UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

ANA BEATRIZ GOUVEIA

AVALIACAO DE CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS EM AMOSTRAS DE
MEDULA OSSEA DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA
EM TRATAMENTO NO HOSPITAL DA CRIANCA DE BRASILIA

BRASILIA
2024



ANA BEATRIZ GOUVEIA

AVALIACAO DE CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS EM AMOSTRAS DE
MEDULA OSSEA DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA EM
TRATAMENTO NO HOSPITAL DA CRIANCA DE BRASILIA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade de Brasilia, como
requisito parcial a obtengdo do titulo de Mestre

em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Paula Monteiro de
Souza

Co-orientador: Dr. Felipe Magalhdes Furtado.

BRASILIA
2024



Autorizo a reproducdo e divulgacdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletrdnico, para fins de ensino, estudo ou pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogagdo da Publicagdo
(Obs.: esta catalogacao ¢ fornecida pela BCE/UnB — deve ser colocada exatamente como

fornecida pelo bibliotecario)



Ana Beatriz Gouveia

AVALIACAO DE CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS EM AMOSTRAS DE
MEDULA OSSEA DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA EM
TRATAMENTO NO HOSPITAL DA CRIANCA DE BRASILIA

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, como requisito

parcial & obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovadaem _ de de 2024.

Banca Examinadora

Profa. Dra. Paula Monteiro de Souza - Universidade de Brasilia

Dr. Felipe Magalhaes Furtado - Universidade de Brasilia

Profa. Dra. Angélica Amorim Amato - Universidade de Brasilia

Dra. Robéria Mendonga Pontes - Hospital da Crianca de Brasilia



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer ao meu parceiro Guilherme e aos meus pais e irmao
por terem sido tdo pacientes nesse periodo. Sem o apoio de vocés, eu provavelmente ndo teria
conseguido passar por isso. Muito obrigada € eu amo muito vocés!

A minha familia, por todas as vezes que expressaram seu apoio, principalmente nos momentos
de maior dificuldade.

As minhas queridas amigas, que também foram pacientes, grandes incentivadoras e mais uma
fonte de inspiracao. Ver as mulheres fortes que vocés sdo nos desafios da vida e da ciéncia ¢
um privilégio e sou muito grata por té-las por perto!

A minha psicologa, Nathalia Cavalcanti, por todos os puxdes de orelha e por me ajudar a
continuar, principalmente nos momentos de maior dificuldade e ansiedade.

As minhas amigas e colegas sabianas, pela paciéncia e pelos ensinamentos passados nesse
periodo.

Aos meus orientadores, meu muitissimo obrigada pela oportunidade de fazer ciéncia em dois
centros de exceléncia, a Universidade de Brasilia e o Hospital da Crianca de Brasilia. Poder
fazer parte de um propdsito na area da Satde, tdo desafiadora, complexa e importante, ¢
realmente um privilégio. Muito obrigada por todos os ensinamentos e por todas as vezes que
me acalmaram nos momentos de tensdo. Vocé€s sdo profissionais incriveis e tenho muita sorte
por ter aprendido tanto com voces!

A equipe do Laboratério de Pesquisa Translacional do Hospital da Crianga de Brasilia, por
confiarem um projeto tdo maravilhoso em minhas maos! Obrigada por todos os ensinamentos.
E por ultimo, mas com certeza ndo menos importante, ao Prof. Dr. Mauricio Homem de
Mello. Obrigada por me acolher em um momento tao dificil na graduacdo e por ter acreditado
em mim desde o comego, em um momento que nem eu mesma acreditava. Se nao fosse por

vocg, eu provavelmente ndo teria seguido esse caminho. Muito obrigada de verdade.



“Tudo é um caminho.”

Amores ao Sol

Lucao



SUMARIO

AGRADECIMENTOS
SUMARIO
RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS
1. INTRODUCAO
2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Hematopoiese
2.2. Leucemia linfoblastica aguda
2.3. Estroma medular
2.3.1. Células endoteliais
2.3.2. Células mesenquimais
2.4. Doenga residual mensuravel
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
3.2. Objetivos especificos
4. MATERIAL E METODOS
4.1. Pacientes e amostras
4.1.1. Processamento de amostras
4.2. Caracterizagao de células mesenquimais e endoteliais
4.3. Analises estatisticas
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Perfil dos pacientes
5.2. Estratificagao de risco
5.3. Doenga residual mensuravel
5.4. Caracterizagdo de células endoteliais € mesenquimais
6. CONCLUSOES
7. REFERENCIAS

10
11
12
13
15
16
16
20
21
21
22
23
25
25
25
25
25
25
26
27
28
28
31
32
35
40
41



RESUMO

GOUVEIA, Ana Beatriz. Avaliacao de células mesenquimais estromais em amostras de
medula 6ssea de pacientes com leucemia linfoblastica aguda em tratamento no Hospital
da Crianca de Brasilia. Brasilia, 2024. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2024.

O microambiente tumoral realiza um papel crucial no desenvolvimento e progressdo de
canceres. Este ambiente ¢ composto por diversos componentes, tais como células imunes e
estromais, dentre outros. No contexto das leucemias, o microambiente influencia a
sobrevivéncia e proliferacdo das células malignas, além da resposta a quimioterapia, através
de mecanismos de evasao imune e interacdes com as células estromais. Entender sua dinamica
¢ essencial para o desenvolvimento de terapias-alvo capazes de impedir estas interacoes e
melhorar os desfechos dos pacientes com leucemia. Neste estudo, analisamos os perfis de
células endoteliais e mesenquimais nas amostras de medula 6ssea de pacientes pediatricos
diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda de células B através de analises de doenga
residual minima (DRM) por citometria de fluxo. Para analise de DRM, as amostras de medula
Ossea foram coletadas nos dias 15, 33 e 78 apos o diagnostico e processadas seguindo o
protocolo de bulk lysis e o painel de DRM de LLA-B adaptada do EuroFlow. Posteriormente,
foram realizadas novas analises, desta vez para verificagdo da presenca de células
mesenquimais e endoteliais. Os pacientes foram inicialmente estratificados em trés grupos de
risco e as analises de DRM foram realizadas nos dias 15, 33 e 78 ap0s o inicio do tratamento,
de acordo com o protocolo Berlim-Frankfurt-Munique. Tanto a estratificacdo de risco quanto
o resultado de DRM no dia D78 foram considerados de alto valor prognoéstico, tendo em vista
que pacientes classificados como maior risco ou cuja DRM estava positiva tiveram menores
sobrevidas livre de doenga e global. O perfil de células estromais nao foi considerado um fator
prognoéstico, mas possivelmente devido a maioria das recaidas tendo acontecido 18 meses
apos o diagnostico. Os pacientes foram entdo separados em grupos levando em consideragdo o
perfil de células estromais ¢ DRM no D78, em que as anélises de sobrevivéncia mostraram
uma possivel correlacdo entre as varidveis, mas sem significancia estatistica. Estudos
posteriores seguem necessarios para melhor elucidar se as células estromais poderiam ser

consideradas um fator prognoéstico para tais pacientes.

Palavras-chave: Leucemia linfoblastica aguda, leucemia, doenga residual minima, células



mesenquimais estromais, microambiente tumoral, citometria de fluxo, estratificacao de risco.



ABSTRACT

GOUVEIA, Ana Beatriz. Evaluation of mesenchymal stromal cells from bone marrow
samples of pediatric patients diagnosed with acute lymphoblastic leukemia in therapy at
the Children's Hospital of Brasilia. Brasilia, 2024. Dissertagao (Master’s in Pharmaceutical

Sciences) — Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia, 2024.

The tumor microenvironment plays a crucial role in the development and progression of
cancers. This complex environment consists of various components such as immune and
stromal cells, among others. In leukemia, the microenvironment influences tumor cell
survival, proliferation, and response to therapy through immune evasion mechanisms and
supportive interactions with stromal cells. Understanding its dynamics is essential for
developing targeted therapies that can effectively disrupt these interactions and improve
treatment outcomes for leukemia patients. In this study, we analyzed endothelial and
mesenchymal stromal cell profiles of bone marrow samples from pediatric patients with
B-cell acute lymphoblastic leukemia through measurable residual disease (MRD) by flow
cytometry analysis. Bone marrow samples were collected at days +15, +33 and +78 after
diagnosis for MRD assessment and then processed following bulk lysis protocol and B-ALL
MRD panel, adapted from EuroFlow. Later, data were reanalyzed in order to verify the
presence of mesenchymal and endothelial cells. Patients were initially stratified into three risk
groups according to the Berlin-Frankfurt-Miinster adapted protocol. Risk stratification and
measurable residual disease at day +78 were both high prognostic factors, since patients with
higher risk or positive disease were related to lower disease-free and overall survivals.
Stromal cell profile alone was not considered a prognostic factor, but possibly due to most
relapses happening after 18 months after start of therapy. Patients were then stratified
according to stromal cell profile and day +78 MRD, which survival analysis showed a
possible correlation between, but did not reach statistical significance. Further studies are still
necessary in order to elucidate whether stromal cells can be considered an important

prognostic factor.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, leukemia, measurable residual disease,

mesenchymal stromal cells, tumor microenvironment, flow cytometry, risk stratification.
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INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda ¢ o tipo de cincer mais comum entre pacientes
pediatricos, responsavel por 80% das leucemias infantis e aproximadamente 25% de
todas as neoplasias em criangas, sendo mais prevalente em criancas entre 1 e 4 anos.
Ao longo das ultimas décadas, o tratamento de LLA tornou-se cada vez mais eficaz,
apresentando atualmente uma taxa de remissdo acima de 90% (Omar et al., 2022). Um
dos principais destaques para tal avango foi a implementacdo da Doenca Residual
Minima (DRM), que se tornou indispensavel na estratificagdo de risco e no
acompanhamento da eficacia do tratamento.

A DRM consiste na detecgao de células malignas nos mais baixos niveis, mesmo que o
paciente aparentemente tenha alcangado remissdo morfoldgica e pode ser detectada
por citometria de fluxo multiparamétrica (MFC) ou métodos moleculares, incluindo
PCR e mais recentemente o sequenciamento de nova geragdo (NGS), podendo
alcangar niveis de sensibilidade de até 10° células. Tal exame possui alto valor
prognoéstico, com uma pesquisa de DRM positiva sendo amplamente relacionada com
piores desfechos em pacientes de todas as idades (Cherian; Soma, 2021; Liang et al,
2023; Ravandi et al, 2016; Ribera et al, 2014; van Dongen et al, 2015).

O microambiente tumoral (TME) ¢ uma rede complexa que inclui a matriz extracelular
(ECM), vasos sanguineos e diversos tipos celulares, como células imunes e estromais,
que auxiliam na progressao tumoral a partir de varios processos, incluindo proliferacao
e migracao celular, imunoevasao, angiogénese e at¢ mesmo resisténcia a quimioterapia
(Xu et al, 2022; Hinshaw; Shevde, 2019; Arneth, 2019). As células endoteliais sdo
componentes do sistema vascular, constituindo a parede dos vasos sanguineos e, dessa
forma, tendo um papel importante na progressao tumoral através da regulagdo da
angiogénese e controle da infiltragdo (Ding; Shyu; Lin, 2011; Sage; Thrakar; Janes,
2016). Células mesenquimais estromais, por outro lado, sdo células multipotentes com
propriedade de autorrenovagdo que podem ser encontradas em diversos tecidos e
possuem propriedades imunomodulatérias, com efeitos tanto anticancerigenos quanto
pro-tumorais em diversos tipos de canceres (Hinshaw; Shevde, 2019; Kalina et al,
2012; Pavon, 2018; Xu et al, 2022).

No entanto, a grande maioria dos estudos sobre a interagdo entre as células leucémicas
e o0 microambiente medular sdo in vitro, que ainda ndo sdo capazes de simular
perfeitamente a complexidade das condigdes in vivo. Dessa forma, o objetivo deste

estudo foi a caracterizacao ex vivo de células mesenquimais e endoteliais de pacientes



diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda ao longo dos pontos de doenga

residual mensuravel (dias +15, +33 e +78 ap6s o inicio da quimioterapia), de forma a

avaliar a resposta medular ao tratamento e investigar se as células mesenquimais

poderiam ter relagdo com os desfechos, a fim de melhor elucidar a relacdo entre o

microambiente tumoral com as leucemias agudas.

REVISAO DA LITERATURA

2.1.

Hematopoiese

O sangue ¢ um tecido vital composto por leucocitos, eritrocitos e plaquetas.
Maximow (1924) propds uma teoria unitaria da hematopoiese, em que todos os
componentes celulares do sangue seriam originados a partir de um progenitor
comum, que seria uma célula-tronco linféide chamada de hemocitoblasto. No
entanto, sabe-se, atualmente, que tais componentes sao originados a partir de
um precursor pluripotente comum, chamado de célula-tronco hematopoiética
(CTH).

As c¢lulas-tronco hematopoiéticas sao células com capacidade de
autorrenovacao e diferenciagdo em progenitores de todas as linhagens celulares
sanguineas. Tais células sdo originadas na regido aorta-gonadal-mesonéfrica
(AGM), ainda no embrido (Orkin; Zon, 2008). Ja foram relatados, porém, casos
de células hematopoiéticas derivadas de células endoteliais, processo chamado
de transicao endotelial-hematopoiética (Jaffredo et al, 1998; Nishikawa et al,
1998, Oberlin et al, 2002).

O processo de regeneracao de células sanguineas, independente de sua linha de
diferenciagdo, ¢ chamado de Hematopoiese. A primeira fase da hematopoiese
ocorre ainda no saco gestacional, cujos nichos variam entre a placenta, regiao
AGM, figado e medula 6ssea, conforme o desenvolvimento do embrido. J&
durante a vida adulta, a medula 6ssea ¢ a unica fonte de produ¢do de células
hematopoiéticas (Longo, 2010; Orkin; Zon, 2008).

Durante esse processo, conforme o grau de maturagdo, as células sanguineas
perdem sua capacidade de diferenciagdo e de proliferacdo, ao passo que
adquirem capacidades especificas, como fagocitose e reconhecimento
antigénico. Para que isso ocorra, as células-tronco hematopoiéticas e suas
sucessoras interagem com diversas citocinas, incluindo moléculas de adesado e

fatores de crescimento, muitas vezes expressas pelos proprios componentes do



estroma medular. Algumas das principais citocinas envolvidas na hematopoiese
incluem o fator de crescimento de células-tronco (SCF), a eritropoietina (EPO),
a trombopoietina (TPO) e o fator estimulador de granuldcitos € mondcitos
(G-CSF e GM-CSF), relacionadas com a producdao e diferenciacdo das
hemacias, plaquetas e granulécitos, respectivamente (Longo, 2010; Orkin; Zon,
2008).

A eritropoietina (EPO) é uma glicoproteina que foi descoberta a partir da
observagdao do aumento de hemadcias apos exposicao a grandes altitudes, devido
a hipoxia causada por tais (Reissmann, 1950; Ruhenstroth-Bauer, 1950).
Durante a hematopoiese embriondria, o figado ¢ o principal produtor de
eritropoietina, enquanto os rins passam a ser a fonte primaria de produgdo apos
o nascimento (Bunn, 2013). Além disso, ja foi demonstrado que a EPO pode
induzir angiogénese e condrogénese. Ja a trombopoietina (TPO) ¢ a principal
citocina envolvida na producdo de megacariocitos, que por sua vez irdo se

diferenciar em plaquetas (Longo, 2010; Ribatti; Vacca, 1999).

Figura 1. Hematopoiese simplificada. As células-tronco hematopoiéticas podem se diferenciar em diversas
linhagens, dando origem a todas as células sanguineas. UFC: Unidades formadoras de colonias; -GM: linhagem
granulocitica/monocitica; -Eo: linhagem eosinofilica; -Baso: linhagem basofilica; -MC: mastocitos; -Meg:

linhagem megacariocitica; -E: linhagem eritroide.
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Assim como o fator estimulador de colonias granulociticas ¢ essencial para a
diferenciag¢do das células-tronco hematopoiéticas em granulocitos, a familia de
fatores de transcricdo Ikaros (IKZF1-4) e a interleucina 7 (IL-7) sdo
fundamentais para a diferenciagdo na linhagem linfocitica. A primeira etapa da
diferenciagdo nesta linhagem ¢ a transformagdo da HSC em um progenitor
linfoide comum, que ird entdo se diferenciar em linfécitos B, T ou NK,
dependendo do estimulo recebido (Longo, 2010).

As células T e NK possuem uma diferenciacdo mais similar, tendo em vista que
¢ a partir da sinalizacdo de Notch-1 que o progenitor comum ira se
comprometer com estas linhagens, sendo posteriormente diferenciadas a partir
de duas vias de sinalizagdo. Apesar de todos os linfocitos serem produzidos na
medula dssea, os linfocitos T completam sua maturagdo no timo, sendo
chamados de timdcitos assim que saem do ambiente medular (Longo, 2010).
Assim que chegam ao timo, a primeira etapa de maturacdo dos linfocitos T
ocorre no cortex, em que sao chamados de duplos-negativos (DN), até que
passam a expressar seus receptores (TCR, do inglés T cell receptors) e tanto
CD4 quanto CDS, adquirindo um fenétipo duplo-positivo (DP). Os linfocitos
entdo adquirem seu fendtipo definitivo ao se ligarem com as moléculas de
reconhecimento MHC, em que linfocitos CD4 se ligam a MHC de classe I e
CD8 a MHC-II. Caso isto ndo ocorra, as células serdo consideradas como
nao-funcionais e passardo por um processo de apoptose (Abbas et al, 2014;
Chaplin, 2010; Marti et al, 2017).

Os linfocitos B sdo também produzidos na medula 6ssea, porém irdo migrar
para os tecidos linféides secundarios, como os linfonodos e o baco. O processo
de maturagdo passa por diversas etapas, sendo as células chamadas de pro-B,
pro-B I, pro-B I, B imatura, B matura e, enfim, plasmocito, cada uma com seu

fendtipo especifico (Tabela 1; Figura 2).



Tabela 1. Fenoétipo dos linfocitos B ao longo do processo de maturagio.

pré-B pro-B 1 pré-B 11 B imatura B madura plasmocito
CD34 CD34 CD20™ CD20 CD20 CD38
TdT TdT CD22 CD22 CD22% CD19
CD22 CD22 CD38 CD38 CD19 CD138
CD38 CD38 CD19 CD19 CD79a CD45
CD45baixe CD19 CD79a CD79a CD45%° cylgu
CD79a CD10Px CD10Px IgM/IgD
CD10 CD45% CD45%
CD45bxe cylgu cylgu
IgM

Figura 2: Curva de maturagdo de linfocitos B através de citometria de fluxo multiparamétrica. Azul claro:
imaturos; rosa/lilas: intermediarios; roxo: linfocitos B maduros.
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Os linfécitos B sdo os principais participantes da resposta imune humoral,
sendo responsaveis pela producdo e secre¢do de imunoglobulinas que por sua
vez serdo responsaveis pela neutralizagdo ou opsonizagdo de antigenos
especificos. Além disso, sdo também responsaveis pela apresentagao de
antigenos para os linfocitos T e producdo de células de memoria, além da
ativacdo do sistema complemento (Abbas, 2014; Althwaiqeb, 2023; LeBien;
Tedder, 2008).

Leucemia linfoblastica aguda

Leucemias sdo neoplasias hematoldgicas em que ha o crescimento exacerbado
de células malignas, ou leucémicas, na medula 6ssea. As leucemias podem ser
classificadas de acordo com sua linhagem ou o estado de maturacao da célula
doente; as principais sdo as leucemias mieloides aguda (LMA) e cronica
(LMC), linfoblastica aguda (LLA) e linfocitica cronica (LLC). As primeiras
classificagdes dentre os tipos de leucemia eram baseados exclusivamente na
morfologia e citoquimica da medula 6ssea (Bennett et al, 1976); no entanto,
mais recentemente foi publicada uma nova classificagdo que incorporava outros
fatores, como a citogenética e imunofenotipagem (Jaffe et al., 2001).

A leucemia linfoblastica aguda ¢ derivada de precursores linfoides cuja
diferenciacdo foi impedida, enquanto sua divisdo ¢ favorecida, resultando em
uma multiplicagio desenfreada de clones malignos. E mais comum em
pacientes do sexo masculino e pode ocorrer em todas as idades, sendo mais
predominante em criangas, principalmente entre 2 e 5 anos. Neste grupo, ¢
responsavel por mais de 30% de todas as neoplasias infantis e cerca de 25% dos
casos de leucemias (Onciu, 2009; Dander et al., 2021). A LLA pode ser
inicialmente subdividida a partir de sua célula precursora, podendo ser de
células T ou B, esta ultima responsavel por cerca de 75% dos casos em todas as
faixas etarias (Jing et al., 2024; Lizcova et al, 2024; Raetz; Teachey, 2016).
Aproximadamente 75% dos casos de LLA pediatrica apresentam alteracdes
cromossdmicas, sendo hiperdiploidia (5+ cromossomos) ou hipodiploidia
(menos de 44), t(12;21), t(1;19) e t(9;22) as mais prevalentes. Além disso, cerca
de % dos pacientes diagnosticados com LLA-B possuem alteragdes nos genes
de fatores transcricionais, com JAK1 ou 2, PAXS, IFZF1 e CLRF2 alguns dos
mais comuns (Brady et al, 2022; Lejman et al, 2022; Mullighan, 2013).
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Estroma medular

A medula 6ssea ¢ o principal 6rgao hematopoiético dos mamiferos, onde seus
componentes agem diretamente na regulagdo da hematopoiese, estimulando a
auto-renovacdo e diferenciacdo linhagem-especifica das células-tronco
hematopoiéticas. E dividida em amarela, composta principalmente por
adipdcitos, e vermelha, local onde ha a producdo ativa das células sanguineas
(Longo, 2010; Orkin; Zon, 2008). Além destas, o microambiente medular
também conta com diversos outros tipos celulares em sua composi¢do, tais
como células endoteliais, estromais, osteoblastos e fibroblastos, dentre outros,
que agem em conjunto para manutencdo da homeostase (Longo, 2010; Lucas,

2021; Orkin; Zon, 2008).

2.3.1.  Células endoteliais

As células endoteliais sdo o componente mais interno das paredes dos vasos
sanguineos e linfaticos, participando de diversos processos, como a resposta
imune, inflamagdo e coagulacdo Isto ocorre pois desenvolvem funcdes que
incluem manuten¢do da homeostase tecidual, controle da permeabilidade dos
vasos e da passagem de células imunes e sinalizagdo paracrina, além de fungdes
tecido-especificas (Marziano et al., 2021; Pober; Sessa, 2007; Trimm;
Red-Horse, 2023).

No contexto do cancer, as células endoteliais estdo fortemente relacionadas a
invasividade e malignidade devido ao seu papel na regulagdo da passagem
transendotelial e sua relagdo com o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), cuja expressdo estd aumentada em diversos tipos de cancer, levando a
formacao de novos vasos (Fodil et al., 2022; Ghalehbandi et al., 2023). No caso
da angiogénese tumoral, a nova vasculatura ¢ desorganizada e constituida por
células imaturas, que acabam facilitando a passagem das células cancerigenas
para os vasos sanguineos e, posteriormente, para os tecidos onde irdo se instalar
(Chung; Lee; Ferrara, 2010). No cancer de mama, por exemplo, hd um aumento
da expressdo da proteina angiopoietina-like 4 (ANGP4), que ird dissociar as
jungdes celulares endoteliais, facilitando a metéstase pulmonar (Padua et al.,
2008; van Zijl; Krupitza; Mikulits, 2011). Além disso, dentre as alteragdes
presentes nos blastos leucémicos podemos citar as alteragdes na expressao das

moléculas de adesdo, capazes de auxiliar na imunoevasao (Cavenagh et al.,



1993; Corrado et al., 2016; Taverna et al., 2012).

2.3.2.  Células mesenquimais

As células mesenquimais estromais, anteriormente chamadas de células-tronco
mesenquimais, sao células pluripotentes com capacidade de autorrenovagdo
que se encontram em diversos tecidos, tais como o corddo umbilical,
endométrio, tecido adiposo e a medula dssea, com caracteristica de aderéncia
ao plastico e capacidade de diferenciacdo em adipdcitos, condroblastos e
osteoblastos in vitro e expressao dos marcadores CD105, CD73 e CD90, na
auséncia de CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR
(Ding; Shyu; Lin, 2011; Dominici et al, 2006; Kobolak et al, 2016). As MSCs
possuem importante papel na estimulacao das células do microambiente e na
regulagao da resposta imune; isto ¢ devido ao seu alto potencial de liberagao de
citocinas e fatores de crescimento. Devido as suas propriedades
imunomodulatdrias, estas células vém sendo muito estudadas para verificar seu
potencial terapéutico, sendo seu uso mais bem estabelecido para casos de
transplantes, para minimizar o risco da doenga do enxerto contra o hospedeiro
(DECH) (Huang et al., 2024; Kadri et al., 2023; Kelly; Rasko, 2021). No
entanto, os efeitos imunomodulatérios das MSCs fazem com que tenham um
papel controverso, tendo em vista sua interacdo no microambiente tumoral com
as células tumorais.

As células leucémicas possuem a habilidade de sequestrar células do estroma
medular a fim proporcionar um nicho favoravel para progressdo da doenca
através de imuno evasdo, secre¢do de citocinas proliferativas e até mesmo
resisténcia a quimioterapia (Behrmann et al, 2018; Hughes et al, 2023). As
células mesenquimais estromais podem limitar a resposta imune e assim
aumentar a proliferagdo celular e crescimento tumoral, estando relacionada a
um pior prognostico em alguns canceres, como gastrointestinal e mieloma
multiplo, assim como resisténcia ao tratamento e aumento da liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias, como CXCL12, IL-6 e TGF-B (Egan et al, 2023;
Ham et al, 2021; Wang et al, 2023).

Nos nichos medulares na LLA-B, as MSCs desempenham um papel
fundamental na progressdao da doenca, interagindo com os blastos de diversas

formas. Em primeiro lugar, produzem Activina A (ACTA), proteina reguladora
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membro da familia do TGF-B, que por sua vez ird diminuir a produgao de
CXCL12, levando a um aumento da migragdo de blastos ao mesmo tempo que
reduz a migragdo de células-tronco hematopoiéticas saudaveis (Portale et al.,
2019. Além disso, ha um aumento na liberacao de CCL2 ¢ BMP4, levando ao
recrutamento e polarizagao de macrofagos M2 e associados ao tumor (TAMs) e
geracdo de células dendriticas supressoras, resultando em suporte para o
crescimento tumoral, invasividade e angiogénese (de Vasconcelos et al., 2010;
Ma et al., 2019; Sierra-Filardi et al., 2014; Valencia et al., 2019).

Além disso, as vesiculas extracelulares das células mesenquimais estao
relacionadas a um efeito pro-tumorigénico em diversas neoplasias, incluindo
neoplasias hematopoiéticas como mieloma multiplo, LMC e até mesmo
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) (El-Saghir et al., 2016; Milani
et al., 2017; Wang et al., 2014). Outro ponto importante ¢ que as MSCs sao
capazes de se diferenciar em fibroblastos associados ao cancer (CAF), célula
mais prevalente no microambiente tumoral e que esta também relacionada com
aumento proliferativo e diminui¢do da apoptose (Borriello et al, 2017; Egan et

al, 2023).

Doenca residual mensuravel

A avaliacdo de resposta ao tratamento em pacientes portadores de LLA pode
ser realizada por meio de avaliacdo citologica de aspirado de medula 6ssea ou
por técnicas de pesquisa de doenga residual minima, ou doenga residual
mensuravel (DRM). A avaliagdo citologica consiste em uma metodologia de
baixo custo e facilmente disponivel, porém de baixa sensibilidade, variando de
3% a 5%. A DRM ¢ definida como a presenga de células doentes mesmo apos o
tratamento, mesmo que o paciente aparente estar em remissdo morfologica
(Kruse et al., 2020; Berry et al., 2017). Isto é possivel através de técnicas
extremamente sensiveis, tais como citometria de fluxo multiparamétrica
(CFM), PCR e NGS, que podem alcancar niveis de sensibilidade de até 10°
células (Short et al, 2022).

Diversos estudos avaliam a presenga de células residuais em diferentes
momentos apods o inicio do tratamento quimioterapico. Sua deteccao ao final da
terapia de inducdo e de consolidagdo ¢ considerada um parametro

independente, indicador de progndstico desfavoravel entre pacientes com LLA



em qualquer faixa etaria (Ribera et al., 2014; Pui et al., 2015; Schnittger, 2015;
van Dongen et al., 2015; Ravandi et al., 2016). Além disso, foi demonstrada a
importancia do uso de doenga residual minima como parametro para alteragao
da intensidade do tratamento (Pui et al.,, 2015; van Dongen et al., 2015;
Ravandi et al., 2016). Dessa forma, a DRM ¢ um dos fatores mais importantes

para uma estratificagdo de risco adequada.



3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo geral

Avaliar a presenca de células estromais em pacientes com leucemia

linfoblastica aguda ao longo do tratamento no Hospital da Crianga de Brasilia,

seguindo o protocolo BFM-2009 adaptado.

Objetivos especificos

- Avaliar a eficicia do protocolo BFM-2009 adaptado em criangas
diagnosticadas com LLA-B em tratamento no HCB;

- Quantificar as células estromais endoteliais € mesenquimais presentes nas
amostras de medula 6ssea coletadas durante os pontos D15, D33 e D7S;

- Verificar possivel relagdo entre o percentual de células estromais no D78

e o progndstico dos pacientes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.

Pacientes e amostras

Foram incluidos neste estudo pacientes pediatricos diagnosticados com
leucemia linfoblastica aguda de células B em tratamento no Hospital da
Crianga de Brasilia entre julho de 2019 e agosto de 2022. Pacientes com menos
de 1 ano de idade ao diagnostico, com sindrome de Down, historico de
quimioterapia por outras neoplasias ou recaida a admissao no Hospital ndo
foram incluidos, devido a diferenga nos protocolos de tratamento. Todas as
amostras de medula 6ssea foram coletadas nas dependéncias do Hospital e
processadas no Laboratério de Pesquisa Translacional (LPT) para fins de
analise de doenca residual minima, nos dias 15, 33 e 78 apds o inicio do
tratamento. No total, 172 amostras foram analisadas, sendo 57 no D15 e D33 e
58 no D78. Todos os pais ou responsaveis assinaram um termo de
consentimento sobre o uso das amostras em pesquisas do Hospital. O estudo foi
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) sob o n@mero

85960218.5.0000.5553.

4.1.1. Processamento de amostras

A coleta das amostras foi realizada pela equipe do Hospital. Apo6s recebimento
pelo Laboratério, as amostras foram processadas seguindo os protocolos de

Bulk Lysis para DRM (EuroFlow Consortium, 2018), para promover a lise das



hemacias, ¢ marcagdao conforme painel de DRM de LLA-B (Tabela 2), ambos
do EuroFlow (Theunissen et al, 2017). As amostras foram adquiridas no
citometro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences) e analisadas no software
Infinicyt (Cytognos, S.L.) nos pontos de DRM (dias 15, 33 e 78 apds o

diagnostico).

Tabela 2. Painel utilizado para marcagdo de DRM de LLA-B, adaptado do EuroFlow.

FITC PE PERCP Cy5.5 PE Cy7 APC APC H7 V450 V500

Tubo 1 | CD81 | CD66¢c+ CD123 CD34 CDI19 CD10 CD38 CD20 CD45

Tubo2 | CD81 CD304 + CD73 CD34 CD19 CD10 CD38 CD20 CD45
4.2. Caracterizacio de células mesenquimais e endoteliais

Para a realizagdo deste trabalho, os arquivos gerados foram posteriormente
analisados em mesmo software para caracterizacao das células mesenquimais e
endoteliais. Todas as amostras de DRM foram avaliadas para certificacao de
que seria possivel realizar a analise; amostras cujo painel ainda ndo contava
com o anticorpo CD73+CD304 nd3o passaram pela reandlise devido a
impossibilidade de definigdo das células citadas, que possuem forte expressao
deste anticorpo. As células mesenquimais e endoteliais foram classificadas com
base na alta expressdao de CD81 e CD73 e na auséncia de CD19, CD38, CD45,
CD66¢ e CDI123. Em seguida, as populacdes foram separadas pela expressao
de CD10 ou CD34, respectivamente (Figura 3) (Dominici et al, 2006; Kobolak
et al, 2016; Oliveira et al, 2022).




Figura 3. Caracterizagdo de células endoteliais ¢ mesenquimais a partir de seus perfis imunofenotipicos.
Vermelho: células endoteliais; azul: células mesenquimais. A-H: Marcadores classicos de células estromais.
Forte expressdo de CD81, na auséncia de CD45. A diferenciagdo entre as células mesenquimais e endoteliais
pode ser realizada a partir da expressio de MSCAI1, CD271 e CDI10 ou de CD34, respectivamente. I-P:
identificagdo de células estromais a partir do painel EuroFlow de DRM de LLA-B pela expresséo forte de CD81
e CD73 e auséncia de CD45, CD38 ¢ CD19, separando as células pela expressdo de CD10 ou CD34.
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4.3. Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS
Statistics (versdao 29.0.0, IBM Corp Inc., Chicago, IL, USA). Para as variaveis
categoricas, como sexo, alteracoes moleculares e status de DRM, foram
calculadas frequéncias (n e %), enquanto para as varidveis numéricas, por

exemplo DRM e percentual de células estromais, foram calculadas média,



mediana, desvio-padrao e valores minimo e maximo de cada parametro. Foram
também realizadas andlises de sobrevivéncia para se estimar as sobrevidas
global (SG) e livre de doenga (SLD) através do método de Kaplan-Meier, com
o fator de log-rank para célculo da relevancia estatistica, que consiste na
estimativa de sobrevivéncia de determinado grupo em tempos e condigdes
diferentes (Bland; Altman, 1998; Ferreira; Patino, 2016; Miot, 2017).

Esta estimativa ird gerar um grafico, chamado de fungdo ou curva de sobrevida
(S(2)), que ¢ caracterizada por uma funcdo escada com degraus nos tempos
observados de falha, neste caso, 6bitos ou recaidas. Além disso, € utilizado um
sinal de “+”, que representa o tempo de censura (ndo ocorréncia) de uma
observagdo, ou seja, pacientes que seguem em acompanhamento serdo
representados por este simbolo no tempo alcancado. Para se definir a sobrevida
global, foi utilizado o tempo em meses desde o diagnostico até o oObito do
paciente ou, nos pacientes ainda em acompanhamento, a data da ultima
consulta no Hospital. J& para a sobrevida livre de doenca foi utilizado o tempo

até o desfecho obito ou recaida.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.  Perfil dos pacientes
No total, 71 pacientes foram incluidos neste estudo, sendo 35 (49,3%) do sexo
feminino e 36 (50,7%) do sexo masculino, com uma média de idade de 5,35
anos e mediana de 4,00 (Tabelas 3 e 4). Quarenta (56,3%) pacientes nao
apresentaram alteracdes moleculares, enquanto os demais apresentaram as
seguintes alteragdes: t(12;21) sendo a mais prevalente (31,0%), seguida por
t(9;22) (5,6%), t(1;19) (4,2%) e t(4;11) e alteracdo em IKZF1 (1,4% cada).
Apenas 3 pacientes haviam passado por transplante de medula 6ssea até o
momento do estudo. Nenhum dos pacientes que realizaram transplante foram a

obito.

Tabela 3. Analise do perfil dos pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda de células B em
tratamento no Hospital da Crianga de Brasilia, de maio de 2019 a agosto de 2022.

n %
Feminino 35 49,3
Sexo .
Masculino 36 50,7
Protocolo de BFM 95 6 8,5

tratamento BFM 2009 65 91,5




Negativa 40 56,3

t(1;19) 3 4,2
. . t(12;21) 22 31,0

Biologia molecular

1(9;22) 4 5,6

t(4;11) 1 1,4

Alteragdo IKZF1 1 1,4
Transplante de Sim 3 4,2
medula dssea Nio 68 95,8

Morte 14 19,7
Desfecho Em acompanhamento 53 74,6

Recaida 4 5,6

Sim 14 19,7
Morte -

Nio 57 80,3
Total 71 100,0

Tabela 4. Analise descritiva das varidveis quantitativas de pacientes com diagndstico de leucemia linfoblastica
aguda de células B em tratamento no Hospital da Crianca de Brasilia, de maio de 2019 a agosto de 2022.

Média Mediana Desv~1 0 Minimo Maximo .Amp htud.e
padrio interquartil
Idade ao diagnéstico 5,35 4,00 4,47 1,00 17,00 6,00
Leucometria inicial 31600,00 6130,00 88172,76 580,00 550000,00 12780,00
Sobrevida livre de doenca 31,61 32,00 16,06 1,00 55,00 25,00
(meses)
Sobrevida global (meses) 32,24 32,00 16,60 1,00 55,00 24,00

As médias de tempo estimadas até o Obito ou recaida entre as criangas
diagnosticadas com LLA-B incluidas no estudo foram de 45,29 e 43,51 meses
durante o follow-up do estudo (Tabela 5), com sobrevidas global e livre de
doencga de 80% e 71,6%, respectivamente (Figura 4). Apesar de ainda ndo ser
ideal, as sobrevidas alcangadas superaram as expectativas com relacdo ao
observado em paises de baixa e média renda (Ahmad et al, 2023; Erlich et al,

2023; Jaime-Pérez et al, 2016).

Tabela 5. Analise de sobrevivéncia para pacientes com diagndstico de leucemia linfoblastica aguda de células B
em tratamento no Hospital da Crianga de Brasilia, de maio de 2019 a agosto de 2022.

. Estimativa ~ Intervalo de confianca de 95%
Sobrevida Erro Padrao L . L .
(meses) Limite inferior Limite superior
Global 45,29 2,35 40,68 49,89

Livre de doenca 43.51 2.39 38.83 48.18




Figura 4. Curvas de probabilidade de sobrevida global (esquerda) e livre de doenga (direita) para pacientes com
diagnodstico de LLA-B em tratamento no Hospital da Crianga de Brasilia, de maio de 2019 a agosto de 2022.
Eixo x: tempo, em meses, apds o diagnostico; eixo y: sobrevivéncia relativa (maximo: 1,0).
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A média estimada para o tempo até o 6bito em meninas foi de 45,27 meses e de
43,69 meses para os meninos com o mesmo diagndstico, enquanto as médias
para recaida/obito foram de 43,54 e 41,92 meses, respectivamente (Tabela 6 e
Figura 5). Embora a estimativa de sobrevida para os meninos tenha sido menor,
ndo houve diferenga estatistica significativa para as curvas de sobrevida (p =

0,961).

Tabela 6. Analise de sobrevivéncia por sexo.

Intervalo de confianga de 95%

Sexo Sobrevida Estimativa Erro Padrao .. . L .
Limite inferior Limite superior
Femini Global 45,27 3,33 38,73 51,80
eI 1 ivre de doenca 43,54 3,34 36,99 50,10
. Global 43,69 3,18 37,46 49,93
Masculino

Livre de doenca 41,92 3,28 35,50 48,34




Figura 5. Curvas de probabilidade de sobrevida global (esquerda) e livre de doenca (direita) para pacientes do
sexo feminino (roxo) e masculino (verde). Sobrevivéncia cumulativa final = 0,806 (feminino) e 0,794

(masculino).
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Estratificacao de risco

A estratificacdo de risco foi realizada seguindo o protocolo
Berlim-Frankfurt-Munique com adaptagdes definidas pela equipe médica do
hospital, como a exclusdo do resultado de DRM do D33 como critério para
estratificacdo, de acordo com os seguintes requisitos: pacientes com idade entre
1 e 6 anos, leucometria inicial < 20.000/mm3, DRM <0,1% no D15 ¢ <0,01%
no D78 e sem alteragdes genéticas de mau prognostico tais como t(9;22) ou
t(4;11) foram classificados como Baixo Risco (BR); pacientes com DRM D15
> 5% ou D78 > 0,01% ou alguma alteragdo genética desfavoravel foram
classificados como Alto Risco (AR); os demais pacientes, que ndo atingiram os
critérios anteriores, foram classificados como Risco Intermediario (RI).
Quatorze (21,0%) pacientes foram classificados como BR, 46 (64,5%) como

RIe 11 (14,5%) como AR.

Tabela 7. Analise de sobrevivéncia por estratificagdo de risco.

Média
Estratificacdo Sobrevida Intervalo de confianca de 95%
de risco Estimativa Erro Padrao Limite Limite
inferior superior
Intermedirio G.lobal 46,46 2,78 41,00 51,91
Livre de doenca 43.44 291 37,75 49.14
Alto Global 26,73 7,05 12,92 40,54

Livre de doenca 26,73 7,05 12,92 40,54




Figura 6. Curva de probabilidade de sobrevida por estratificagdo de risco. Azul: baixo risco; amarelo: risco
intermediario; vermelho: alto risco. Sobrevivéncia cumulativa final = 1,000, 0,822 ¢ 0,455, respectivamente.
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Observa-se na tabela 7 que a média estimada para o tempo até o 6bito de
pacientes com risco intermediario foi de 46,46 meses e 26,73 meses para os
pacientes com risco alto (mediana = 14,00 meses). Ja a sobrevida livre de
doenca foi de 43,44 e 26,73 meses, respectivamente; para os pacientes
classificados como baixo risco nao foi possivel estimar os tempos de
sobrevida, pois todos os casos foram censurados (nao houve oObitos ou
recaidas). Houve diferenca estatistica significativa para as curvas de sobrevida
(» = 0,002). Observa-se que criancas com risco alto apresentaram
probabilidade de sobrevivéncia significativamente menor que as criangas com
risco intermedidrio (Figura 6). Tais resultados confirmam mais uma vez o alto
valor prognostico da estratificagdo de risco, além da eficécia da estratificagao

adotada pelo Hospital.

Doenca residual mensuravel

Todos os 71 pacientes incluidos neste estudo realizaram imunofenotipagem
para doenga residual minima no D15, enquanto apenas 66 (92,95%) e 58
(81,69%) realizaram o exame nos dias D33 e D78, respectivamente (Tabela 8).
Foi possivel notar um aumento no nimero de DRMs negativas (inferior a
0,01%) nos trés pontos de corte, passando de 15 para 50 e entdo 55,
respectivamente, o que indica a eficacia do tratamento. No entanto, hd também

aumento no numero de pacientes que ndo realizaram o exame ao longo do



tratamento. Isto se deve pelo crescente nimero de Obitos e recaidas, que foram
mais frequentes nos grupos de maior risco. Apesar de este resultado comprovar
a importancia da estratificacdo de risco, ¢ necessario uma melhoria continua

para que a sobrevida dos pacientes seja ainda maior.

Tabela 8. Andlise descritiva das variaveis qualitativas de pacientes com diagndstico de leucemia linfoblastica
aguda de células B em tratamento no Hospital da Crianga de Brasilia, de maio de 2019 a agosto de 2022.

n %
Negativa 15 21,1
DRM D15 .
Positiva 56 78,9
DRM D33 Neg.a.tiva 50 75,8
Positiva 16 24,2
Negativa 55 94,8
DRM D78 .\
Positiva 3 5,2
Total 71 100,0

Foram entdo estimadas as sobrevidas a partir do status de doenga residual
minima em cada um dos pontos de corte (Tabela 9). Nao foi verificada
significancia estatistica entre as curvas de sobrevida global e livre de doenga
para o status de DRM no D15. Nos trés pontos, ¢ possivel notar que pacientes
que apresentaram DRM positiva (> 0,01%) tiveram sobrevidas global e livre de
doenga inferiores aos pacientes cuja DRM foi negativa (Figura 7). Estes
resultados comprovam mais uma vez a importancia da quantificacao de células

residuais para verificagao da resposta ao tratamento (Berry et al, 2017; Ravandi

et al, 2015; Short et al, 2022).

Tabela 9. Andlise de sobrevivéncia global por status de DRM.

Intervalo de confianga de

Sobrevivéncia Erro 05%

Sobrevida Status cumulativa  Estimativa ~ .. ..

final Padrio 'L1m1'te L1rn1.te
inferior superior

Global Neg'a.tiva 0,867 42,67 4,17 34,49 50,84

D15 Pos1tlya 0,783 44,62 2,69 39,35 49,90
Livre de doenca Neg.a'tlva 0,867 42,67 4,17 34,49 50,84
Positiva 0,681 42.44 2,71 37,12 47,76

Global Neg’a'tiva 0,940 51,78 1,80 48,25 55,31

D33 P051tlya 0,619 37,03 5,29 26,67 47,40
Livre de doenca Negapva 0,919 51,09 1,90 47,36 54,82
Positiva 0,401 31,06 5,07 21,12 41,00

Global Negaﬁva 0,941 52,81 1,24 50,39 55,24

D78 Positiva 0,667 34,00 10,61 13,20 54,80
Negativa 0,850 50,20 1,70 46,88 53,53

Livre de doencga

Positiva 0,667 34,00 10,61 13,20 54,80




Figura 7. Curva de probabilidade de sobrevida global (esquerda) e livre de doenca (direita) a partir do status de
DRM. 6a,b: D15; 6¢,d: D33; 6e,f: D78. Azul: negativa; vermelha: positiva; cinza: ndo realizado.
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Em relacdo aos pacientes cuja medula foi analisada no D78 (Figura 7e.f),
quatro (6,90%) foram a 6bito, dos quais trés foram classificados como de alto
risco (t(4;11), t(9;22) e DRM positiva no D78), enquanto o quarto havia sido
classificado como de risco intermediario, porém apresentou recaida precoce no
sistema nervoso central (SNC). Aproximadamente 15% dos pacientes
pediatricos diagnosticados com LLA-B recaem, sendo o SNC o sitio

extramedular mais comum, e recaidas precoces apresentando pior prognostico



em relacdo as tardias (Hunger; Raetz, 2020; Locatelli et al, 2012; Schumich et
al., 2019; Sidhu et al, 2024; Zhang et al., 2020).

5.4. Caracterizacio de células endoteliais e mesenquimais
As amostras foram entdo reanalisadas a fim de verificar a composicao estromal
do microambiente medular através da quantificacdo de células endoteliais e
mesenquimais, a partir do perfil de expressio CD81"CD73'CD19'CD38 CD45
CD66¢CDI123" ¢ CD10"CD34" ou CD34°CD10, respectivamente (Figura 8)
(Elen et al, 2022). Vinte e seis amostras nao foram realizadas devido a obitos
ou mudancas no protocolo de tratamento, por exemplo, devido a recaida. Além
disso, quatorze nao foram analisadas devido ao painel utilizado no momento da
analise, que ainda ndo integrava os anticorpos CD73 e CD304. Esta
combina¢do ganhou importancia no contexto da doenga residual minima de
LLA-B na tultima década e seu uso no painel utilizado pelo Hospital foi
consolidado a partir de 2020 (Theunissen et al, 2017; Verbeek; van der Velden,
2024). No total, 172 amostras foram analisadas, incluindo os trés pontos de

corte de DRM.

Figura 8. Estratégia de gates para quantificagdo de células estromais por citometria de fluxo multiparamétrica
utilizando painel Euroflow para DRM de LLA-B. Azul claro: células mesenquimais; azul escuro: células
endoteliais.
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Das 172 amostras analisadas, a maioria (149; 86,63%) apresentou niveis
variados de células estromais, com um aumento progressivo ao longo do
tratamento, compativel com um perfil de regeneragdo do ambiente medular

(Tabela 10).

Tabela 10. Quantificagdo de células estromais endoteliais e mesenquimais. %SCs: Percentual de células
estromais; MSCS: percentual de células mesenquimais dentro do compartimento estromal, em comparagdo com
as células endoteliais; CS: percentual de células endoteliais dentro do compartimento estromal, em comparagao
com as células mesenquimais.

Média Mediana Min Max

% Blastos 2,7173 0,1100 0,0000 95,8000

D15 %SCs 0,0956 0,0287 0,0008 0,9300
MSCs 80,5845 82,4324 31,7460 100,0000

ECs 19,4065 17,5676 0,0000 68,2540

% Blastos 1,2755 0,0000 0,0000 68,9000

D33 %SCs 0,0355 0,0132 0,0003 0,2100
MSCs 79,6695 80,1723 20,0000 96,3950

ECs 20,1141 19,8277 0,0000 80,0000

% Blastos 0,0194 0,0000 0,0000 0,6300

D78 %SCs 0,0372 0,0135 0,0009 0,2484
MSCs 79,3054 80,3028 44,9900 100,0000

ECs 20,6873 19,6972 0,0000 55,0100

* Tabela baseada apenas em amostras que apresentaram células estromais no microambiente medular no
momento da coleta.

Um estudo multicéntrico com 229 pacientes diagnosticados com LLA-B, sendo
129 pacientes pediatricos, mostrou que um percentual maior que 32% de
células endoteliais no compartimento estromal no D78 estaria relacionado com
menores sobrevidas (Elen et al, 2022). Sendo assim, foram calculadas as
sobrevidas dos pacientes incluidos no presente estudo para verificar se o
resultado iria se reproduzir. No entanto, notou-se que aqueles que possuiam
mais de 32% de ECs apresentaram maior sobrevida (Figura 9); ndo houve,
porém, significancia estatistica em nenhum dos casos (p = 0,485 e 0,330,

respectivamente).



Figura 9. Curvas de probabilidade de sobrevida global (esquerda) e livre de doenga (direita) de acordo com o
percentual de células estromais no compartimento medular no D78. Azul: EC < 32%j; laranja: EC > 32%.
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Isto pode ser devido a diferenca na amostragem de cada um dos estudos ou ao
uso do D33 na estratificacdo de risco. Conforme citado anteriormente, o
protocolo utilizado no Hospital da Crianca é uma adaptagdo dos protocolos
BFM 95 ¢ 2009, em que uma das alteracdes feitas foi a exclusdo do D33 como
fator de estratificacio movel de risco. Sendo assim, os pacientes podem
apresentar diferentes perfis de células estromais de acordo com a intensidade de
quimioterapia a que sdo submetidos. Além disso, em relagdo a DFS, o resultado
pode ndo ter apresentado significancia pois 5 (83,3%) dentre as 6 recaidas
foram tardias (ap6s mais de 18 meses), muito apos o dia de coleta das amostras,
o que pode indicar que este parametro pode ser melhor utilizado para predicao
de recaidas precoces.

Por estarem presentes em diversos tecidos e participarem da resposta imune
através da liberacdo de citocinas importantes, como a IL-6, as células
mesenquimais estromais vém sendo amplamente estudadas no contexto do
microambiente tumoral. Sabe-se que as MSCs presentes no microambiente
possuem atividade pro-tumorigénica, com capacidade de reduzir a resposta
imune e abrigar células leucémicas, além de promover resisténcia a
quimioterapia (Egan et al, 2023; Fallati et al, 2022; Frisbie et al, 2022; Wang et
al, 2023). Além disso, descobriu-se que os fibroblastos associados ao cancer

podem ser derivados das MSCs, expressando marcadores similares e mantendo



sua capacidade de diferenciag¢do, além de ter uma atividade pro-tumorigénica
(Borriello et al, 2017, Ham et al, 2021). Também foi verificado que em
algumas neoplasias, incluindo mieloma multiplo, os CAFs podem facilitar a
progressao tumoral através da reducao da resposta imune, assim como as MSCs
(Egan et al, 2023).

Os pacientes foram entdo separados em trés grupos de risco, que foram
definidos a partir do status de DRM e do perfil de células estromais no D78.
Pacientes cuja DRM foi negativa e com EC < 32% foram classificados como
risco 1, pacientes com DRM negativa e EC > 32% ou DRM positiva e EC <
32% foram classificados como risco 2 e pacientes com DRM positiva e EC >
32% foram classificados como risco 3. Os pacientes classificados nos grupos de
risco 1 e 2 apresentaram sobrevidas livre de doenca semelhantes, porém
pacientes do risco 1 apresentaram uma maior sobrevida global, apesar de nao
ter sido encontrada significancia entre os grupos (pss = 0,576 € pgp, = 0,852)
(Figura 10). Apenas um paciente foi classificado como risco 3, que foi
inicialmente classificado como de alto risco na estratificagdo padrao devido a
presenga de alteragdo no gene IKZF1 e DRM D15 > 5%; no entanto, foi
realizado transplante de medula 6ssea 13 meses apds o diagndstico, cuja

eficacia foi confirmada pela sobrevivéncia cumulativa de 1,000.

Figura 10. Curvas de probabilidade de sobrevida global (esquerda) e livre de doenca (direita) de acordo com o
risco estabelecido a partir do percentual de células endoteliais no compartimento medular e status de DRM no

D78. Azul: risco 1; amarelo: risco 2; vermelho: risco 3.
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J& em relacdo aos pacientes classificados como grupo 2, apenas dois eram
devido a DRM positiva no D78, enquanto os outros sete eram devido a um
maior percentual de ECs. Apesar de também ndo ter sido encontrada
significancia estatistica (ps; = 0,843 e pgp = 0,576), a menor SG neste grupo
pode estar relacionada a capacidade angiogénica destas células, relacionada
com uma maior infiltragdo tumoral e consequente metastase em tumores
solidos (Arneth, 2019; Dander, 2021). Além disso, ja foi demonstrado que as
c€lulas pré-leucémicas apresentam uma maior adesdo as células endoteliais e
que as vesiculas extracelulares liberadas pelas ECs podem auxiliar na

progressao da doenga (Huang et al, 2024; Palmi et al, 2014).



CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho mostraram mais uma vez que resultados positivos de
doenga residual minima, especialmente no D78 apos o inicio do tratamento, ¢ uma
estratificacdo de risco adequada sdo fatores importantes para a eficacia do tratamento
de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda de células B. O status de DRM no
D33 também se mostrou relevante para o desfecho dos pacientes, indicando que seu
uso na estratificagdo movel de risco e ajuste de tratamento poderia ser restabelecido;
no entanto, deve-se avaliar um maior nimero de pacientes para tal defini¢ao.

Através de analises por citometria de fluxo foi possivel observar um perfil
regenerativo do estroma medular, com aumento nos valores de células endoteliais e
mesenquimais. Nao foi possivel, entretanto, estabelecer uma relagdo entre os
resultados e o prognostico dos pacientes, o que pode ser devido ao tempo entre a
ultima anélise e as recaidas. Desta forma, analises posteriores podem ser importantes
para um maior entendimento do microambiente tumoral no contexto das leucemias
agudas e seu papel ao longo do curso da doenga, como, por exemplo, andlise do
estroma medular no momento da recaida dos pacientes.

Sendo assim, apesar dos resultados deste trabalho nao terem apresentado dados
estatisticamente significativos quanto as células estromais, podem servir como ponto
de partida para estudos futuros, tendo em vista a importancia do assunto e a pouca
quantidade de estudos disponiveis que mostram as células do ambiente medular

diretamente relacionadas com as leucemias agudas.
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