivel de ativacao de
células T maduras. (HUANG et al., 2012)

Estudos recentes mostraram um padrao de expressao anormal desses quatro genes
de CD3 em leucemia mieléide aguda (LMA), leucemia mieldide crénica (LMC) e
pacientes com mieloma mdultiplo (MM)(CHEN et al., 2011; LI et al., 2011; UPRETI et
al., 2016)
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3- JUSTIFICATIVA

A mediana de sobrevida dos pacientes com LLC é de 10 anos, no entanto, o
prognostico € bastante variavel, e alguns evoluem com curta sobrevida (DE FARIA
et al., 2000; HALLEK, 2008;). Os sistemas de estadiamento, Rai e Binet possuem
aplicacao facil na pratica clinica, mas as variacdes evolutivas individuais ndo podem
ser previstas (BRAGA et al., 2017). Esse contexto tem conduzido a investigacdo de
biomarcadores que auxiliem no diagndstico, prognostico e conduta terapéutica
nestes pacientes.

Dados recentes do grupo (ainda ndo publicados), mostraram diferenca
significativa na quantidade de VEs em pacientes com LLC quando comparado com
grupo controle constituido por individuos saudéaveis. Isso motivou a estudar os
linfécitos de uma maneira mais incisiva com cultura de PBMC de sangue total em
gue normalmente tem-se cerca de 85% constituido por linfocitos (ABBAS, et al,
2008). Dada a caracteristica de que as VEs circulantes detém a capacidade de
transferir seu conteldo vesicular as células de outros tecidos, avaliar as
caracteristicas do perfil de VEs tornou-se um relevante questionamento. Ainda,
considerando o quadro de imunodeficiéncia apresentada pelos pacientes com LLC,
o carreamento dos genes de CD3 por estas VEs e sua expressao nas células de
origem foi outro ponto de investigacdo considerado. A hipétese de estudo foi que os
pacientes com esta doenca e os individuos controle estariam associados a um perfil
de VEs diferentes, e que o tratamento seria capaz de modificar esse perfil também.
Ademais, investigar uma possivel associacdo das VEs com expressao anormal dos
genesdas cadeias do CD3 na LLC. Dessa forma, acredita-se que o
desenvolvimento do presente estudo possa agregar algum conhecimento aos pre-
existentes acerca da fisiopatologia e prognéstico da LLC, ajudando a elucidar a
importancia: das diferencas dos perfis de VEs, das diferengas qualitativas das VESs;
do potencial de carrear mMRNAs dos componentes da cadeia TCR/CD3 no contexto
do comprometimento imune; e impacto do tratamento na LLC no perfil destas VEs.

Além do mais, a procura constante por novos biomarcadores para a identificacédo

precoce dos pacientes com LLC recém diagnosticados que evoluirdo rapida e
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desfavoravelmente é de suma importanca, considerando a possivel adocdo de

condutas terapéuticas mais adequadas e eficazes em tais pacientes

4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo Geral

Caracterizacao das vesiculas extracelulares e expressdo das cadeias do complexo
TCR/CD3 em pacientes com leucemia linfocitica crénica.

4.2-Objetivos Especificos

4.2.1- Avaliar o perfil de distribuigcdo de tamanho das VEs;
4.2.2- Avaliar perfil imunofenotipico das VEs

4.2.3- Avaliar a interferéncia do tratamento com fludarabina na distribuicdo e
conteudo das VEs;

4.2.4- Avaliar expressdao dos genes das cadeias do complexo TCR/CD3 em
pacientes com LLC e grupo controle;

4.2.5-Avaliar a capacidade das VEs de carrear e alterar expressdo dos genes das
cadeias do complexo TCR/CDS;

4.2.6- Avaliar qualitativamente o perfil proteico de VEs dos pacientes com LLC antes
e apos a exposicao a fludarabina;

4.2.7- Relacionar os dados obtidos pelas analises moleculares com os parametros
clinicos e laboratoriais dos pacientes com LLC

4.2.8- Realizar estudos de comparacdo e correlacdo entre todos os parametros
avaliados.
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5-MATERIAIS E METODOS.

5.1 Delineamento experimental

Para um melhor entendimento do delineamento experimental, encontra-se abaixo

um fluxograma com todas as etapas do presente estudo.

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP), conforme parecer 34778 e
ementa CAAE-021776120.0000.5149

Selecéo dos pacientes: Selecéo dos Controles:
Critérios de Incluso: diagndstico de LLC (critérios OMS) Critérios de Incluséo: individuos higidos, sem diagndstico e histdrico

Critérios de exclusdo: pacientes com diagndstico de outras doencas | , 2 de neoplasias hematoldgicas.

linfoproliferativas Critérios de exclus&o: histdrico familiar de doencas neoplésicas
hematoldgicas ou alterages no hemograma

S
28 Pacientes
(23 pacientes Bme_tAe 5 pacientes Binet B/C) Constltas a pronturios
24 individuos controles
T 7
Amostra bioldgica

(50mLemEDTA) | —* Extracéo de PBMC para cultivo ex vivo

Extracéo de RNA de sangue total
de pacientes e controles

eparacéo de Vesiculas Extracelulares do sobrenadante } J

!

[ Extracéo de RNA das VE ]

{ Andlise imunofenotipica das VE Extracéo proteica das VE }

Andlise da distribuicéo do tamanho das VE
porNTAe DLS

{ Andlise da expressdo das cadeias do CD3 J

por gPCR

\

( Correlacdes Clinicas e analises estatisticas J

O presente estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo
1) foram aprovados sob o ponto de vista ético e formal pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP), conforme parecer 34778 (Anexo 2) e ementa CAAE-
021776120.0000.5149 (Anexo 3). Este estudo foi realizado de acordo com a

Declaracao de Helsinki (“World Medical Association Declaration of Helsinki”, 2013).
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O esclarecimento dos objetivos da pesquisa, utilizando-se linguagem clara e
destacando-se a participacdo voluntaria foi realizado com os pacientes com LLC e
seus familiares envolvidos no estudo, durante o periodo de coleta das amostras. A
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtida no momento
da coleta de sangue. Os dados clinicos e laboratoriais desses pacientes foram
obtidos a partir das anotac¢des nas fichas clinicas, além de informacdes contidas no

sistema computadorizado e prontuarios arquivados no hospital

5.2 Casuistica

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados pelos médicos
hematologistas do Setor de Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, Ambulatério Borges da Costa, para a coleta
de amostra biolégica que ocorreram entre abril da 2017 e agosto de 2017. Foram
incluidos todos os pacientes com diagnéstico de LLC, atendidos no periodo descrito
acima e que aceitaram participar do estudo. A realizacdo desta pesquisa nhao
interferiu em nenhuma conduta clinica ou terapéutica. O célculo amostral foi
baseado na populacéo de pacientes com LLC que estdo sob acompanhamento ativo
por este centro de atencdo. Sendo aproximadamente 100 pacientes e considerando

90% de nivel de confianga, o nUmero minimo seria de 25 pacientes.

O diagnostico foi realizado através de avaliacdo clinica, hemograma e
imunofenotipagem. Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a

classificacdo de Binet: Binet A: 23 pacientes Binet B+C: 5 pacientes

O grupo controle foi composto por 24 individuos saudaveis, moradores da
comunidade em geral e nivel sécio-econémico similar aos pacientes com LLC,
doadores voluntarios de sangue periférico, com idade média de 66,2 anos (faixa
etaria 51-80 anos); 12 do sexo masculino e 12 do sexo feminino.
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5.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com diagnostico confirmado de LLC selecionados por
médicos hematologistas do Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
UFMG, de acordo com critérios estabelecidos pela Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), estadiamento da LLC pela Classificacdo do Grupo de Trabalho Internacional
(Binet) (SWERDLOW et al., 2016b). Para o grupo controle foram incluidos individuos
aparentemente higidos, sem diagnoéstico e histéria de neoplasias e outros disturbios
hematoldgicos. Para maior confiabilidade foram feitos hemogramas desses

individuos, cujos resultados se mostraram dentro dos valores de referéncia.

5.2.2 Critérios de excluséao

Foram excluidos do estudo pacientes com diagnostico de outras doencas
linfoproliferativas como Leucemia prolinfocitica, Leucemia de células pilosas,
Linfoma esplénico com linfocitos pilosos e Leucemia plasmocitica, além dos
Linfomas Hodgkin e n&o-Hodgkin. Para o grupo controle, foram excluidos os
individuos com histérico familiar de doencas neoplasicas hematolégicas e com

alteracdes significativas no hemograma.

5.3 Amostra biolégica

Foi coletada, de cada paciente com LLC amostra de sangue periférico em tubo do
sistema Vacutainer em EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), sendo 5,0 mL no total. O
mesmo procedimento realizado no grupo de pacientes com LLC foi realizado no
grupo controle. As amostras foram transportadas em maleta apropriada para
transporte de material bioldgico entre 5 e 8° C, tendo sido as amostras processadas
0 mais rapido possivel no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia da
UFMG. Os hemogramas, para o grupo controle, foram realizados pelo sistema
automatizado (T890 Coulter-Analisador Hematologico). Antes de qualquer
processamento das amostras, uma aliguota dessa amostra de sangue total foi

separada para extracdo de RNA e, posteriormente, as células foram utilizadas para
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realizacdo da técnica de separacdo de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). O sobrenadante do cultivo celular foi dividido em aliquotas de 600ul e

armazenado em freezer a -80°C.

5.4 Preparo do banco de dados

As fichas clinicas dos pacientes com LLC foram parcialmente preenchidas no ato da
coleta de sangue, com os dados pessoais desses pacientes por autorrelato e,
posteriormente, os prontuarios foram consultados para a obtencdo de dados da
evolucéo clinica, desde a data do diagnostico até o0 momento da coleta de sangue.
Os parametros coletados foram utilizados para elaboracédo de um banco de dados,
com informacdes relativas a idade, sexo, data do diagnostico, classificacdo de Binet,
hemograma realizado ha no maximo 2 meses antes da coleta e informacdes sobre
realizacdo de tratamento quimioterapico e para outras comorbidades antes da

coleta.

5.5 Métodos

5.5.1 Obtencao e cultivo de células mononucleadas do sangue periférico
(PBMC)

Para obtencao e cultivo de PBMC foi seguido o0 manual do FICOLL® (Ficoll® Paque
Plus-SIGMA-ALDRICH (Califérnia-EUA). O sangue coletado foi diluido no mesmo
volume de PBS 1X autoclavado. O sangue foi transferido para um tubo FALCON
novo de 50 ml. O PBS 1X foi adicionado ao tubo FALCON que contém o sangue
mantendo diluicdo 1:1 (volume/volume). O gradiente para a centrifugacédo foi
preparado utilizando uma quantidade de FICOLL® (Ficoll® Paque Plus-SIGMA-
ALDRICH) igual a do sangue coletado. Adicionou-se 10 mL de FICOLL® em um
tubo FALCON novo de 50 mL e, com o auxilio de uma pipeta 20 mL, adicionou-se 0
sangue diluido ao tubo que contém FICOLL® bem devagar e com bastante cuidado.
Essa mistura do sangue com gradiente de FICOLL® foi contrifugada a 193 x g rpm,
por 40 minutos, a temperatura ambiente (20°C) sem desaceleracdo forcada da
centrifuga. A camada superior (plasma rico em plaquetas) foi descartada com o

auxilio de uma pipeta. Foi deixado aproximadamente 1cm de plasma acima da



42

interface plasma/PBMC. A camada de PBMC foi coletada com o auxilio de uma
pipeta. Em seguida, essa camada de PBMC foi transferida para 2 novos tubos
FALCON de 50 ml. Completou-se o volume de cada tubo FALCON contendo PBMC
para 45 mL com PBS 1X para lavar as células, esse volume foi centrifugado a 302 x
g, por 10 minutos a 4°C. O pellet de cada tubo foi ressuspendido com cuidado, e a

etapa anterior foi repetida para lavar as células.

Para cultura dessas células foram utilizadas 1x10° células por pogo em placas de 6
pocos. Foi utilizado, em cada poco, qsp 2 mL de meio RPMI com 20% de Soro Fetal
Bovino (Sigma-Aldrich, EUA) ultracentrifugado a 100.000g por 180 minutos a 4°C.

5.5.1.1 Determinacao da viabilidade das células

Diluiu-se as células 1:20 em corante Azul de Trypan (190 uL de Azul de Trypan
+10uL de solucdo de células) para a contagem em hemocitbmetro por 8 dias para
determinacao da viabilidade celular das células de PBMC de pacientes com LLC em
cultura. A curva de sobrevida é importante para justificar o uso dessa populacao
celular, mostrando que a morte celular provocada pelo farmaco é realmente

significativa.

5.5.1.2 Avaliagéo Da IC50 Da Fludarabina

Para avaliar a atividade citotéxica da fludarabina (Fosfato de Fludarabina, Sigma
Aldrich (Saint Louis, MO-EUA) foi utilizado o método de citotoxicidade, no qual,
consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas. Quando as células permanecem vivas, as
desidrogenases mitocondriais sdo capazes de agir sobre substratos como o 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) levando a reducao
desta molécula para originar o azul de formazam. A leitura da quantidade de azul de
formazam formado foi medida por espectrofotometria em 550 nm (Espectrofotdmetro
SpectraMax Plus — Molecular Devices, EUA). As PBMCs foram cultivadas em placas

de 96 pocos contendo 5x10° células por poco, tratadas com concentracGes
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crescentes de fludarabina diluida (100; 10; 1; 0,1 uM) no mesmo meio de cultura por
um periodo de 48h. Em seguida, 20 ul do reagente MTT na concentracdo de 5
mg/mL foram adicionados a cada poco e apos trés horas a 37 °C, DMSO foi
adicionado para dissolver os cristais de formazam. As absorbancias foram lidas em
550 nm e a concentracdo que inibe 50% o crescimento das células (IC50) na
presenca de fludarabina foi determinada em comparagdo com células cultivadas
sem o farmaco (consideradas 100% de crescimento). O IC50 foi calculado, para
tratamento com fludarabina em células(de PBMC) ex vivo leucémicas, por programa

OriginPro8.

5.5.2 Separacdao das vesiculas extracelulares (VES)

ApOGs 48 horas de cultivo celular ex vivo de PBMC, todo contetdo da cultura foi
submetido a centrifugacdo a 302 x g por 10 minutos para separacdo do contetdo
celular do sobrenadante da cultura e foi congelado a -80°C até sua utilizagdo. Essas
amostras de sobrenadantes entdo foram centrifugadas a 1552 x g por 15 minutos a
15°C. 200 pl de sobrenadante foram coletados e colocados em um tubo novo
contendo 600 pl de solucéo de citrato- heparina (diluicdo 1:3). Esta solucédo de
citrato-heparina para separacao das VEs foi baseada na técnica de Campos et al.,
(2010) e esta descrita no Quadro 5. Entédo, essa mistura de sobrenadante e tampéao
citrato-heparina foi centrifugada a 1800x g por 90 min a 15°C. Cuidadosamente, o
sobrenadante foi removido e descartado deixando 50uL finais nos quais estariam as
VES.

Quadro 5- Tampao de separacédo de vesiculas extracelulares

Reagente Volume
Heparina 5000U/L 2uL
Citrato (3,4%) 500uL
PBS filtrado gsp 5mL
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Para as amostras que foram submetidas a extracdo de RNA, foram realizadas duas
centrifugacdes a 1552 xg por 15 minutos a 15°C em vez de apenas uma, a fim de

retirar interferéncia de corpos apoptoéticos na analise.

5.5.2.1 Andlise Da Distribuicdo Do Tamanho Das VEs (Por Dispersédo Dinamica De
Luz- DLS)

O tamanho das VEs foi determinado no aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, UK), usando o método de espalhamento dindmico de luz
(DLS), com faixa nominal de medic&o de 0,3-10,000 nm. Flutuacdes de intensidade
de luz, devido aos movimentos brownianos das particulas, permitiram a
determinacao de sua velocidade média, que por sua vez foi recalculada em tamanho

efetivo de particula. Amostras foram diluidas 1:4 para analise.

5.5.2.2 Andlise Da Distribuicdo Da Quantidade Das VEs (Por Analise De
Rastreamento De Nanoparticulas- NTA)

A concentracdo das VEs foi estimada no aparelho NanoSight LM10, para
guantificacdo em amostras relativamente polidispersas. As amostras foram diluidas
1:100 em PBS para analise. Sua andlise de tamanho se baseia no movimento
browniano, conforme Figura 6. A analise de tamanho é realizada para cada particula
individualmente, sendo determinado o coeficiente de difusdo por meio da equacéo

de Stokes Einstein que permite calcular o raio hidrodinamico.
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Figura 6- “Nanoparticle Tracking Analysis (NTA): Contagem visualizagao e analise de tamanho de
particulas”.(MALVERN INSTRUMENTS LIMITED, 2014)

5.5.2.3 Imunofenotipagem Das Vesiculas Extracelulares Por Citometria De Fluxo.

As VEs foram analisadas por citometria de fluxo e a presenca de
microparticulas no sobrenadante do cultivo ex vivo de PBMC, foi confirmada por
meio do uso de microesferas fluorescentes (Spherotech Inc.Libertyville, lllinois, EUA)
de tamanho definido (0,7 a 0,9 um) (Figura 7). Dez microlitros das microesferas
foram adicionadas a 100 ul de PBS 1X estéril. O citbmetro foi ajustado para realizar
a leitura das amostras a uma velocidade de (60 pl/segundo} para cada amostra.
Como controle negativo da marcacdo foram utilizados anticorpos isotipo IgG de
camundongo marcados com APC, PE e FITC (BD Pharmingen Mouse IgG controls)
(Figura 8). Foi utilizado 5ul de anticorpos da marca Immunotools (Friesoythe,

Alemanha) para os ensaios. Ap0s a adi¢cdo de anticorpos anti-CD14 (APC) para
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identificar VEs de origem monocitica; anti-CD19 (PE) para VEs de origem linfocitéaria;
e de Anexina V(FITC) para identificacdo geral das VEs por marcacdo da
fosfatidilserina, as amostras foram incubadas por 30 minutos, protegidas da luz e em
temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as VEs foram ressuspensas em 300 pl do
tampéo de ligagdo de Anexina V (BD Pharmingen). As amostras foram levadas ao
citbmetro de fluxo (LSR Fortessa - Becton-Dickinson, California, EUA). As andlises
dos resultados foram realizadas com a utilizagcdo do programa FlowJo, versao 8.7
(Tree Star). As estratégias de analises estdo representadas na Figuras 9. As VEs
foram analisadas de acordo com seu tamanho e sua complexidade, sendo forward
scatter (FSC) versus side scatter (SSC), respectivamente, com distribuicdo de
dispersdo comparada a microesferas sintéticas fluorescentes de tamanho definido,
0,7um 0,8um e 0,9um (Amino Fluorescent Particles - Spherotech Inc. Libertyville,
lllinois, EUA) para auxiliar a identificacdo das populacdes das vesiculas

extracelulares avaliadas

10°4 100 10° 1

' 0':9 uy',’
'y 0.8 fim P 104

0,7ym

09 ym o
1071 0.8 ym ”

07um ¥
104 'f

N Ll § ™T ™Y NT ™Y Lol | T Mot L, L RRALLL B L T
1

T | R [ o 102 1t 0t 10f 0 1w ot

Figura 7 --Estratégia de analise para a quantificacdo das vesiculas extracelulares celulares
(VEs).l:Identificagdo da regido contendo as populagbes de microesferas sintéticas de tamanho
definido (0,7um 0,8um e 0,9um); II: Definicdo da regido contendo as
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Figura 8-Estratégia de analise para a quantificacao das vesiculas extracelulares (VES) para controle de
isotipos. Complexidade (SSC-eixo vertical) por fluorescéncia (Eixo horizontal) I: Controle de isotipo
FITC; II: Controle de isotipo PE; Ill: Controle de istotipo APC
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Figura 9-Estratégia de andlise para a quantificacdo das vesiculas extracelulares (VEs),amostras de
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As VEs padronizadas pelo método da citometria de fluxo correspondem a descrigao
de tamanho das microparticulas e foram entdo calculadas com adaptacdo da

férmula descrita previamente por Campos et al., 2010:

MPs/uL = (N x 800) / (60 x 200)
Onde:
N = nimero de eventos adquiridos na regido das MPs;
800 = volume final por tubo antes da fenotipagem (pl);
60 = volume de amostra analisada durante a fenotipagem (pl);

200 = volume original da suspenséao de MPs (ul).

5.5.3 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi baseada no protoolo do Trizol® LS. Ela foi iniciada pela
diluicdo do sangue total a fim de facilitar o isolamento do RNA a partir do pequeno
volume de sangue utilizado. Assim, em um eppendorf® foram pipetados 250ul da
amostra e 250yl de agua livre de RNAses. Em seguida, adicionou-se 750ul de
Trizol® LS, homogeneizou-se o conteudo com a pipeta e a amostra foi incubada por
cinco minutos. ApoOs esse intervalo, acrescentou-se 200yl de cloroférmio ao
eppendorf® e foi feita homogeneizagdo vertendo-se o tubo cuidadosamente por
cerca de dez vezes. Aguardou-se quinze minutos para a incubacdo da amostra. O
passo seguinte consistiu na centrifugacdo da amostra por 15 minutos a 4°C na
velocidade de 12000g. ApdOs esse processo, observou-se a formacao de duas fases
no interior do eppendorf®: um precipitado avermelhado e um sobrenadante incolor
contendo o RNA. A fracdo contendo o RNA de interesse foi transferida para um novo
eppendorf® para a continuidade do experimento. Ao novo tubo acrescentou-se 500yl
de isopropanol 100% gelado, aguardando-se a incubacao por dez minutos. Com o
término desse intervalo a amostra foi centrifugada a 4°C e velocidade de 120009 por
10 minutos. Ao fim da centrifugacdo, o RNA depositou-se formando um pellet no

fundo do eppendorf®. O sobrenadante foi entdo desprezado vertendo-se o tubo
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sobre um descarte. O pellet de RNA restante foi ressuspendido usando-se 1mL de
etanol 75% gelado, o conteudo dos tubos foram misturados em um vértex por cerca
de 15 segundos e foi feita uma centrifugacdo com as configuracdes de 75009 a 4°C
durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o eppendorf foi colocado para
secagem sobre uma folha de papel umedecida com alcool 70%. Apds
aproximadamente dez minutos de secagem, o conteddo do eppendorf® consistia em
um pellet de RNA. Esse material foi entdo ressuspendido em 40ul de agua de livre
de RNAse e o tubo foi levado para aquecimento no banho-seco por 15 minutos em
temperatura de 55°C & 60°C. Com o término das etapas do experimento as amostras
foram armazenadas a -80°C até conversdo em cDNA para garantir maior

estabilidade para futuras aplicacdes.

5.5.3.1 Quantificagdo De RNA

Uma aliquota de 2,0 yl de cada amostra de RNA total foi quantificada através de
leitura em espectrofotometro (Nanodrop Lite —Thermo Scientific) usando-se
comprimento de onda de 260 nm e 280nm com forme instrugcbes do manual do
Trizol® LS. A pureza das amostras foi verificada a partir da relacdo 260/280 nm,
considerando a relagdo (260/280) das densidades 6pticas (OD) igual ou maior que
1,8, como referéncia de boa qualidade para uso. A quantificacdo de RNA é
recomendavel para avaliar a qualidade do rendimento da extracdo do RNA, verificar
se este estd adequado para as analises e prepara-lo em concentracdo apropriada

para sintese do DNA complementar.

5.5.3.2 Sintese Do DNA Complementar (cDNA)

O cDNA foi obtido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit
(Applied Biosystems- California, EUA). A reacéo foi realizada conforme manual do
fabricante e no termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystem- Life
Technologies ). Em cada tubo de RT foram adicionados 2000ng da amostra de RNA.

O volume final de reacdo foi de 20 pl por tubo. Os tubos foram devidamente
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fechados e centrifugados. Para a sintese do cDNA a reacéo foi incubada a 25°C por
10 min; 37°C por 120 min; seguido de aquecimento a 85°C por 5 min para
desnaturacdo da enzima empregada e os tubos foram armazenados a - 80 ° C até o

momento de uso.

5.5.4 Avaliacéo da expressdo de mRNA

A PCR em tempo real (QPCR) foi empregada para quantificagéo relativa dos
genes das cadeias y,0,6,e { do TCR/CD3 (Quadro 3), utilizando-se o kit Brilliant
[l Ultra-Fast SYBR® Green (Agilent Technologies-Califérnia,EUA) e o programa
utilizado no processo de amplificacdo das amostras foi padronizado para 50 ciclos
de amplificacdo. No tampéo de reacédo utilizou-se 5,0 pl de reagente SYBR Green
QPCR master mix (2x), 0,4 ul de oligonucleotideos (20X) (para CD3y CD3
0,CD3¢,CD3C e GAPDH como gene endodgeno), 2,5 pl de agua livre de nucleasse,
0,15 ul do fluoréforo referéncia diluida e 2,0 ul de cDNA obtido anteriormente. A
reacao foi realizada utilizando o aparelho QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher-Applied Biosystems-- Califérnia, EUA). A quantificacdo de cada
amostra foi realizada em duplicata e o método utilizado foi o de comparacédo de
AACT, considerando a razéo entre o gene do mRNA testado e o gene enddgeno de

MRNA, GAPDH, em relacdo a amostra de referéncia.

Quadro 3-Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores diretos (F) e reversos (R)
utilizados naPCR em tempo real.

Iniciadores Sequéncia

CD3¢- Forward 5 -TCCCAACCCAGACTATGAGC-3’
CD3¢- Reverse 5 -CAAGACTAGCCCAGGAAACAG-3
CD3d- Forward 5 -TCATTGCCACTCTGCTCC-3

CD3 % - Reverse 5 -GTTCAGTTGTTCCGAGCC-3’
CD3y-Forward 5 -GGGATGTATCAGTGTAAAGG-3
CD3y- Reverse 5 -CAGCAATGAAGTAGACCC-3’
CD3C-Forward 5 -GCCAGAACCAGCTCTATAAAC-3
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CD3(-Reverse 5 -TAGGCCTCCGCCATCTTAT-3
GAPDH -Forward 5 -GAAGGTGAAGGTCGGAGTC -3
GAPDH -Reverse 5'- GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

Fonte: HUANG, et al (2012)

Para as amostras de extracdo de sangue total foram utilizados 100ng de RNA
extraidos por ensaio. Ja para as VEs, devido ao seu baixo rendimento, essa
quantidade foi padronizada diferentemente. Por isso, para amostras de extracdo de
RNA a partir das VEs foram utilizados 400ng a fim de se obter amplificacéo

substancial do gene de controle enddgeno.

5.5.5 Extracéo proteica das vesiculas extracelulares

Para cada 300 uL de VEs, do sobrenadante do cultivo celular, adicionou-se 700ul de
tampdo de hidratacdo (descrito no Quadro 4), entdo foram feitos 5 ciclos de
congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido e banho seco a 30°C
respectivamente. Apés estas etapas, a amostra foi congelada a -80°C até préximo
passo. As amostras foram entdo descongeladas em banho de gelo e centrifugadas a
132 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para solucdo de
acido tricloroacético (TCA) 10% (descrita no Quadro 5) e incubada no gelo por 120
minutos. Posteriormente, foram centrifugadas a 336 x g por 10 minutos a 4°C. Entao
o pellet da etapa anterior foi lavado duas vezes com acetona previamente gelada
(20°C) e esse pellet ficou secando a 25°C. O pellet foi ressolubilizado com 300ul de
tampéo de hidratacdo para posterior analises. Um gel de poliacrilamida foi entéo
realizado para corrida bidimensional (SDS-PAGE) (composi¢cédo do Quadro 6), a fim

de observar o perfil das proteinas extraidas.

Quadro 4- Composigéo do tampéao de hidratacao

Tampao de hidratagéo
CHAPS 4%
UREIA 7M

TIOUREIA 2M




Quadro 5-Composicao da solucédo de TCA 10%

TCA 10%

0,5g de TCA

gsp 4mL de Tampao sédio-fosfato (PBS)
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Quadro 6-Composicao do gel de poliacrilamida SDS-PAGE utilizado para analise de

extracao proteica

Gel de poliacrilamida para analise de proteinas

Reagente volume
GEL DE SEPARACAO
Agua MIliQ 7,4 mL
Acrilamida/Bis acrilamida 3,5mL
Tris Base 1,5M pH:8,8 3,75mL
SDS 8yl
APS 10% 50pl
TEMED 10ul

Gel de empilhamento

Agua MIliQ 3,05 mL
Acrilamida/Bis acrilamida 650ul
Tris Base 0,5M pH:6,6 1,25 mL
SDS 3,2ul
APS 10% 25ul
TEMED 5ul
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5.6 Analise dos dados

A andlise estatistica foi realizada utilizando a Anadlise de Variancia (ANOVA),
seguida pelos testes de comparacao multipla, para comparacao de trés grupos, test t
para comparacao de dois grupos, utilizando o software SigmaPlot (Systat Software,
San Jose, CA). O tamanho amostral foi estimado considerando as diferencas
esperadas entre as medias e o desvio esperado, considerando-se um poder de teste
de 0,8, com a de 0,05. O teste de Spearman foi utilizado para investigar a possivel
correlacdo entre as variaveis estudadas. Os niveis de significancia foram estimados
pela aplicacdo do teste do qui-quadrado. O software GraphPad Software, La Jolla
California EUA foi usado para calculo de outlier (site:
http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm. Acessado em 14/04/2018). As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.


http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm
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6- RESULTADOS

6.1- Baseline

A populacdo de estudo compreendeu 28 pacientes com leucemia linfocitica cronica
(LLC) com idade média de 65,7 anos (faixa etaria 49 — 90anos); 17 do sexo
masculino e 11 do sexo feminino. O diagndstico foi realizado através de avaliagdo
clinica, hemograma e imunofenotipagem pelos médicos do Setor de Hematologia e
Oncologia do Hospital das Clinicas. Os pacientes foram divididos em dois grupos de
acordo com a classificacdo de Binet: Binet A: 23 pacientes Binet B+C: 5 pacientes

para posteriores correlagdes dos dados.

O grupo controle foi composto por 24 individuos saudaveis, moradores da
comunidade em geral e nivel socio-econémico similar aos pacientes com LLC,
doadores voluntarios de sangue periférico, com idade média de 66,2 anos (faixa
etaria 51-80 anos); 12 do sexo masculino e 12 do sexo feminino. Os dados clinicos
e laboratoriais dos integrantes do estudo estdo apresentados na Tabela 1. Foram
observadas diferencas significativas na analise do hemograma quando comparado
0s grupos de pacientes com LLC e Grupo Controle. Diferencas significativas foram
encontradas na contagem eritrécitos, na concentracdo de hemoglobina, na
contagem de plaquetas, na contagem de leucadcitos e de linfocitos (p<0.05) conforme
(Tabela 1).

Tabela 1 -Dados clinicos e laboratoriais de pacientes com LLC e grupo
controle.

Pacientes Controle Valor de p

Eritrécitos* 4,27 5,29 P =<0,001
(106 /mm3) (+/-0,787) (+/-0,809)

Hemoglobina** 13,5 15,3 P =0,003

(g/dL) (12,125-14,800) (14,300-17,100)
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Plaguetas**

122,0

227,0 P <0,001

(103 /mm3) (79,75-212,0) (172,0-287,0)

Global de 40,19 6,16 P=0,0002
Leucécitos* (+/-40,74) (+/-1,9)

(103 /mm3)
Linfécitos™ 19,85 2,40 P <0,001
(103 /mm3) (9,80-43,44) (2,00-2,80)

*: média = SD; **: Mediana e intervalo interquatrtilico

6.2- Validacao do cultivo celular

A curva de sobrevida demonstrou que até 48 hs a perda celular foi de

aproximadamente 7% apenas (Grafico 1). Baseando-se nisso, foi estimada

utilizacdo de VEs do cultivo celular a partir do sobrenadante de 48 horas de cultura,

uma vez que, nesse periodo a populacdo celular teve melhor aproveitamento para

0s experimentos em geral. Esse periodo de cultivo foi importante inclusive para ndo

propiciar davida com os resultados de morte celular com o ICs, calculado. O ICs,

calculado, para farmaco fludarabina em células ex vivo de PBMC leucémicas, por

programa OriginPro8 demonstrou concentracdo meédia de 11,76 ug/mL (ou 32,20uM)
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Grafico 1-Andlise da sobrevida de células de PBMC de pacientes com LLC cultivadas (ex vivo)

6.3- Perfil de distribuicdo do diametro das VEs, por NTA, antes e apo6s
exposicao a fludarabina

Na andlise de distribuicdo geral de tamanho médio das VEs por rastreamento de
nanoparticulas-(NTA), todos os grupos demonstraram perfil heterogéneo com
predominéancia de tamanho correspondente a classificacdo de microparticulas (100 a
1000 nm). Entre o grupo controle e VEs de cultura ex vivo de PBMC de pacientes
com LLC as medianas foram diferentes (Figuras 10 e 11), porém a concentracao de

vesiculas ndo apresentou diferenca estatistica (p=0,110)(Grafico 2).



57

£2 Results
70 - Stats: Merged Data
Mean: 239.8 nm
60 o Mode: 1859 nm

He l & B SD: 89.2 nm

D10: 150.7 nm
590 i D50: 202.1 nm
o a D90: 353.7 nm
2 40+ .
2 Stats: Mean +/- Standard Error
2 4] Mean: 240.2 +/- 5.4 nm
£ Mode: 188.6 +/- 7.0 nm
s sD: 88.1 +/-5.9 nm
29 Capture~10-307 D10: 151.8 +/- 3.9 nm
: W:ggﬁg D50: 201.9 +/-48nm
10 - c_“mc""“'e 1057 D90: 3483 +/- 154 nm
B Coptre~1041-10 Concentration: 6.59¢+008 +/- 1.90e+007 particles/ml
o i ; : , : I I 33.4 +/- 1.0 particles/frame
0 500 1000 1500 2000 2500 2000 2500 00 39.4 +/- 1.1 centres/frame

Size (nm)

Intensity / Size graph for Experiment:
Capture 2017-10-06 10-35-14

Figura 10- Determina¢do do didmetro de VEs obtidas de grupo controle utilizando a analise de
Rastreamento de Nanoparticulas,( NTA).Imagem do software NanoSight 2.3, de amostra de controle.
Distribuicdo heterogénea, com predominio de vesiculas compativeis com descricdo para
microparticulas. Mediana =188.6 (+/- 7,0 nm)
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Figura 11-Resultado da andlise, por NTA no software NanoSight 2.3, de amostra de cultivo ex vivo
sem exposicao a fludarabina. Distribuicdo heterogénea, com predominio de vesiculas compativeis
com descricéo para microparticulas. Mediana= 112,7 (+/- 6,7nm)
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Grafico 2- Concentracdo de VEs obtidas em cultura de PBMC ex vivo de controle e pacientes com
LLC

Avaliando a interacdo com quimioterdpico fludarabina, a mediana também foi

diferente da cultura sem exposic¢éo a fludarabina e do controle (Figura 12).
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Figura 12 - Resultado da andlise, por NTA no software NanoSight 2.3, de amostra de cultivo ex vivo
de PBMC exposta a fludarabina. Distribuicdo heterogénea, com predominio de vesiculas compativeis
com descricao para microparticulas. Mediana= 146,2 (+/- 2,9nm)

Apesar das medianas diferentes para o tamanho, ndo houve diferenca estatistica
comparando as concentragcdes médias estimadas das VEs de todos 0s grupos —

controle, e cultura de PBMC com e sem exposi¢ao a fludarabina (Gréafico 3).
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Gréfico 3- Determinacdo da concentracdo de VEs utilizand a analise de rastreamento de

nanoparticulas (NTA) . Ndo houve diferenca significativa na concentragdo de VEs dos diferentes

grupos
ex vivo

. Entre controle e cultura ex vivo de PBMC sem fludarabina p=0,110; entre controle e cultura
de PBMC com fludarabina p=0,8902; entre cultura ex vivo de PBMC com e sem fludarabina

p=0,8902.

6.4- Perfil de distribuicdo do diametro das VEs, por DLS, antes e ap0s

expos

A anél

icdo a fludarabina

ise da distribuicdo do tamanho por disperséo dinamica de luz (DLS) confirmou

o perfil heterogéno das VEs e predominio de microparticulas, assim como
previamente relatado pela NTA (Figuras 13, 14 e 15).
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Figura 13-Grafico de distribuicdo do tamanho das VE por intensidade (%) no qual se percebe
distribuicao heterogénea das VEs em amostra de controle com auséncia de corpos apoptoéticos.
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Figura 14- Grafico de distribuicdo do tamanho das VEs por intensidade (%)no qual se percebe
distribuicdo heterogénea das VEs em amostra de cultivo ex vivo de células de PBMC de paciente
com LLC sem exposicao a fludarabina. Nota-se auséncia de corpos apoptoticos

Size Distribution by Intensity

2 e R R I R :
T0F o .................. ._ ............... . .................

Intensty (Percent)
[s7]

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Figura 15-Grafico de distribuicdo do tamanho das VEs por intensidade (%)no qual se percebe
distribuicdo heterogénea das VEs em amostra de cultivo ex vivo de células de PBMC de paciente
com LLC com exposicéo a fludarabina. Nota-se auséncia de corpos apoptéticos

Alem disso, através da DLS podemos analisar os subgrupos das VEs
separadamente de acordo com a intensidade (%). A exposicdo ou nao a fludarabina
nao interferiu na distribuicdo do tamanho das vesiculas extracelulares entre as
cultura ex vivo de PBMC do grupo controle, de pacientes com LLC nédo expostos a

fludarabina e de pacientes com LLC expostos a fludarabina (Graficos 4, 5 e 6)

Foram utilizados dados da intensidade percentual em relacdo ao tamanho extraida

do software do equipamento (ZetaSizer Software 7.11).
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B Exossomos da cultura ex vivo de Controles (ECT)
30 Exossomos da cultura ex vivo sem fludarabina (ECSF)
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Gréafico 4- Distribuicdo de tamanho dos exossomos (por intensidade) .Nao houve diferenca
significativa na distribuicdo dos exossomos entre os diferentes grupos (p=0,270).
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Gréfico 5- Distribuicdo de tamanho das microparticulas (por intensidade). N&do houve diferenga
significativa na distribuicdo de microparticulas entre os diferentes grupos (p=0,291)
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Gréfico 6- Distribuicdo de tamanho dos corpos apoptéticos (por intensidade) .Nao houve diferenca
significativa na distribuicdo de corpos apoptéticos entre os diferentes grupos.(p=0,472)

6.5- Perfil de imunofenotipagem das VEs antes e apds exposicao a Fludarabina
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Devido ao tamanho das beads utilizadas para calibracao na citometria de fluxo (0,7 a
0,9 um), considerou-se também por “microparticulas” (MPs) as VEs analisadas por
este método. Os dados da imunofenotipagem das MPs mostraram predominania de
MPs de origem de populacao linfocitaria (referente a marcagédo por CD19)(Gréfico 7)
em detrimento das MPs de origem de populacdo monocitica (referente a marcacéo
por CD14) (Grafico 8).
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Graéfico 7- Perfil de imunofenotipagem das VEs extracelulares marcadas com CD19. As VEs também
foram chamadas de MPs por este método. CD19 descrimina as MPs de origem linfocitaria
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Grafico 8- Perfil de imunofenotipagem das VEs extracelulares marcadas com CD14.As VEs também
foram chamadas de MPs por este método. CD14 descrimina as MPs de origem monocitica.

A partir do numero de eventos analisados pela citometria de fluxo, uma férmula
adaptada de Campos et al. (2010), permite calcular a quantidade de microparticulas
por ul. A formula utilizada foi descrita no item 5.5.2.3. Houve diferenca significativa
entre MPs de cultura ex vivo de PBMC do Grupo Controle e das MPs de cultura ex

vivo sem fludarabina (p =0,0121) (Grafico 9).
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Grafico 9- Quantidade de microparticulas.. Barras horizontais representam a média do nimero de
MPs. *P=0,0121: Houve diferenga estatistica entre controle e MPs da cultura ex vivo de PBMC sem
fludarabina. Nao foram encontradas outras correlagdes entre os dados.

Diante do perfil de distribuicdo analisado acima, a proxima etapa foi verificar o pefrfil
da expressdo dos genes do complexo CD3 do TCR ente pacientes com LLC e
controle, seguido da verificacdo se as VEs estariam carreando mRNAs deste

complexo associado a imunodeficiéncia conforme dados abaixo

6.6- Analise da expressdo do mRNA dos genes do complexo TCR/CD3

Foi feita analise de expressdo dos genes das cadeias ¢ (épsilon), 6 (delta), y (gama)
e ( (zeta) do complexo CD3 do TCR nas VEs. Os outliers foram identificados e a
analise estatistica foi realizada tanto na presenca quanto na auséncia desses dados
e em ambas as situacdes as diferencas significativas foram concordantes. Na Figura
16, nota-se perfil de amplificacdo dos primers (sequéncias iniciadoras) e presenca
de deteccdo do RNAm enddgeno (GAPDH)
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Figura 16- Perfil de amplificacdo da gPCR. l:Componentes da cadeia TCR/CD3 em amostra de
sangue total de pacientes com LLC; Il: Expressdo de GAPDH em amostras extraidas de VEs de
sobrenadante da cultura celular ex vivo do PBMC de pacientes com LLC;lll: Melt curve para GAPDH
das amostras de VEs

A andlise da expressao dos genes das cadeias € e { mostrou diferenca significativa
entre amostras de sangue total dos individuos do grupo controle e amostras de
sangue total de pacientes com LLC sendo menos expressa nos pacientes(p=0,008).
Ja para as cadeias y e & ndo houve diferenca significativa de expressao. Foi
detectado o carreamento do mRNA dos genes do complexo CD3 nas vesiculas
extracelulares liberadas em cultura ex vivo de PBMC dos pacientes com LLC,

embora nao estatisticamente relevantes (Graficos 10,11,12 e 13).
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Gréfico 10- Expressao da cadeia ¢(épsilon) do complexo CD3. *Houve diferenca significativa entre
controle e pacientes com LLC (p=0,008). Barras horizontais representam mediana e intervalo
interquartilico da expresséo.
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Gréafico 11-Expressdo do gene da cadeia & (delta) do complexo CD3. N&o houve diferenca
significativa entre controle e pacientes com LLC (p=0,433). Barras horizontais representam mediana e
intervalo interquartilico da expressao.
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Gréfico 12-Expressdo do gene da cadeia y (gama) do complexo CD3. N&o diferenca significativa
entre controle e pacientes com LLC (p=0,143). Barras horizontais representam mediana e intervalo
interquartilico da expressao.
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Gréfico 13-Expressao do gene da cadeia {(zeta) do complexo CD3. * Houve diferenga significativa
entre controle e pacientes com LLC (p=0,014). Barras horizontais representam mediana e intervalo
interquartilico da expressao.
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6.7- Perfil proteico das VEs

Podemos avaliar na Figura 17, a qualidade e perfil da extracdo proteica em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)e coradas com comassie

Figura 17-Gel de poliacrilamida SDS-PAGE da extracdo proteica inicial de VEs do sobrenadante da
cultura celular ex vivo de PBMC de pacientes com LLC.Gel desidratado.Primeira canaleta represent
padrdo de peso molecular e nas canaletas seguintes replicatas de mesma pool de amostras
extraidas.Peso molecular proximo a 75 KDa.

A analise qualitativa do conteudo proteico das VEs pode ser visualizada na Figura
18. Devido ao menor numero de pacientes com LLC de classificacdo Binet B e Binet
C, esses dois foram estudados em conjunto (Binet B+C). Foram utilizadas também
nesta avaliagdo, duas amostras de pacientes com LLC sem nenhum tipo de
tratamento quimioterapico porque foram importantes na padronizacdo do cultivo ex
vivo (canaletas identificadas como 2 e 3 do gel na Figura 18). Avaliamos no gel,
portanto, extracdo proteica de: VEs de controle; VEs de pacientes Binet A sem
exposicdo in vitro a fludarabina; VEs de pacientes Binet A expostas in vitro a
fludarabina; VEs de pacientes Binet B+C sem exposicao in vitro a fludarabina, VEs
de pacientes B+C expostos a fludarabina. Através da interpretacdo da captura da
imagem do gel de poliacrilamida pelo programa Image J (Fiji 1.46), foi possivel
perceber aumento de cerca de 4,16% no conteudo proteico das VEs provenientes do
cultivo ex vivo de PBMC de pacientes de Binet B+C em relacdo aos pacientes
Binet A (seta vermelha) referente a proteinas de peso molecular mais proximas de
50KDa que de 75KDa conforme Figura 18.
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Figura 18- Gel de poliacrilamida SDS-PAGE da extracdo proteica das VEs corado com prata.1- Pool
de amostras de controle; 2- Pool de amostras de cultivo ex vivo de PBMC de pacientes sem
tratamento para LLC sem exposicdo a fludarabina ; 3-Pool de amostras de cultivo ex vivo de PBMC
de pacientes sem tratamento para LLC com exposicdo a fludarabina; 4-Pool de amostras de cultivo
ex vivo de PBMC de pacientes Binet A sem exposicao a fludarabina; 5- Pool de amostras de cultivo
ex vivo de PBMC de pacientes Binet A com exposicao a fludarabina; 6- Pool de amostras de cultivo
ex vivo de PBMC de pacientes Binet B/C sem exposicdo fludarabina; 7-Pool de amostras de cultivo
ex vivo de PBMC de pacientes Binet B/C com exposicéo a fludarabina.(Seta vermelha indica posi¢éo

de novas bandas em relagdo as outras amostras)
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7-DISCUSSAO

A ocorréncia de casos de LLC é muito comum apds a idade de 60 anos,neste
estudo, a idade dos pacientes comeca em 49 anos. Dois pacientes tinham idade
entre 50 e 60 anos e 0s outros 26 pacientes tinham idade superior a 60 anos com
predominio de pacientes com 70 e 80 anos (11 e 8 pacientes respectivamente).
Pacientes idosos tendem a desenvolver doenca mais agressiva, principalmente

devido a comorbidades ja existentes antes do diagnaostico.

Sabidamente, a LLC, do ponto de vista de tratamentos, € uma doenca incuravel, e
varios sao os biomaradores de prognaosticos para ajudar na classificacao clinica e no
melhor esquema quimioterapico para os pacientes com LLC, nesse contexto, a
busca de biomarcadores para progndéstico e, até mesmo, diagndstico, se torna
coerente e necessaria. Quanto as caracteristicas clinicas da doenca, conforme
observado neste estudo, envolve os achados de linfocitose e anemia nestes
pacientes. Sabe-se que uma das alteracdes relacionadas com a instalacdo de
anemia nestes pacientes deve-se ao envolvimento extenso da medula 0ssea que
leva & anemia progressiva em pacientes com LLC, sendo que em 10 a 15% dos
pacientes, a anemia é do tipo hemolitica autoimune podendo ter influéncia da propria
fludarabina. Os linfocitos B na LLC geralmente produzem autoanticorpos. Esses
autoanticorpos fazem parte da caracterizacdo do fendbmeno autoimune
frequentemente observado nesses pacientes, causando anemia e trombocitopenia
autoimune. Aproximadamente 2% dos pacientes com LLC apresentam puarpura
trombocitopénica imune, que responde positivamente ao tratamento com
corticosteroides (BORDIN, 2005; GOMES et al., 2018).

Essas variagbes em relagcédo ao tratamento s&o sempre fatores que podem alterar os
dados clinicos dos pacientes com LLC, uma vez que se almeja a melhoria. No grupo
de pacientes deste estudo por exemplo, 37% estavam fazendo uso de
quimioterapicos  (Ibrutinibe, clorambucil ou ciclofosfamida+fludarabina). A
Fludarabina foi escolhida para este estudo porque é frequentemente utilizada como

tratamento de primeira linha na LLC no esquema FCR: Fludarabina, ciclofosfamida e
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rituximab. A Fludarabina € carregada negativamente em pH fisiolégico e, portanto, é

incapaz de entrar nas células(Figura 19)

Figura 19- Estrutura da Fludarabina.Fludarabine; 21679-14-1; F-Ara-A. Fonte: Source:
PubChem.URL: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov, acessado Ultima vez em 10 de junho de 2018

Assim, funciona como um pré-farmaco que € convertido metabolicamente, pela
desfosforilacdo no antimetabdlito F-ara-A. F-ara-A parece ser levado para dentro das
células por transporte facilitado,onde é refosforilada ao monofosfato pela
desoxicitidina quinase e, posteriormente, do difosfato e trifosfato. O trifosfato, F-ara-
ATP, é o principal metabolito intracelular da fludarabina e o Unico metabolito
conhecido por ter atividade citotoxica. Por ser analogo de purina, certamente sua
atividade citostéatica ja € bastante descrita, principalmente a nivel medular causando
inclusive citopenias, mas também possui sua acdo em células da circulacéo
snaguinea. A nivel celular a fludarabina também possui suas a¢des como inibir a
DNA primase, uma proteina acessoria que sintetiza um RNA primer necessario para
iniciar a sintese da fita atrasada pela DNA polimerase. KOHNKE et al. (2012)
também demonstraram interferéncia a nivel molecular no uso da fludarabina, uma
vez que, varias proteinas da membrana plasméatica em células humanas de
leucemia e linfoma foram afetadas pelo tratamento com fludarabina, incluindo
diminuicbes no CD22 (uma molécula de adesdo e sinalizacdo) e aumentos no
CD205 (um "marcador de célula danificada" majoritariamente envolvida na apoptose)
,CD80 e CD50 (moléculas de interacdo celular) ( RICCI et al., 2009; STRATI et al.,
2015 GOMES et al., 2018).

No entanto, uma pergunta em relacdo a esse contexto da medicacéo foi se as VEs

enquanto possiveis biomarcadores poderiam se correlacionar a alguma variacéo
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resultante da influéncia de tratamento, pois, as VEs séo liberadas de diferentes tipos
de células em ambas condi¢des normais e de estresse. Visto que, parecem sempre
carregar a “identidade” da célula de origem, os perfis das células leucémicas e o
impacto do tratamento poderiam ser avaliados nas VEs. Sendo assim, sua atividade
biolégica depende da origem das células, do conteudo que elas carregam e das
condi¢cdes do microambiente de sua liberacdo, que podem ter efeitos benéficos ou
prejudiciais. O microambiente pode regular sua liberacédo e a quantidade e qualidade
do seu conteudo (GUO et al., 2018). Existe, portanto, o objetivo da biologia celular
bésica e estrutural de entender como, a partir de que estrutura e por qué as VESs sao
formadas (KOWAL et al., 2016), e também, existe a importancia de utilizar as VEs
como biomarcadores para distinguir entre diferentes patologias (MIGUET et al.,
2009). Muito tem sido feito para provar que as VEs de situacdes patologicas
diferentes possuem perfis fenotipicos diferentes, assim como KESIMER e GUPTA (
2016) conseguiram demonstrar que células epiteliais de mesmo sitio, liberam
vesiculas com propriedades fisicas e tamanhos distintos. Enquanto isso, HONG et
al., (2014) demonstraram que o tratamento quimioterapico em pacientes com
leucemia mieloide aguda, modificou o perfil das VEs. Essas caracteristicas
investigadas nas VEs poderiam se aplicar ao contexto dos pacientes com LLC, uma
vez que, atualmente, ha uma necessidade muito grande de estabelecer e prever
progressao de uma maneira eficiente das classificacdes clinicas dos pacientes com
LLC para melhor manejo clinico terapéutico para esses pacientes. Afinal,
hodiernamente, a taxa de progressdo € bastante empirica e depende do
acompanhamento individual dos pacientes (CHIATTONE, 2005). Portanto, conseguir
avaliar diferencas em numero, tamanho e conteudo das VEs em pacientes com LLC
teriam uma infinidade de aplicacdes: avaliacdo clinica, previsdo de progressao

clinica, avaliacdo do tratamento e avaliagdo de doenca residual minima.

Em relacdo a essas VEs na LLC, nosso estudo demonstrou que ha uma diferenca
na meédia da concentragcdo de VEs entre pacientes com LLC e grupo controle, no
entanto, elas ndo foram significativas. Outra caracteristica avaliada nesse trabalho
foi a distribuicdo muito heterogénea das VEs provenientes de PBMC de pacientes
com LLC e que dentre os subtipos, ha predominio de microparticulas em relacdo a
€X0SSomos e corpos apoptéticos, e, uma correlacdo positiva entre nimero de MPs e

linfocitose - caracteristica da LLC. Dados prévios do grupo demonstraram que as
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MPs de origem linfocitaria também estdo aumentadas no plasma dos pacientes com
LLC. Nesse sentido, uma possivel padronizagdo das VEs poderia torna-las
potenciais biomarcadores na classificacéo clinica, ou mesmo avaliar remissdo com
tratamento, uma vez que o aumento das MPs se relaciona ao aumento dos linfocitos
também. Certamente, que outras patologias que envolvem os linfocitos,
principalmente Linfocitos B, deveriam ser avaliadas para aumentar especificidade

descartando corretamente situacoes de resultados falso-positivos.

Também foi demonstrado, neste trabalho, que o tratamento quimioterapico é capaz
de alterar, para mais, o nimero de MPs de tamanhos maiores, mesmo que
aparentemente ndo modifique significativamente a concentracao total de VESs. Isso
sugere que VEs de origens e tamanhos diferentes podem ser liberadas
diferentemente em resposta ao tratamento quimioterapico. Logo, uma
subclassificagdo em maiores subtipos das VEs pode ser proposto, uma vez que a
faixa de distribuichio de tamanho ndo é igual, pois exossomos vao de
aproximadamente 25 a 100nm, enquanto MPs vao de 100 a 1000nm, ou seja,
quase 10 vezes maior a faixa de tamanho. Baseado nestas observagdes, uma
poposta seria dividir nas 3 faixas seguintes: MPs menores de 100 a 400nm, MPs
médias de 400 a 700nm, e MPs maiores de 700 a 1000nm, neste caso, essa € uma
divisdo tedrica, o ideal seria avaliar o padrdo de atividade biol6gica ao longo das
faixas de tamanho. Nessa classificacdo, baseando nos resultados deste trabalho,
poderiamos avaliar, por exemplo, se um perfil pro-inflamatério aumentaria mais o
namero das MPs menores ou das MPs maiores; se a resposta ao tratamento

aumentaria mais o nimero das MPs médias ou mesmo exosSsomos.

Ao inquirir todo esse contexto da LLC, as VEs juntamente as influéncias da
guimioterapia, uma das perguntas que sustentaram este trabalho foi: qual poderia
ser a extensao do envolvimento das VEs na evasdo imune observada nos pacientes
com LLC. Sabe-se que a desregulacdo imune € uma caracteristica fundamental da
leucemia linfocitica cronica. Desde anemias autoimunes agravadas por tratamentos
até ocorréncia de infeccbes (BORDIN, 2005; FORCONI; MOSS, 2015). Cerca de
25% dos pacientes com LLC diagnosticados apresentam hipogamaglobulinemia e
um adicional de aproximadamente 25% desses pacientes com niveis normais de
imunoglobulina no diagndstico desenvolvera hipogamaglobulinemia durante o curso

de sua doenca. Essas informacfes sdo importantes em virtude de que uma
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diminuicdo nos niveis gerais de IgG aumentam a predisposicdo a infeccdes
(MEDSKER et al., 2016). Dentre as principais infec¢cdes que acometem 0s pacientes
com LLC estdo as bacterianas sendo o Streptococcus pneumoniae de maior
importancia seguida por outros causadores de pneumonia como Pneumococcus,
Pseudomonas aeruginosa, Pneumocystis carinii e Aspergillus fumigates. Também
estdo bem relatadas incidencias de infeccdes por Epstein-Barr virus,
citolomegalovirus, herpes tipo 1 e 2, hepatite B e adenovirus (ABBASI, 2012). Essa
funcdo imune debilitada é grande parte devido a defeitos em linfocitos T. As funcdes
dos linfécitos T também dependem de receptores co-sinalizadores, inibitérios ou
estimulantes (PALMA et al., 2017). A disfuncédo dos linfocitos T em pacientes com
LLC pode ser atribuida a alteracdes da expressdo dos componentes do complexo
TCR/CD3 e tirosina quinases intracelulares associadas. O receptor TCR
convencional € expresso pela maioria dos linfécitos T e consiste de duas cadeias
polipeptidicas glicosiladas (alfa e beta) mantidas juntas por ligagBes dissulfeto. O
TCR alfa/beta € por sua vez associado fisicamente (mas ndo por ligacdo covalente)
a uma proteina chamada CD3, formando o complexo funcional TCR-CD3 na
superficie  doslinfécitos T. O TCR alfa/lbeta deve discriminar 0s
diferentes peptideos ndo-proprios apresentados pelas moléculas de MHC na
superficie das células apresentadoras de antigenos. O TCR alfa/beta participa na
interacéo peptideo-MHC e o CD3 na transducédo de sinais no interior dos linfécitos T
(Figura 20) (ABBAS et al, 2008).

CD3
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Figura 20- Receptor de células T (TCR) e sua interacdo com cadeias do complexo CD3. Nota-se
interagcdo das cadeias a e 8 e as cadeias do CD3 na transducéo do sinal intracelularmente. Fonte:
STAUSS et al., (2007)

Estudos tem apresentado dados de expressdo da cadeia ¢ do complexo TCR/CD3
em pacientes com LLC e outras neoplasias. Esta abordagem ganha importancia
principalmente devido a associacdo com a proteina ZAP-70 que tem sido
considerada um biomarcador de prognostico em LLC. Esses estudos indicaram
anormalidades multiplas de células T, especialmente em LLC de fase indolente,
sugerindo um estado de ativacado cronica e aberrante. Ha relatos de expressao de
TCR alterada em 64% dos pacientes com neoplasias mieloides (incluindo leucemia
mieloide aguda, leucemia mieloide cronica e sindrome mielodisplasica), e a reducao
da expresséo do gene da cadeia { sendo mais pronunciado nas células Natural Killer
(NK) do que as células T levando até mesmo a deficiéncia de NK em alguns casos.
A recuperacdo da expressdo dos genes da cadeia do TCR foi associada a inducéo
de remissdo bem sucedida, enquanto os pacientes com doencas refratarias falharam
em fazé-lo. A auséncia da cadeia ¢ do complexo TCR/CD3 néo apenas influencia a
expressdo de TCR na membrana celular e o nimero de células T circulantes
positivas (CD4+ ou CD8+), mas também prejudica a resposta proliferativa e o nivel
de ativacdo de linfécitos maduros. Desta maneira, podemos melhor compreender
ndo s6 a imunodeficiéncia contra agentes infecciosos, mas também a evasdo do
sistema imune em reconhecer as células cancerosas ( WHITESIDE, 2004; KIAIl et
al., 2005; LI, 2008; CHEN et al., 2011; LI et al., 2011; UPRETI et al., 2016). E sabido
que deficiéncias em CD3g, CD3y e CD3( resultam em bloqueio grave da maturacéo
de timdcitos no estagio DN (fase duplo negativa dos linfocitos (CD 47/CD87). Sendo o
bloqueio mais grave causado por remogcdao de CD3e que leva a um
comprometimento completo do desenvolvimento dos timdcitos no estagio DN. A
situacdo € diferente para os estagios subsequentes da diferenciacdo do timocito,
incluindo selecdo timica. Para estas fases, todos os trés dimeros parecem ser
importantes, pois a selecao fica severamente prejudicada na auséncia de qualquer
das cadeias do CD3. (DAVE, 2009). Nesse enquadramento, este trabalho
demonstrou diminuicdo da expressdo dos gene da cadeia { e ¢ do complexo
TCR/CD3 , conforme ja descrito anteriormente por HUANG et al., (2012). Neste

estudo a populacdo era de origem asiatica e uma perspectiva de uma populacéo
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brasileira poderia agregar maiores informacdes, por isso foi repetida esse padréo de
genes da cadeia do TCR/CD3, e de fato, curiosamente, ndo encontramos diferencas
significativas na expressao dos genes do gene da cadeia y como esse outro grupo

relatou.

Essa relacdo dos linfocitos T com os linfécitos B é muito importante pois sdo 0s
linfécitos T que, estimulam a expansao clonal das células B, a mudanca de classe, a
maturacdo da afinidade e a diferenciacdo em células B de memodria.
A apresentacdo de antigenos processados pelos linfécitos B ativados ao TCR
permite a aproximacdo e contato dos linfécitos, importante para garantir a
transmissao de sinais de ativacdo (ABBAS et al, 2008). Visto que a expanséao clonal
anormal dos linfécitos B é uma das caracteristicas na LLC, ndo h& como
desconectar a ineficiéncia entre essas duas classes de linfécitos na LLC e a

transducéo da sinalizacdo pelo TCR/CD3.

Além dessa associacdo da disrupcdo da eficiéncia dos linfocitos, este trabalho
demonstrou que foi possivel a deteccdo de expressdo dos genes das cadeias do
CD3 a partir de contetdo das VEs. Devido a diminuicdo estabelecida na expressao
dos linfocitos de sangue total, sugerimos que esse achado esteja relacionado a
diminuicdo da disponibilidade de RNAm para expressao do complexo TCR/CD3,
atuando as VEs como moduladoras da resposta imune a nivel de célula T. Esse
raciocinio pode ser sustentado por trabalhos anteriores que demonstraram que as
VEs poderiam “reter” moléculas de farmacos em seu interior podendo atuar mais no
sentido da evasdo que na distribuicao efetiva dos farmacos (DORAYAPPAN et al.,
2016; MIGUET et al., 2009).

Além disso, uma vez que o tratamento com fludarabina é capaz de promover
mudancas moleculares nas células expostas (KOHNKE et al., 2012), neste estudo
foi analisado qualitativamente as caracteristicas proteicas das VEs dos pacientes
com LLC. Afinal, em muitos tipos de cancer, as proteinas estdo mediando
reprogramacgdo das ceélulas quanto ao metabolismo, a sobrevivéncia celular, da

atividade antiapoptotica e estratégias de defesa, colocando as proteinas sempre
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como biomarcadores potenciais. Foi observada diferenca na distribuic&o proteica de
pacientes Binet B+C em relacdo aos pacientes Binet A independente da exposi¢do a
fludarabina. Esse achado alimenta a perspectiva de associar novas proteinas e suas
funcbes na patogénese da LLC, assim como ADMONI-ELISHA et al. (2016)
associou a expressao da proteina DDX46 com menor sobrevida de pacientes com
LLC podendo portanto, servir como marcador de prognostico ou alvo terapéutico..
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8-CONCLUSAO

8.1 Por meio das técnicas de analise de rastreamento de nanoparticulas e dispersao
dinamica de luz foi possivel avaliar o perfil da distribuicdo tamanho das EVs que foi
bastante heterogéneo, todavia com predominio de MPs. Imunofenotipicamente, as
VEs foram predominantemente de linfécitos confirmando o perfil do PBMC em que
ha predominio de linfécitos principalmente em pacientes com LLC em que até 90%
das células circulantes podem ser linfocitos B.

8.2 Quanto a exposicdo a fludarabina, ndo houve diferengas significativas de
concentracdo nem de tamanho entre o0os subgrupos de VEs — exossomos,
microparticulas e corpos apoptéticos- embora para MPs maiores (700-900nm)
identificadas pela citometria de fluxo, a exposicdo ao quimioterdpico tenha
aumentado o numero de MPs. O que pode sugerir que VEs de origens e tamanhos

diferentes podem ser liberadas diferentemente em resposta a tratamentos.

8.3 Nesse contexto da LLC de interacéo entre linfocitos B e T através dos genes do
complexo TCR/CD3, os genes para as cadeias € e { do complexo foram menos
expressos em amostras de sangue total de pacientes com LLC em comparac¢do com
controle, enquanto os genes y e O nado tiveram expressdo significativamente
diferentes entre amostras de pacientes com LLC e controle. Foi detectado expresséo
dos genes do complexo TCR/CD3 em VEs que podem atuar como complicadoras no
estado imune dos pacientes com LLC ao diminuir a disponibilizacdo celular desses
RNAmM para células T.

8.4 Nessa busca de novos biomarcadores, a extracdo proteica analisada
gualitativamente por gel SDS-PAGE mostrou discreta diferenca no perfil proteico
entre classificacdes clinicas Binet A e Binet B+C, sendo o perfil Binet B+C com
aumento de proteinas de menor peso molecular

Infere-se portanto, que no presente trabalho conseguiu-se caracterizar vesiculas
extracelulares e expressao das cadeias do complexo TCR/ CD3 em pacientes com
leucemia linfocitica cronica e que a exposicado a fludarabina ndo evocou nenhuma

diferenca significativa em nenhum dos parametros.
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8.5 Perspectivas
Como perspectivas futuras tem-se aumentar o tamanho amostral para fazer

separacdo dos subgrupos de VEs e suas andlises morfoldgicas e funcionais
incluindo microscopia eletrénica; fazer andlise proteémica das VEs antes e apds
exposicdo ao quimioterapico; avaliar a possibilidade de silenciar e/ou estimular

vesiculacdo para fins especificos como transporte de farmacos.
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Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERWO DE CONSENTIMENTO LIVAE E ESCLARECQIDO

Projetc de Pasquiar: “Anaise celsbar, molacclar o plasmitica & Biomancadorcs de diagnistics, srogeditcn e avaliagds is vitro
de potendil tovaplutico de bioeokculss snliSas em emzdlras de zecientes com neoplastys mickoldes, Indoides o
medodiszlave”

SUTPROIETO: Menticaclo de bomarcadores de dlagndsike € grogndstico sm leutemie Anfocition admea par snmibam
noetakoldericas o reckecidares
Prezads |a) Senhere [s),

O Departamento de Andfses Clinias ¢ Toskokigicas da Facudlede de Farmicis da Uriversidade federsd de Winmn
Gerdis esti resllands ure entcdo v nleeesss pars © diagnistics o controle das Necplydas Mieldides, Linftides ¢
Niclodimpladas, Se wook nulser participar desse estido, soldtamos que autorize o coets de apendis 10 bl de seu sanue ¢ pae
fealzatnis woemes liboratoriehs que iscldtiic doasgera de protenss, exames gemdccos & tases com hiomoidoals
imzortartes parkmetror pars o dlagndstics, wakacEo de progrdsco ¢ descoberta de foves droges para Datanoito destis
doNgas A coleta 43 ANOStd Je Sangue weniso gOe, i vebes, ewaliar na fonmesio de um pequenc temstomas [roas) « keve
dor jocairads Irtretamdn, a coleta sera rita por profsary cagacitado ¢ com grande experidachy, Em caso de formago de
hematomas, 1000 dusklo sord prezado pelo seu medco Jishteme. Serd ulifaads materi descantived de boa gualalade
(U has e Tabion & Wicuo), visando o daito da colete. S0 cane e pungio de medils, mute proosdimenio werd realoado peln seu
medoo hereaiologista, Tady Indormaglo obtidy ressa pesquisa & corsiderada cosfiderdial Soe pantidpagio & tolalreesty
VOIS @ Crie vood 132 quoird particpal nlu haserd sutham peejeiio pamm e sy Satameste, O (a) 31(3) nio terd gualouer
Ups de despisa 2are partcipee da peujuss » nin berd remanerazia poe wis partkipas$a O sertlapanie e o pasqubador
ssxnardo duss Was Zeas, #eands Uma W com 0 pArpANTE € 3 CUrd COM 0 peEguiator. Este termio TCLE entaalios em
C0NSNINCA com & RESOLUCAD N® 456, DE 17 CE DEZEMNIO OF 2012, Qsavrjuer cutra Informacko que desejar paderd ser
otUds com o Frefense Adnaan de Pacls Sabino ds Faosdade de Farmaca URNG, avaves do Weielfone 33006352 Indaimegtes
wbre o2 Apectos 4ticts da pestuba poderde s otUdas cam o Corili du flica = Praguics da UTMGIDCER, pals telefone
108A82, lecalitado & foe. Antanio Carles, (627, Unidyde Adminkstratta 1L Camgus Parrpuha, 3cfo Horoate - WG, Desde 3
spraeso vim colaboracio.

do projeto,
Frofessoe de Hematehoghe o Focullade de Farmdtie da UFNYG




Anexo 2

Documento de aprovacgio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERALS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adrlano de Paula Sabino
Departamento de Anélises Clinicas e
Toxlcolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAQ

90

O Comité de Etica em Pesquisa ds UFMG - COEP
aprovou, no dia 13 de junho de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliacdo do mecanismo apoptotico e da expressao da Proteina-
Tirosina Quinase Zap 70 e de micro-RNAs na Leucemialinfocitica
Crbnica(lLLC)" bem como o Termo de Consentimento Livie @

Esclarecide

Q relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ac CCEF um

ano apos o inicio do projeto

L ‘\MX&L‘

Marla Teresa Marques Ama l
Coordenadora do COEP-UFMG
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Anexo 3

Emenda do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino

Depto. de Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmicia - UFMG

DECISAC

O Com#é da Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e aprovou, no
dia 22 de abril dg 2015, 3 emanda a0 projets de pesquisa intitulado “Avaliagio do
mecanismo apoptotico e da expressio da Proteina-Tirosina Quinase Zap 70
& de micro-RNAs na LeucemiaLinfocitica Cronica(LLC)" com as akteragtes:

o Inclusdo de pacientes com Sindrome Miekdisplisica @ Leuceamias
Miekides e Linfdides,

o Substituir o tifuio corrente per: “Analse calutar, molecular e plasmatica de
blomarcadores de dizgndstico, prognastico & avaliagdo in vitre de potencial
terapéutico de blomoMculas sintélicas em amostras de pacientes com
neoplasias mieloides, infdides e mielodispiasia”,

o Substituir: "estudar in vitro o efeito de diferentes quimicterapicos’ por
#siudar in vitro o efetto de biomolécudas, uma vez que quimicterdpicos sdo
usados pare comparaclo de feito de novas blomoléculas peia grupe de
estudo,

ST RIS @0 fempo de execuGAo do projelo, com extensaoc do prazo para

2020.

O wlltnin fingd vu parcal deverd ser ancaminhado 86 COEY um
ano apds o inlcio do projeto.

— : ' : '
P 7% C’c,:vf}zas h?ec/mcswwﬁ&
C _ Profa. Dra. Telma Carmpos Medeiros Lorentz —_—

Caordenadora do COEP-UFMG

Av Pree. Awonks Covlas, 6577 - et fbwinirimaivg & - 2% ooder - Saks 2V - Cop 1 205N - R
Teheflod (00 1) 300904592 - c-mad: coopet s afieg be
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