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RESUMO

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna resultante da
proliferacdo clonal de células associadas aos estagios precoces de maturagéo linfoide.
O sistema purinérgico esta envolvido na imunomodulagdo, porém ndo se sabe se a
expressao e funcdo das enzimas purinérgicas estdo alteradas na LLA-B. Além disso,
parece que os linfécitos regulatdrios (Bregs e Tregs) estdo envolvidos com a producéao
de nucleotideos extracelulares do sistema purinérgico; esses fatores podem ser
responsaveis pela criagdo de microambientes imunossupressores nos pacientes com
LLA-B. O objetivo do trabalho foi correlacionar a expressdo dos genes purinergicos
com a sobrevida e caracterizar o sistema imune com énfase no sistema purinérgico em
pacientes com LLA-B. Dessa forma, para as analises in silico, utilizamos dados
transcriptdmicos. Pacientes LLA foram separados em: LLA recorrente e LLA néo-
recorrente; e, apos, separados em sangue periférico (SP) ou medula 6ssea (MO). E para
as analises in vivo, amostras foram marcadas com CD3, CD4, CD8, CD19, CD20,
CD25, CD45, CD38, CD39 e CD73, sendo as populacbes celulares analisadas por
citometria de fluxo. Observamos que o aumento da expressdao do gene CD38 em
amostras de MO LLA recorrente/LLA ndo-recorrente tém impacto negativo na
probabilidade de sobrevida global dos pacientes, aumentando o risco de morte. Em
amostras de sangue periférico, observamos uma menor quantidade de células CD73+,
no grupo LLA, em subpopulacbes de células T CD4+ e Bregs. Ainda, cada célula T
CDB8+ expressa mais CD38 em sua membrana celular, ao passo que esta menos expressa
na membrana das células B e Bregs. Além disso, vimos uma correlacdo positiva entre
CD38 e CD39 na subpopulacdo de Tregs no grupo LLA, quando avaliada pela
frequéncia. Em amostras de medula 6ssea, observamos uma maior porcentagem de
células CD38+ em subpopulac6es de células T CD4+ e CD8+, e de células CD39+ na
populacdo de Tregs e células CD73+ em subpopulacdes de células B e Bregs e uma
correlacdo positiva entre CD38 e CD73 na populacéo de células T CD4+ e entre CD38
e CD39 na populacédo de células Bregs no grupo LLA, quando avaliado pelo MFI. No
grupo risco padrdo (baixo), observamos que cada célula T CD8+ expressa mais CD38
em sua membrana celular no grupo LLA, ao passo que expressa menos nas células B e
Bregs. Ainda no grupo risco baixo, as células Treg expressam menos CD39 em sua
membrana celular no grupo LLA. No grupo risco alto, hd& menos células T
CD4+CD73+, porém verificamos uma maior expressao de CD73 nas células Bregs,
bem como CD39 nas células T CD8+. Ainda, cada célula TCD8+ expressa mais CD38
em sua membrana celular no grupo LLA, e menos na das células B e Bregs. Vimos uma
correlagéo negativa entre CD38 e CD39 na populacdo de Tregs no grupo LLA, quando
avaliado pela frequéncia. CD38 pode estar envolvido no desenvolvimento e progressao
da LLA-B. Podemos sugerir que o perfil da frequéncia de linfdcitos pode influenciar o
resultado do tratamento em nichos e grupos de risco diferentes, bem como o perfil de
expressao e correlacdo das ectonucleotidases. Faz-se necessario mais pesquisas a
respeito das ectonucleotidases, principalmente da CD38, na LLA-B. O entendimento
do sistema imune no contexto purinérgico abre perspectivas interessantes como
ferramenta para prognostico e terapia para pacientes com LLA-B.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica aguda, Imunomodulagéo, Linfécitos regulatorios,
Sistema purinérgico, Ectonucleotidases.



ABSTRACT

Acute Lymphocytic Leukemia (ALL) is a malignant neoplasm resulting from the clonal
proliferation of cells associated with the early stages of lymphoid maturation. The
purinergic system is involved in immunomodulation, but it is not yet known whether
the expression and function of enzymes in the purine pathway are altered in ALL-B. In
addition it appears that regulatory lymphocytes (Breg and Treg) are involved in
production of extracellular nucleotides in the purinergic system; the factors may be
responsible for the creation of immunosuppressive profile in patients with ALL-B. The
objective of the work was to correlate the expression of purinergic genes with survival
and to characterize the immune system with an emphasis on the purinergic system in
patients with ALL-B. Thus, for in silico analyses, we use transcriptomic data. ALL
patients were separated as following: recurrent ALL and non-recurrent ALL; and,
afterwards, separated into peripheral blood (PB) or bone marrow (BM). For in vivo
analyses, samples were stained with CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD25, CD45,
CD38, CD39 and CD73, with cell populations analyzed by flow cytometry. We
observed that the increased expression of the CD38 gene in BM recurrent ALL/non-
recurrent ALL samples has a negative impact on the patients overall survival
probability, increasing the risk of death. In peripheral blood samples, we observed a
smaller amount of CD73+ cells, in the ALL group, in subpopulations of CD4+ T cells
and Bregs. In addition, each CD8+ T cell expresses more CD38 in its cell membrane,
whereas is less expressed in B and Breg cells membrane. In addition, we observed a
positive correlation between CD38 and CD39 in the Treg subpopulation in the ALL
group, when assessed by frequency. In bone marrow samples, we observed greater
frequency of CD38+ cells in subpopulations of CD4+ and CD8+ T cells, and greater
frequency of CD39+ cell in the Treg subset as well as greater frequency of CD73+ cells
in B and Breg cells. We also observed a positive correlation between CD38 and CD73
in the population of CD4+ T cells and between CD38 and CD39 in the population of
Breg cells in the ALL group, when assessed by MFI. In the standard (low) risk group,
we observed that each CD8+ cell expresses more CD38 on cells membrane in the ALL
group, whereas expresses less in B and Breg cells. Tregs cells express less CD39 on
their cell membrane in the ALL group. In the high risk group, there are fewer CD4+
CD73+ T cells, but we found a greater expression of CD73 in Bregs cells, as well as
CD39 in CD8+ T cells. In addition, each CD8+ T cell expresses more CD38 on cells
membrane in the ALL group, and less in B and Breg cells. We also observed a negative
correlation between CD38 and CD39 in the Treg population in the ALL group, when
assessed by cells frequency. CD38 may be involved in the development and progression
of ALL-B. We can suggest that the lymphocyte frequency profile may influence the
outcome of treatment in different niches and risk groups, as well as the expression and
correlation profile of ectonucleotidases. More research is needed regarding
ectonucleotidases, especially CD38, in ALL-B. Understanding the immune system in
the purinergic context opens interesting perspectives as a tool for prognosis and therapy
for patients with ALL-B.

Keywords: Acute lymphocytic leukemia, Immunomodulation, Regulatory
lymphocytes, Purinergic system, Ectonucleotidases.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADO:Adenosina

ADPR:Adenosina Difosfato Ribose
AMP:Adenosina Monofosfato
APC:Antigen — Presenting Cell
ATP:Adenosina Trifosfato
Breg:Linfocitos B Regulatorios
CD39:NTPDase/ENTPD1
CD73:Ecto-5’-nucleotidase
LLA:Leucemia Linfocitica Aguda
LLA-B:Leucemia Linfocitica Aguda do tipo B
LLC:Leucemia Linfoide Cronica
LMA:Leucemia Mielb6ide Aguda
MFI:Mean Fluorescence Intensity
NKT:Natural Killer T Cells
OMS:Organizacdo Mundial da Saude

SNC:Sistema Nervoso Central

TCLE:Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TCR:T Cell Receptor
Teff:Linfocitos T efetores

Treg:Linfdcitos T regulatérios
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1. INTRODUCAO

1.1 Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

A Leucemia linfoide (ou linfocitica/linfoblastica) aguda (LLA) é uma doenca
maligna derivada das células linfoides indiferenciadas (linfoblastos) que estdo presentes
em grande nimero na medula 6ssea, no timo e nos ganglios linfaticos. Nesta doenca,
héa o acimulo de linfoblastos em diferentes etapas da maturagéo, pois 0s mesmo mantém
capacidade de multiplicacdo, mas ndo de diferenciacdo até formas maduras e

imunocompetentes (Farias e Castro 2004).

Embora a LLA possa ocorrer em qualquer idade, sua incidéncia € maior entre
criangas de 2 a 5 anos, numa porcentagem de cerca de 70%. Entre adolescentes e adultos
jovens, a incidéncia das leucemias agudas é de 20% (Farias e Castro 2004). A incidéncia

da LLA volta a crescer ap6s 0s 60 anos de idade (Falcdo e Rego 2002).

A etiologia da LLA permanece desconhecida, porém alguns fatores de risco tém
sido associados a esta patologia. A radiacdo ionizante € um dos fatores ambientais
relacionados ao elevado numero de leucemias em algumas regides geograficas,
principalmente quando a exposigdo ocorre durante a vida intrauterina ou durante a
primeira infancia. Os produtos quimicos diversos e imunodeficiéncias também séo
fatores leucemogénicos (Schumacher et al. 2002). Além dos fatores ambientais,
algumas anormalidades cromossémicas congeénitas (fatores genéticos) estdo associadas
a uma maior susceptibilidade a LLA, como Sindrome de Down, Sindrome de Bloom,
Anemia de Fanconi e Ataxia-telangiectasia (German 1995). Polimorfismos geneticos

também estdo envolvidos na susceptibilidade as leucemias (Pui, Robison e Look 2008).

Baseado no curto tempo de laténcia, na presenca de translocacfes associadas a

LLA no sangue de recém-nascidos com leucemia, nos estudos em gémeos com
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leucemia, foi postulado que o evento inicial na patogénese da LLA ocorreria durante a
vida intrauterina (Mori et al. 2002; Ford et al. 1993). Em alguns subtipos de LLA ¢é
necessario um novo evento mutagénico para que a doenga se desenvolva. Este segundo
evento na patogénese da LLA de células precursoras B possivelmente esta relacionado
a resposta imunoldgica a um ou Vvarios patégenos (Greaves 2005). Evidéncias em
estudos populacionais demonstram que o influxo de novas pessoas em comunidades
isoladas causa um aumento no nimero de casos de LLA (Silva 2009). De maneira
similar, uma resposta imunoldgica anormal a infec¢des virais ou bacterianas também
seria uma possivel causa de LLA (Greaves 2006). Houve o surgimento da hipotese
adrenal, que sugere que criancas em paises em desenvolvimento estariam sujeitas a
infeccbes de repeticdo que causariam a liberacdo de cortisol endégeno em doses
equivalentes aquelas utilizadas para tratamento da LLA. Estes picos de cortisol seriam

capazes de eliminar o clone leucémico (Schmiegelow et al. 2008).

Até a década de 70 as leucemias agudas eram divididas em leucemias linfoides,
ndo linfoides e monociticas. Em 1976, foi lancada a classificacdo FAB (French —
American — British) baseada na morfologia dos blastos e nas reacdes enzimatico-
citoquimicas. Na década de 90 surgiu uma classificacdo subsidiada pela Organizacéao
Mundial da Satde (OMS) e atualizada em 2008, que estratificou as doengas em
diferentes categorias e as definiu de acordo com a combinagdo da morfologia,
imunofenotipo, aspectos genético-moleculares e sindromes clinicas (Swerdlow et al.

2008).

Hoje, o diagnostico e a classificacdo das leucemias agudas apoiam-se, em
grande parte, nos estudos imunofenotipicos por citometria de fluxo. Houve também
muitos avancos no campo da biologia molecular, ajudando a compreender melhor a

doenca e definindo com mais rigor os grupos de risco (Okuda et al. 1995).
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A OMS faz a classificacdo imunoldgica da LLA de acordo com a expressao de
antigenos especificos, podendo, inicialmente, essa leucemia ser classificada em
linhagem T ou B, de acordo com as caracteristicas imunofenotipicas dos linfoblastos,
com denominacdo de leucemia linfoblastica/linfoma linfobléstico do tipo T ou B

(Junior et al. 1997) (Figura A).

Figura A: Desenvolvimento de células sanguineas. Diferentes linhagens de células sanguineas e imunes, incluindo
linfocitos T e B, diferenciam-se de uma célula-tronco sanguinea comum. A LLA se origina nos linfoblastos T ou B na
medula dssea.

@ Blood stem ceII

Myeloid stem cell Lymphond stem cell

\

@ @

Myeloblast Lymphoblast

éanulocytes / \
‘ Eosmophll W%’ Basophll a\

@.@ @
Red blood Y V\* o O

Il % Nedosiil B lymphocyte (S Natural
e wa% ¢ I T lymphocyte killer cell

S L J

[
Platelets White blood cells

Fonte: PDQ Pediatric Treatment Editorial Board 2002.

As leucemias de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de
diferenciacdo normal dos progenitores B na medula éssea, classificando-se em: pro-B,
comum, pré-B e B-maduro. As células do tipo pro-B expressam: HLA-DR, Terminal
Desoxinucleotidil Transferase (TdT), CD34, CD19 e CD22(c). A LLA do tipo comum

(Calla) expressa CD10, CD22(c), CD19 e/ou CD20. A leucemia pré-B expressa cadeia
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u citoplasmaética, em adi¢do a CD19, CD20 e CD10. Por fim, a LLA do tipo B maduro
apresenta um fenotipo incomum, caracterizando-se pela expresséo de cadeias leves de
imunoglobulina na superficie de membrana (Smlg). Os blastos apresentam as mesmas
caracteristicas morfoldgicas e translocacBes cromossdémicas associadas a célula
maligna do linfoma de Burkitt (Farias e Castro 2004). Esse tipo de leucemia apresenta
prognostico desfavoravel, pois ha elevada incidéncia de envolvimento do sistema
nervoso central (SNC), resposta deficiente a terapia e sobrevida abreviada (Santos

2019).

As leucemias de linhagem T dividem-se em trés subgrupos, de acordo com 0s
antigenos de diferenciacdo correspondentes aos niveis de diferenciacdo intratimica
normal: LLA pré-T, T-intermediario e maduro. Na LLA pré-T, as células expressam
CD3 no citoplasma, mas nao na superficie celular, expressando caracteristicamente
CD7, CD2, CD5 e TdT. No tipo T-intermediario, as células passam a expressar
fortemente CD3c, CD2, CD1a e podem co-expressar CD4 e CD8. A LLA do terceiro
grupo corresponde aos timocitos medulares, expressando CD2, CD5, CD7, CD3, sendo
duplamente positivas para CD4 e CD8 (Junior et al. 1997). O fendtipo T esta associado
a elevada leucometria por ocasido do diagnostico, massa mediastinica e envolvimento
do SNC (Farias e Castro 2004). Na LLA, grupos de risco sdo usados para planejar o
tratamento dos pacientes, dentre os fatores que afetam o grupo de risco, destaca-se se
as células leucémicas comecaram a partir de linfocitos B ou T (PDQ Pediatric

Treatment Editorial Board 2002).

1.1.1 Grupos de risco na Leucemia Linfoide Aguda

Na LLA, grupos de risco sdo usados para planejar o tratamento. Existem trés

grupos de risco na infancia e eles sdo descritos como: risco padréo (baixo), que inclui

15



criangas de 1 a menos de 10 anos que tenham uma contagem de glébulos brancos menor
que 50.000/uL no momento do diagnostico; alto risco, que inclui criangas de 10 anos
ou mais e/ou criangas com contagem de globulos brancos de 50.000/uL ou mais no
momento do diagnostico; e risco muito alto, que inclui criangas com menos de 1 ano de
idade, criangas com certas alteragdes nos genes, criangas que respondem lentamente ao
tratamento inicial e criangas que apresentam sinais de leucemia apo6s as primeiras 4

semanas de tratamento (PDQ Pediatric Treatment Editorial Board 2002).

Outros fatores que afetam o grupo de risco incluem: se as células leucémicas
comecaram a partir de linfocitos B ou T; se ha alteragdes nos cromossomos ou nos
genes dos linfdcitos; com que rapidez e quéo baixa a contagem de células leucémicas
cai apdés o tratamento inicial; se as células leucémicas sdo encontradas no liquido
cefalorraquidiano no momento do diagndstico. E importante conhecer o grupo de risco
para planejar o tratamento, visto que pacientes com LLA de alto risco geralmente
recebem mais farmacos anticancer e/ou doses maiores de farmacos anticancer do que

pacientes com LLA de risco padrdo (PDQ Pediatric Treatment Editorial Board 2002).

Criancas tém 95% de probabilidade de alcancar uma remissdo bem-sucedida
apos 4 semanas de inicio do tratamento, porem estima-se que 60% dos adultos
submetidos a quimioterapia de inducdo alcancem remissao completa apos 4 semanas, e
aqueles com mais de 70 anos de idade tem uma taxa de cura de 5% (Hoffbrand, Moss
e Pettit 2006). A modulacédo do sistema imune é um fator que influencia a probabilidade
de o paciente alcancar uma remissdo bem-sucedida e ja foi visto que o sistema
purinérgico pode estar envolvido nesse processo (Di Virgilio, Boeynaems e Robson
2009; Sitkovsky e Lukashev 2005; S. Deaglio et al. 2007), porém ainda nédo se sabe se

a expresséo e a funcdo das enzimas na via das purinas estdo alteradas na LLA-B.
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1.2 Sistema purinérgico e modulagdo do sistema imune nas neoplasias

hematologicas

O metabolismo do ATP (adenosina trifosfato) nos seus metabdélitos ADP, AMP,
adenosina (ADOQO) e inosina € um processo rigorosamente regulado, devido ao
importante papel do eixo ATP/adenosina no metabolismo celular, sinalizacdo e
homeostase imune. O AMP ¢é gerado pelo catabolismo de ATP/ADP, que é
posteriormente convertido em ADQO. Estas reacfes sdo catalisadas por ectoenzimas da
familia das ectonucleotidases. Em ceélulas imunes, a conversdo de ATP em AMP ¢
predominantemente catalisada pela CD39 (NTPDase 1), enquanto a CD73 (ecto-5’-
nucleotidase) catalisa a conversdo de AMP a ADO. Assim, a CD73 e CD39 atuam

conjuntamente na conversdo de ATP a adenosina (Zimmermann 1996).

A conversdo de AMP em ADO no meio extracelular € irreversivel, podendo
apenas ser fosforilada ap6s o transporte de ADO para 0 meio intracelular, onde pode
ser convertida em AMP pela adenosina quinase. I1sso coloca a enzima CD73 em um
ponto crucial no controle intra- e extracelular de nucleosideos e nucleotideos da adenina

(Yegutkin et al. 2002).

Existe ainda, uma via alternativa ndo candnica de producéo de ADO, onde a
molécula CD203a/PC-1 converte ADPR (gerado a partir de NAD+ por CD38) ou ATP
em AMP, que é posteriormente metabolizado em ADO pela CD73 (Alberto L.
Horenstein et al. 2013). Esse eixo CD38/CD203a/CD73 pode exibir operagdo bimodal,
ou seja, podem funcionar de acordo com seu arranjo espacial como parte de (i)
caminhos continuos (moléculas na mesma célula) ou (ii) caminhos descontinuos
(moléculas em células diferentes). O principal participante responsavel pela conversédo

de nucleotideos extracelular € a CD38, como esperado devido as suas caracteristicas
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topoldgicas (ou seja, acessibilidade ao NAD+ exdgeno) e funcdo enzimética conhecida

como regulador primario dos niveis extracelulares de NAD+ (Igbal e Zaidi 2006).

Figura B: Rede das ectonucleotidases. (A) Estrutura do ATP e NAD+ com indicagdo dos locais de clivagem pelas
diferentes ectonucleotidases. (B) Representagdo esquemdtica do destino do ATP e NAD+ extracelulares operados
pelas diferentes ectonucleotidases e as consequéncias funcionais dos metabdlitos gerados.
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Fonte: Vaisitti et al. 2019

Nucleotideos e nucleosideos extracelulares, como ATP e ADO,
respectivamente, podem participar na criacao de condicdes favoraveis que promovem
0 crescimento e a sobrevivéncia tumoral, enquanto suprimem as respostas imunes do
hospedeiro (Di Virgilio, Boeynaems e Robson 2009). O ATP extracelular se liga a
maultiplos receptores purinérgicos tipo P2 (P2Y e P2X), influenciando o metabolismo
celular, migracéo, proliferacdo e apoptose (Burnstock e Verkhratsky 2009). A ADO
pode ser captada pelas células para reconstituir o pool de nucleotideos, ou pode
provocar potentes respostas imunossupressoras e anti-inflamatérias, mediadas atraves
da interacdo com uma familia de receptores purinérgicos do tipo P1 acoplados a
proteina G (Al, A2A, A2B e A3) (Sitkovsky e Lukashev 2005). A produ¢do de ADO

é um componente integral da maquinaria supressora de células T regulatérias (Treg) e
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B regulatorias (Breg), diminuindo a proliferacdo de células T efetoras e a secrecdo de

citocinas de resposta T helper 1 (S. Deaglio et al. 2007).

O modelo de ectonucleotidases presente na via ndo canonica de producdo de
adenosina é centrado em torno do eixo NAD+/ADO, um ponto de verificacdo que
determina se o ambiente extracelular é pro-inflamatério (respostas mediadas por
nucleotideos) ou anti-inflamatorio (respostas mediadas por nucleosideos). Por outro
lado, o substrato NAD+ que desencadeia a via CD38/CD203a/CD73 pode influenciar
0 sistema imunoldgico ao mudar a balanca de sinais ativadores (mediados por P2) para

supressores (mediados por P1) (Horenstein et al. 2013).

Vérias linhas de pesquisa sugerem que 0 microambiente tumoral € marcado pelo
aumento do turnover de nucleotideos extracelulares (Pellegatti et al. 2008; Deaglio et
al. 2007) e nucleosideos (Ohta et al. 2006; Ohta el al. 2001), bem como pelo aumento
da expressdo de ectoenzimas que os metabolizem. CD38 é expresso em varias
neoplasias hematoldgicas, incluindo LLA do tipo B (Keyhani et al. 2000a) e T (Wang
et al. 2015), leucemia mieléide aguda (LMA) (Keyhani et al. 2000b) e leucemia
linfocitica cronica (LLC) (Malavasi et al. 2011). Sabe-se que 0 aumento da expressdo
de ectoenzimas pode atuar indiretamente na imunomodulacdo de pacientes com
neoplasias (Di Virgilio, Boeynaems e Robson 2009). Estudos demonstram que 0S
linfocitos regulatérios (Bregs e Tregs) estdo envolvidos com a producdo de
nucleotideos extracelulares do sistema purinérgico (Deaglio et al. 2007; Saze et al.

2013; Figueird et al. 2016).

1.3 Linfdcitos B regulatérios (Breg) e T regulatérios (Treg)

Os linfocitos Treg fazem parte de uma subpopulacdo de linfocitos CD4 e atuam

na supressdo das respostas imunoldgicas. Existem dois tipos de linfécitos Treg, as
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células Treg naturais (ou constitutivas) e as células Treg induziveis (ou adaptativas).
Os linfécitos Treg naturais se desenvolvem no timo sob influéncia indireta de células
reticulares epiteliais que liberam a linfopoietina estroma timica, uma citocina que faz
com que células dendriticas nas imedia¢Ges induzam linfdcitos T virgens a expressar as
moléculas CD25 e FoxP3, desta forma convertendo células T virgens a linfocitos Treg
naturais. Estes linfocitos Treg naturais saem do timo, e quando seus TCR (T cell
receptor) se ligam a uma APC (célula apresentadora de antigeno) ou a um linfocito T
efetor, eles suprimem a resposta imunoldgica através, principalmente, da secrecdo de
IL-10 e TGF-B. Usualmente, os linfécitos Treg naturais realizam suas fungdes para
resolucdo de uma infeccdo ou para evitar resposta contra algum elemento préprio do
organismo. Os linfécitos Treg induziveis também sdo derivados de linfécitos T virgens,
mas se originam fora do timo, onde aumentam a expressdo dos marcadores CD25 e
FoxP3 e secretam citocinas, tais como IL-10 e TGF-B, que inibem a formagdo de
linfocitos Thi, consequentemente suprimindo a resposta imunoldgica. E possivel que
os dois tipos de linfocitos Treg tenham fungdes sobrepostas e que eles atuem em
conjunto para suprimir a resposta autoimune a moléculas do proprio organismo

(Gartner 2017).

A ADO ¢ capaz de operar por meio do receptor A2A, desempenhando papéis
criticos, ndo redundantes, autbnomos e autoctones na inibicao das funcoes efetoras das
células T ativadas (Huang et al. 1997). A modulacdo da inflamacéo por mecanismos
adenosinérgicos foi rigorosamente testada em modelos de hepatite autoimune e viral
dependente de células T (Ohta e Sitkovsky 2001) e na imunidade antitumoral de células
T (Ohta et al. 2006). Além disso, a estimulacao de respostas mediadas por A2A modula
o controle da colite mediada por células T em modelos experimentais de camundongos,

suprimindo a expressao de citocinas pré-inflamatorias de maneira independente de IL-
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10 e TGF-B (Naganuma et al. 2006). Foi visto que a expressao de CD39/ENTPD1 em
conjunto com CD73 distingue células Treg CD4+/CD25+/Foxp3+ de outras células T.
A expressdo coordenada de CD39/CD73 nas celulas Treg e o receptor de adenosina
A2A nas células T efetoras ativadas geram loops imunossupressores, indicando papéis

na funcdo inibitoria das células Tregs (Deaglio et al. 2007).

A diferenciacdo das Bregs parece ser independente do balanco Thl/Th2
(Dalwadi et al. 2003). Alguns autores afirmam que CD40 é essencial para a geragdo de
Bregs (Fillatreau et al. 2002). Entretanto, outros estudos sugerem que a interacao de
CD40 em células B depende do estagio de maturacdo e da duracdo e forca dos sinais
entre células T e B, os quais ditam a diferenciacdo de linfocitos B em Bregs, células de
memoria ou células plasmaticas (Lee et al. 2002). As Bregs suprimem a ativacédo e
diferenciacdo de linfocitos TCD4+, CD8+ e células NKT (Natural Killer T cells),
primariamente, por meio da producdo de citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10 e
TGF-B. Sao capazes de reduzir a imunidade patogénica das células Th1 promovendo a
apoptose destas células e/ou inibindo a apresentacdo de antigenos pelas células APCs
por meio da secrecdo de TGF-B (Tian et al. 2001). Podem também regular
negativamente a inflamacéo, favorecendo a geragdo de células Treg ou células NKT
(Bouaziz, Yanaba e Tedder 2008). Além disso, promovem a remogdo de corpos
apoptoticos, evitando que estes desencadeiem respostas inflamatorias (Mauri e

Ehrenstein 2008).

Os linfocitos Bregs suprimem células imunes. Geralmente, as células B sé&o
vistas como promotores de ativacdo e proliferacdo de células T. No entanto, estudos
recentes identificaram que linfécitos B CD197CD25* apresentam acdo
imunossupressora sobre células imunes efetoras (De Andrés et al. 2014) e linfocitos B

CD19*CD24*CD38"9" mostraram capacidade supressiva sobre linfocitos T efetores
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(Teff) (Blair et al. 2010). Citocinas secretadas por linfécitos Bregs podem modular
diferentes células imunes tanto em individuos saudaveis como em estados patoldgicos,
embora o entendimento desse processo esteja iniciando em comparacao, por exemplo,
a compreensdo sobre linfécitos Tregs (Stanic et al. 2015). Células Bregs suprimem
diretamente a proliferacdo de células TCD4+ produzindo IL-10 ou TGF-B ou agindo

indiretamente, promovendo expanséo e funcdes de Tregs (Kessel et al. 2012).

Em humanos, linfocitos B ativados sdo capazes de produzir AMP e
consequentemente ADO, pela presenca de CD39 e CD73 na membrana plasmatica, que
por sua vez € capaz de inibir a proliferacdo de Teff e a producédo de citocinas por um
mecanismo presumivelmente acionado pela sinaliza¢do de 5°-AMP (Saze et al. 2013).
Recentemente, mostramos que linfécitos Bregs, que superexpressam a enzima CD39,

sdo capazes de suprimir o crescimento e ativagdo de linfécitos T (Figueiro et al. 2016).

Os linfocitos regulatdrios suprimem respostas imunoldgicas através da secrecdo
de citocinas e expressdio de marcadores celulares especificos, como as
ectonucleotidases. Linféocitos Treg suprimem linfocitos Thl e linfécitos Breg suprimem
a ativacao e diferenciagdo de linfocitos TCD4+, CD8+, células NKT, entre outros tipos
celulares. Os linfocitos regulatérios também sdo capazes de modular as respostas

inflamatorias.

No que diz respeito a LLA, os linfocitos Tregs sdo mais bem estudados que os
Bregs. O mecanismo pelos quais os linfocitos B sdo capazes de modular o sistema
imune parece estar envolvido com a producéo de nucleotideos extracelulares do sistema
purinérgico, possivelmente responsaveis pela criagdo de microambientes
imunossupressores nos pacientes com LLA, sendo favoraveis para o crescimento e

sobrevivéncia das células neoplasicas (Saze et al. 2013), porém esse mecanismo ainda
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carece de estudos. Ainda faz-se necessario desvendar o papel da ADO na supressao

direta, além do seu papel via linfécitos regulatérios nessa patologia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o sistema imunologico com énfase na expressdo das
ectonucleotidases (CD38, CD39 e CD73) em amostras de medula dssea e de sangue

periférico de pacientes com LLA do tipo B.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar a frequéncia dos linfocitos totais e suas subpopula¢fes em amostras de

medula déssea e de sangue periférico de pacientes com LLA-B.

- Analisar a frequéncia dos linfocitos CD38+, CD39+ e CD73+ totais e suas
subpopulacdes em amostras de medula 6ssea e de sangue periférico de pacientes com

LLA-B.

- Analisar o nivel de expressdo de CD38, CD39 e CD73 nos linfdcitos totais e suas
subpopulacdes em amostras de medula 6ssea e de sangue periférico de pacientes com

LLA-B.

- Realizar correlac@es entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 nos linfocitos totais e
suas subpopula¢fes em amostras de medula 6ssea e de sangue periférico de pacientes

com LLA-B.

- Estratificar a coorte de pacientes que apresentavam amostras de sangue periférico em
duas categorias: risco padrdo (baixo) e risco alto, analisando as mesmas variaveis

descritas acima.
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ABSTRACT:

Acute Lymphocytic Leukemia (ALL) is a neoplasm resulting from the proliferation of cells associated
with early stages of lymphoid maturation. The expression and function of purinergic enzymes is believed
to be altered in ALL. The target of the study was to correlate the expression of purinergic genes with
survival. We used transcriptomic data. Patients with ALL-B were divided into recurrent ALL and non-
recurrent ALL; afterwards, separated according to the type of tissue, peripheral blood (PB) or bone
marrow (BM). The relationship between gene expression and survival was assessed using Cox and
Kaphan-Meyer. It was observed that the increased expression of the CD38 gene in samples of recurrent
ALL/BM and non-recurrent ALL/BM have an impact on patient survival, increasing the risk of death.
The CD38 enzyme may be altering NAD+ homeostasis in the microenvironment, modulating the
antitumor response, or adenosine would be promoting the grown and survival of leukemic cells.

Keywords: CD38, Survival, Acute Lymphocytic Leukemia.

INTRODUCTION

Acute Lymphocytic (or Lymphoblastic) Leukemia (ALL) is a malignant neoplasm resulting
from clonal proliferation and accumulation of cells that display cellular markers associated with
the early stages of lymphoid maturation. Blasts accumulate in the Bone Marrow (BM) and
replace the normal BM population (Reis et al. 2009). Acute Leukemia alone accounts for about
25.000 newly diagnosed cancer cases and 12.000 deaths annually in the U.S.A. Of these cases,
almost 25% are classified as ALL (Siegel et al. 2014), and over 50% of diagnosed cases occur
in children and teenagers. Fortunately, cure rates approach 90% (Inaba, Greaves, and Mullighan
2013; Pui 2010; Hunger et al. 2012), but the remaining percentage usually develop relapsed
disease, which show poor survival rate (Annesley and Brown 2015). The peak incidence occurs
between 2 and 5 years of age, being four times more frequent than Acute Myeloid Leukemia
(AML) (Barbosa et al. 2005). Currently, five years survival rate (Pui 1995; Schorin et al. 1994;
Afify et al. 2005; Gassas et al. 2008; Nemecek et al. 2011; Sanders et al. 1987) of children with

ALL is approximately 80%, but the absolute number of children who die represents a large
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proportion of the total number of infant deaths due to cancer and the treatment may leave life-
long consequences (Harvey et al. 2010; Arceci et al. 1992). However, in adults, five years
survival rate is between 45-50% and prognosis is especially poor in cases with relapsing ALL
(Pui, Robison, and Look 2008; Dores et al. 2012; Silverman et al. 2010; Pui 2009).

Current standards for ALL diagnosis integrate the study of cell morphology, immunophenotype
and genetics/cytogenetics as detailed in the 2008 WHO (World Health Organization) and
EuroFlow Consortium Classification of Lymphoid Neoplasms. Lymphoid neoplasms are
assigned into two principal categories: neoplasms derived from B- and T-lineage lymphoid
precursors. In B-lineage ALL the markers for diagnosis, differential diagnosis and
subclassification are CD9, CD10, CD13, CD15, CD19, CD20, CD21, CD22, CD24, CD33,
CD34, CD38, CD45, CD58, CD66¢c, CD81, CD117, CD123, CDw65, NG2, cylgu, smlgh,
nuTdT and smigk. T-cell markers are CD1a, CD2, cyCD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10,
CD13, CD33, CD44, CD45, CD45RA, CD56, CD99, nuTdT, TCRyd, cyTCRB, HLADR,
smCD3, CD117 and CD123 (Van Dongen et al. 2009; Vardiman et al. 2009).

Treatment of ALL is divided in therapy for induction of remission (at the time of diagnosis)
and post-induction  therapy (after complete  remission), consisting of a
consolidation/enhancement therapy and maintenance/continuation therapy. Remission
induction treatments may use vincristine, corticosteroids and L-asparaginases, with or without
anthracycline (Afify et al. 2005; Gassas et al. 2008; Silverman et al. 2010; Oudot et al. 2008;
Salzer et al. 2010). Standard treatment for consolidation/enhancement and
maintenance/continuation therapy includes chemotherapy (PDQ Pediatric Treatment Editorial
Board 2002). Chemotherapeutic agents used in multiple drug regimens include methotrexate,
6-mercaptopurine (6-MP) and fludarabine, all aiming at the metabolism of purines (Riscoe,
Brouns, and Fitchen 1989). Additionally, clinical (age, initial white blood cell count and
presence of extramedullary disease) and biological variables (immunophenotype, genotype and
response to therapy assessed by minimal residual disease [MRD]) can be used to stratify
patients into risk at baseline (Schultz et al. 2007; Carroll and Raetz 2012). However, the most
important predictors after relapse are the phenotype, duration of initial remission and site of
relapse (Locatelli et al. 2012).

Leukemia cells possess a greater number and more active mitochondria than normal T cells,
resulting in more active ATP release and higher pericellular ATP concentrations that may be
responsible for activation and uncontrolled proliferation of leukemia cells or a source of
adenosine production, a well-describe immunosuppressive molecule in cancer progression
(Ledderose et al. 2016). Considering the different modulators off cancer disease, adenosine has

attracted attention due its ability to modulate the immune system. The expression and function
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of the enzymes in the purine pathway are poorly known in ALL. The canonical purinergic
system consists principally by hydrolysis of extracellular ATP to adenosine by CD39
(ectonucleoside  triphosphate  diphosphohydrolase-1/ENTPD1) and CD73  (5’-
ectonucleotidase/NT5E) enzymes. CD39 converts ATP to ADP and then to AMP and CD73
converts AMP to adenosine. This cascade results in scavenging of extracellular nucleotides and
the modulation of extracellular purinergic signaling via nucleosides (P1) and nucleotides (P2)
receptors (Kaczmarek et al. 1996). A distinct pattern of enzyme activity was noted in T-
lymphoblasts, which have significantly higher adenosine deaminase (ADA) activity and lower
CD73 activity than do non-T, non-B lymphoblasts. These enzymatic patterns are similar to that
observed in normal human thymocytes but is not shared by the mature, normal T-lymphocytes
of peripheral blood (PB), suggesting that it may reflect the differentiation status of malignant
T-lymphoblasts, confirming the biochemical heterogeneity of ALL (Poplack, Blatt, and
Reaman 1981).

Purinergic signaling also has a nan-canonical pathway of adenosine production. The main
acceptor of NAD™ in the extracellular space are CD38 and CD157 both being ADP-ribosyl
cyclase/cyclic ADP-ribose (ADPR) hydrolases, although with different catalytic characteristics
(Ferrero et al. 2014). By consuming NAD*, CD38 leads to the generation of ADPR, as well as
of a small amount of cyclic ADPR (cADPR) (H. C. Lee 2012). Although cyclase is only a
fraction (1-3%) of the enzymatic output of CD38, cADPR has important functions as a Ca?* -
modulating agent in multiple cell types (F. Malavasi et al. 2008). In the presence of CD203a
(also known as ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase — 1 or PC — 1), NAD* and
ADPR can also serve as additional sources to generate AMP (A.L. Horenstein et al. 2013).
Extracellular adenosine (ADQO) may partially accumulate in the extracellular milieu via CD73

enzyme as a shared mechanism of canonical and non-canonical pathways.

A role in favoring cancer growth and dissemination has been described for each of the
extracellular enzymes involved in nucleotide/nucleoside and NAD+ metabolism (i.e., CD39,
CD38, CD203a and CD73) and for the complexing ADA/CD26 molecules, a controller of ADO
in the extracellular space (A.L. Horenstein et al. 2018) and, therefore, as potential therapeutic

targets in cancer, including ALL.

The underlying genetic features associated with ALL are not well characterized, especially
those related to the purinergic system. Thus, the gene expression profile has the potential to
elucidate the genetic heterogeneity underlying ALL and to capture genetic differences that
impact the treatment response or improve diagnosis (Holleman et al. 2004; Lugthart et al. 2005;
Mullighan et al. 2007; Flotho et al. 2007; Bhojwani et al. 2008; Sorich et al. 2008; Yeoh et al.
2002; Cheok et al. 2003).
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Microarray and Next-Generation Sequencing combined with bioinformatics tools, have
allowed the molecular profiling and target-identification in many tumor subtypes, guiding the
discovery of diagnostic, prognostic and predictive biomarkers in human cancers (Henry and
Hayes 2012; Goossens et al. 2015). However, patients with heterogenic tumors, such ALL, does
not always benefit from the few biomarkers already established and require multiple approaches

to improve the disease’s care management (Dunn et al. 2012).

Altogether, the aforementioned evidence may lead us to believe that the expression genes
related to the purinergic system may have prognostic value in ALL patients considering the
importance of ADO in immunomodulation and the lack of information about the involvement
of the genes in this pathology. The objective of this work, therefore, is to correlate the gene
expression related to the purinergic system (ENTPD1, CD38, NT5E and DPP4) with the
survival of ALL patients.

MATERIALS AND METHODS

Expression data acquisition and patient selection

Clinical information and ALL gene expression data were retrieved from NCI’s Office of Cancer
Genomics (OCG), the Therapeutically Applicable Research to Generate Effective Treatment
(TARGET) Program (https://ocg.cancer.gov/programs/target).

We used the discovery dataset corresponding to phase Il of the project, accessed in July 2018
(ftp://caftpd.nci.nih.gov/pub/OCG-DCC/TARGET/ALL/gene_expression_array/Phase2/). The

TARGET ALL Phase Il project has produced comprehensive genomic profiles of relapse-

enriched, clinically annotated patient cases in the discovery dataset. Each fully-characterized
TARGET ALL case includes data from nucleic acid samples extracted from peripheral blood

or bone marrow tissues.

Tissues and clinical data used were obtained from patients enrolled on biology studies and
clinical trials managed through the Children’s Oncology Group (COG) between 2000 and 2010.
Patient samples with full characterization were chosen based on the following criteria:
experienced early bone marrow relapse (<4 years from time of diagnosis) and adequate amount
of high-quality nucleic acids for comprehensive genomic profiling. The methodology used for
nucleic acid sample processing was RNA isolation with Invitrogen TRIzol

(https://ocg.cancer.gov/sites/default/files/RNA_Trizol ALL.pdf) and for gene expression, data

generation protocol Gene Chip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)
(https://ocg.cancer.gov/programs/target/target-methods#3222).
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The 298 patients were selected according to the clinical variables available in the dataset: age
of the patient on days at diagnosis (value min 1 and value max 15000), gender (female or male),
characteristics disease state (recurrent ALL or non-recurrent ALL), type of tissue in which
nucleic acids were extracted for analysis (peripheral blood or bone marrow), central nervous
system disease or the presence of leukemia cells in the cerebral spinal fluid at the time of
diagnosis (CNS-1: absence of blasts; CNS-2: leukocytes <5uL with blasts), overall survival
(time in days to death) and progression-free survival (time in days to last follow-up). Patients
undergoing some type of alternative therapy were disregarded (chemotherapy, surgery,
transplantation, radiation etc).

Patients were separated into two groups for analysis: characteristics disease state (recurrent
ALL or non-recurrent ALL) and type of tissue in which nucleic acids were extracted for analysis
(peripheral blood or bone marrow), generating three large groups for analysis: peripheral blood
non-recurrent (in graphs and figures represented by the acronym PB), bone marrow non-
recurrent (in graphs and figures represented by the acronym BM) and bone marrow recurrent
(BMR). The mRNA expression levels were separated into low- and high-expression, designated
using the gene distribution’s median expression as a cut-0ff. Gene expression distribution
graphs were generated using GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc. — San Diego,
California, U.S.A.).

Cox Proportional Hazards Regression and Kaplan-Meier Log-rank Survival
Analyses

The relationship between gene expression levels and survival (overall survival [OS] and
progression-free survival [PFS]) was evaluated using Cox Proportional Hazards Regression and
Kaplan-Meier Log-rank Survival Analyses. Cox analysis was used to adjust for clinical
variables, such as age, gender and central nervous system disease or the presence of leukemia
cells in the cerebral spinal fluid (CNS-1 and CNS-2); results were expressed as Hazard Ratio
(HR). Both Cox analysis and log-rank tests were computed using R Statistical Software
Survival Package (Core 2018; Dunteman and Ho. 2011). For the Kaplan-Meier analyses, we
used low- and high-expression labels to compute the log-rank tests. Kaplan-Meier curves and
forest plots were generated using ggplot2 and survminer packages (Kassambara and Kosinski
2017; Wickham 2016).

RESULTS

Cohort Demographic Information
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The 298 ALL patients had median age of 3139.16 days/ 8.6 years (range, 388-10946 days/ 1.06-
30 years) at the diagnosis. The majority of them were male (55%) and white (70%). The most

prevalent disease state was non-recurrent ALL (59%), against 41% recurrent ALL. The type of

tissue most used for the analysis was the bone marrow (83%) and the majority of patients are

classified as CNS-1 (81%), therefore, blasts were not detected in cerebrospinal fluid samples.
The cohort’s median OS and PFS were 1535 days (range, 99-4017 days) and 734 days (range,
77-2801 days), respectively (Figure 1). The full clinical characteristics of the patients are

summarized at Table 1.
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Overall survival and progression-free survival of ALL patients. (A) Overall

survival probabilities of 290 ALL patients’ days after diagnosis. (B) Progression-
free survival probabilities of 298 ALL patients’ days after diagnosis.

Table 1.

Cohort Demographic Information.

Characteristic

ALL patients (n=298)

Age at diagnosis - days

Median 3139.16
Range 388-10946
Gender — n (%)

Female 134 (45)
Male 164 (55)
Race — n (%)

White 209 (70)
Other 89 (30)
Characteristics disease state — n (%)

Recurrent ALL 123 (41)
Non-recurrent ALL 175 (59)
Type of tissue — n (%)

PB 50 (17)
BM 248 (83)
CNS status - at diagnosis — n (%)

CNS-1 242 (81)
CNS-2 56 (19)

Abbreviations: ALL, acute lymphocytic leukemia; PB, peripheral blood; BM, bone marrow; CNS, central nervous

system.
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Survival Analyses

We investigated the prognostic role of genes in the purinergic pathway ENTPD1 (CD39), NT5E
(CD73), CD38 (CD38) and DPP4 (CD26) in ALL. We divided the patients in groups with high
or low gene expression (Figure 2 and 3) and performed survival analysis to assess their survival
probabilities (Figure 4 and 5). Kaplan-Meier results indicated that ALL patients with high
CD38 expression, in BM and BMR samples, have a shorter OS (p=0.0091 and p=0.019,
respectively) when compared to patients with low expression of this gene (Figure 4C and 4G,
respectively). No significant difference was seen in the analyzes of the group of ALL patients
with high expression of the following genes: ENTPD1 in BM samples (p=1) (Figure 4A), NT5E
in BMR (Figure 4F) and PB (Figure 4J) samples (p=0.068, p=0.092, respectively) and CD38 in
PB samples (p=0.23) (Figure 4K); having a lower probability of OS compared to the group with
low expression of the respective gene. There was also no significant difference in the analyzes
of the group of ALL patients with low expression of the following genes: NT5E and DPP4 in
BM samples (p=0.55, p=0.52, respectively) (Figure 4B and 4D, respectively), ENTPD1 and
DPP4 in BMR samples (p=0.1, p=0.41, respectively) (Figure 4E and 4H, respectively),
ENTPD1 and DPP4 in PB samples (p=0.95, p=0.33, respectively) (Figure 4l and 4L,
respectively); having a lower probability of OS compared to the group with high expression of

the respective gene.

Additionally, patients with low ENTPD1 expression in BM samples had a shorter PFS
(p=0.021) when compared to patients with high expression of this gene (Figure 5A). The
opposite occurs with CD38 gene, showing high expression associated with shorter PFS
(p=0.00089) when compared to low expression (Figure 5C). No significant difference was seen
in the analyzes of the group of ALL patients with high expression of the following genes: DPP4
in BM samples (p=0.86) (Figure 5D), NT5E and CD38 in PB samples (p=0.55, p=0.18,
respectively) (Figure 5F and 5G, respectively); having a lower probability of PFS compared to
the group with low expression of the respective gene. There was also no significant difference
in the analyzes of the group of ALL patients with low expression of the following genes: NT5E
in BM samples (p=0.57) (Figure 5B), ENTPD1 and DPP4 in PB samples (p=0.74, p=0.21,
respectively) (Figure 5E and 5H, respectively); having a lower probability of PFS compared to

the group with high expression of the respective gene.
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Figure 2. Gene expression profile of ALL patients. The relative mRNA level of genes

evaluated by overall survival (OS) in bone marrow non-recurrent (BM), bone
marrow recurrent (BMR) and peripheral blood non-recurrent (PB) samples. The
relative mRNA level was divided by their median. For each gene, patients were
labeled as high-expression (red) for expression values above the median (values
>50%), while patients were labeled as low-expression (blue) for expression value
below median (values <50%).
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Figure 3. Gene expression profile of ALL patients. The relative mRNA level of genes

evaluated by progression-free survival (PFS) in bone marrow non-recurrent (BM)
and peripheral blood non-recurrent (PB) samples. The relative mRNA level was
divided by their median. For each gene, patients were labeled as high-expression
(red) for expression values above the median (values >50%), while patients were
labeled as low-expression (blue) for expression value below median (values
<50%).
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Time
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Kaplan-Meier estimates of overall survival from groups of ALL patients with
high- and low-expression of ENTPD1/CD38/NT5E/DPP4 genes in bone marrow
non-recurrent (BM - n=133), bone marrow recurrent (BMR — n=115) and
peripheral blood non-recurrent (PB — n=42) samples. (A) The group of ALL
patients with high-expression of ENTPDL1 gene (red) have a lower OS probability
compared to the group with low-expression of ENTPD1 gene (blue), but without
significative difference (p=1), in BM samples. (B) The group of ALL patients with
low-expression of NT5E gene (blue) have a lower OS probability compared to the
group with high-expression of NT5E gene (red), but without significative
difference (p=0.55), in BM samples. (C) The group of ALL patients with high-
expression of CD38 gene (red) have a lower OS probability (p=0.0091) compared
to the group with low-expression of CD38 gene (blue), in BM samples. (D) The
group of ALL patients with low-expression of DPP4 gene (blue) have a lower OS
probability compared to the group with high-expression of DPP4 gene (red), but
without significative difference (p=0.52), in BM samples. (E) The group of ALL
patients with low-expression of ENTPD1 gene (blue) have a lower OS probability
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compared to the group with high-expression of ENTPD1 gene (red), but without
significative difference (p=0.1), in BMR samples. (F) The group of ALL patients
with high-expression of NT5E gene (red) have a lower OS probability compared
to the group with low-expression of NT5E gene (blue), but without significative
difference (p=0.068), in BMR samples. (G) The group of ALL patients with high-
expression of CD38 gene (red) have a lower OS probability (p=0.019) compared
to the group with low-expression of CD38 gene (blue), in BMR samples. (H) The
group of ALL patients with low-expression of DPP4 gene (blue) have a lower OS
probability compared to the group with high-expression of DPP4 gene (red), but
without significative difference (p=0.41), in BMR sample. (1) The group of ALL
patients with low-expression of ENTPD1 gene (blue) have a lower OS probability
compared to the group with high-expression of ENTPD1 gene (red), but without
significative difference (p=0.95), in PS samples. (J) The group of ALL patients
with high-expression of NT5E gene (red) have a lower OS probability compared
to the group with low-expression of NT5E gene (blue), but without significative
difference (0.092), in PB samples. (K) The group of ALL patients with high-
expression of CD38 gene (red) have a lower OS probability compared to the group
with low-expression of CD38 gene (blue), but without significative difference
(p=0.23), in PB samples. (L) The group of ALL patients with low-expression of
DPP4 gene (blue) have a lower OS probability compared to the group with high-
expression of DPP4 gene (red), but without significative difference (p=0.33), in PB
samples.
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Kaplan-Meier estimates of progression-free survival from groups of ALL patients
with high- and low-expression of ENTPD1/CD38/NT5E/DPP4 genes in bone
marrow non-recurrent (BM — n=248) and peripheral blood non-recurrent (PB —
n=50). (A) The group of ALL patients with low-expression of ENTPD1 gene (blue)
have a lower PFS probability (p=0.021) compared to the group with high-
expression of ENTPD1 gene (red), in BM samples. (B) The group of ALL patients
with low-expression of NT5E gene (blue) have a lower PFS probability compared
to the group with high-expression of NT5E gene (red), but without significative
difference (p=0.57), in BM samples. (C) The group of ALL patients with high-
expression of CD38 gene (red) have a lower PFS probability (p=0.00089)
compared to the group with low-expression of CD38 gene (blue), in BM samples.
(D) The group of ALL patients with high-expression of DPP4 gene (red) have a
lower PFS probability compared to the group with low-expression of DPP4 gene
(blue), but without significative difference (p=0.86), in BM samples. (E) The group
of ALL patients with low-expression of ENTPD1 gene (blue) have a lower PFS
probability compared to the group with high-expression of ENTPD1 gene (red),
but without significative difference (p=0.74), in PB samples. (F) The group of ALL
patients with high expression of NT5E gene (red) have a lower PFS probability
compared to the group with low-expression of NT5E gene (blue), but without
significative difference (p=0.55), in PB samples. (G) The group of ALL patients
with high-expression of CD38 gene (red) have a lower PFS probability compared
to the group with low-expression of CD38 gene (blue), but without significative
difference (p=0.18), in PB samples. (H) The group of ALL patients with low-
expression of DPP4 gene (blue) have a lower PFS probability compared to the
group with high-expression of DPP4 gene (red), but without significative
difference (p=0.21), in PB samples.
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We also performed a multivariate Cox analyses to evaluate the contribution of purinergic
system genes in the mortality risk (Table 2), independently of clinical covariates (gender, age
and CNS-Status). We observed that higher CD38 expression in BM and BMR was significantly
associated with OS of these patients (HR=1.26, 95% CIl=1.04~1.53, p=0.017; HR=1.48, 95%
Cl=1.19~1.83, p=0.002, respectively). Additionally, patients with high CD38 expression in PB
showed increased risk of relapse (HR= 1.72; 95% CIl= 1.21~2.45). The expression of NT5E
and DPP4 also were significantly associated with OS in BMR samples (HR= 1.26; 95%
Cl=1.01~1.57; HR=-1.20, 95% ClI= -1.44~-1.83, respectively). Finally, the covariate age had
a significant effect on both OS and PFS in BM, besides OS in BMR samples, but no effect using
PB samples; the covariate CNS-Status also had a significant effect on PFS in BM samples.

Table 2.Multivariate Cox Analysis of Clinical Features and Purinergic Genes—-mRNA Expression.

BM PB BMR
OS (n=133) PFS (n=248) OS (n=42) PFS (n=50) OS (n=115)
HR (95%Cl) p-value HR (95%Cl) p-value HR (95%Cl) p-value HR (95%Cl) p-value HR (95%Cl) p-value
Gender 1.05(0.68~1.62) 0.795 1.16(0.89~1.51) 0.258 1.68(0.79-3.52) 0.170 1.38(0.76~2.52) 0.282 1.59(0.97~2.61) 0.061
Age 2.39(1.55~3.69) 0.00007 1.34(1.02-1.76) 0.034 1.86(0.90-3.83) 0.092 1.33(0.71~2.51) 0.363 2.30(1.44~3.65) 0.0004
CNS-Status 1.39(0.83-2.32) 0.197 1.42(1.00~2.03) 0.048 1.28(0.56~2.93) 0.554 1.80(0.90~3.58) 0.092 1.47(0.80~2.70) 0.206
ENTPD1 -1.04(-1.31~-0.82) 0.721 -1.10(-1.29~-0.95) 0.187 -1.19(-1.76~-0.79) 0.397 -1.11(-1.55~-0.79) 0.544 -1.20(-1.69~-0.85) 0.277
NT5E -1.17(-1.41~-0.96) 0.118 1.00(0.89~1.12) 0.949 1.26(0.92~1.72) 0.138 -1.01(-1.31~-0.77) 0.935 1.26(1.01~157) 0.037
CD38 1.26(1.04~1.53) 0.017 1.29(1.15-1.44) 1.366 1.49(0.99~2.25) 0.052 1.72(1.21~2.45) 0.002 1.48(1.19~1.83) 0.0002
DPP4 -1.06(-1.28~-0.88) 0.500 -1.00(-1.12~-0.90) 0.905 -1.09(-1.53--0.76) 0.638 1.03(0.78-1.37) 0.797 -1.20(-1.44~-1.01) 0.037

p-value<0.05 is considered significant.

Abbreviations: BM, bone marrow non-recurrent; PB, peripheral blood non-recurrent; BMR, bone marrow recurrent; OS, overall survival; PFS,
progression-free survival; HR, hazard ratio; Cl, confidence interval; CNS, central nervous system; ENTPD1, ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 1; NT5E, 5°-nucleotidase ecto; CD38, CD38 molecule; DPP4, dipeptidyl-peptidase 4.

DISCUSSION

Ectonucleotidases appear to play an important role in the growth and spread of cancer, so they
can be potential therapeutic targets in leukemias, including ALL. The literature still lacks
information regarding the genetic characteristics associated with ALL, especially those related
to the purinergic system. Since the discovery of new genetic biomarkers is capable of capturing
differences that affect the response to treatment or improving the diagnosis, it would be
interesting to discover a new prognostic and predictive biomarker for ALL. From clinical and
transcriptomic information from a childhood cohort of patients with type B ALL, we analyzed
whether the expression of some genes related to the purinergic system may have prognostic

value for ALL patients.

The expression of ENTDP1, CD38 and NT5E genes related to extracellular enzymes involved
in nucleotide/nucleoside and NAD+ metabolism, and expression of DPP4, gene related to ADO
control in extracellular space (A.L. Horenstein et al. 2018), have been described in several types

of cancer. Increased expression of the ENTPD1 gene has been associated with an unfavorable
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clinical outcome in chronic lymphocytic leukemia (CLL) (Abousamra et al. 2015); However,
in others cancers, such as human rectal adenocarcinoma, this increase is associated with a
favorable outcome. The combined analysis of CD39 and CD73 expression has been described
as an efficient way to predict the prognosis of patients with human rectal adenocarcinoma,
where patients with increased CD73 but reduced CD39 levels has a worse prognosis (Zhang,
Cheng, et al. 2015). In addition, increased NT5E gene expression does not appear to correlate
with prognosis of breast cancer patient (Supernat et al. 2012), but some studies have indicated
that high NT5E gene expression is associated with a favorable prognosis in patients with gastric
cancer and rectal adenocarcinoma (Lu et al. 2013; Zhang, Song, et al. 2015). So far, only the
gene expression of CD38 and DPP4 has been described for their impact on ALL patient survival
using a restricted cohort. CD38 expression in ALL-T, considering a group of children, does not
seem to influence patient survival (Koehler et al. 1993), whereas when considering a group of
adults with ALL-B, overall survival is favored in those with higher levels of CD38 (Keyhani et
al. 2000a), and CD26 is a marker of aggression in ALL, so increased expression is associated
with worse outcomes (Carbone et al. 1995). We emphasize that our work was done with a child

cohort of patients with ALL-B, being an unprecedented study.

According to Kaplan-Meier analysis, CD38 differential expression in BM and BMR samples
has a significant impact on the overall survival probabilities of ALL patients. Multivariate Cox
analysis indicated that CD38 expression in BM and BMR samples has prognostic value for
overall survival independent of clinical covariates. Both analyzes, Kaplan-Meier and Cox,
showed that increased CD38 expression in BM and BMR samples increases the risk of death
of patients (Figure 4 and Table 2), therefore high CD38 expression may characterize subgroups
of the disease with aggressive behavior. Both statistical analyzes performed agreed in their
results, since they are complementary, so we may note the robustness of this result, which
includes the expression of CD38 in the analyzes of overall survival. It is also important to note
that the studied cohort has an average age of 8.6 years, characterizing this group as children’s,
it is known that the expression of CD38 has a different impact on survival depending on the
age group (children or adults). In addition, the cell type involved is an important prognostic
factor, therefore, we must take into account when interpreting the results that the studied cohort
involved only patients who had B cells as the original cell, characterizing the pathology as type
B.

Giovanni D’ Arena and collaborators evaluated 61 patients with CLL-B, both in blood and bone
marrow samples and observed that CD38 expression correlates with adverse biological
characteristics and may predict a poor clinical outcome in CLL-B. The median survival of
patients with CD38+ was 90 months, while it was not yet reached at 180 months in patients

CD38 negative, where the average age of patients was 68 years (D’Arena et al. 2001). Chang
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and collaborators also evaluated patients with CLL-B and observed that those who expressed
high levels of CD38 in neoplastic lymphocytes, had worse overall survival than those with low
levels of CD38 expression. They observed that 91% of patients who had high levels of CD38
expression required chemotherapy and only 38% of patients with low expression levels required
chemotherapy (Chang, Liu, and Cleveland 2003). Eveillard and collaborators obtained results
similar to ours, investigating the expression level of CD38 in a cohort of 128 patients (mean of
20 years old) with ALL-B, in blood and bone marrow samples. CD38 was expressed in 95% of
cases and they suggested that daratumumab (anti-CD38), in co-treatment with chemotherapy,
may be useful in the treatment of ALL-B both in first line or at relapse (Eveillard et al. 2016).

The transcriptome refers to the complete set of transcripts. The profile of the transcriptome can
vary according to the moment, physiological state, physical, chemical, biological stimuli or
disease, such as ALL. Variation in mRNA expression may not necessarily reflect protein
variation and we must be careful to infer that gene expression may be influencing patients
survival. Therefore, we are aware that the discussion made in the paper at protein levels is just
speculative.

Any prognostic regarding CD38 expression for childhood ALL-B has been found in the
literature, but it has been seen in other types of leukemia. In CLL-B, in agreement, CD38
overexpression may be a poor prognostic factor. A function for CD38 has been seen in
modulating B cell receptor (BCR) signals and in promoting the expansion of antigen-controlled
CLL cells. In addition, it has been seen that CD38 is a marker to the proliferative fraction of
leukemic clone (He et al. 2017).

The CD38 gene encodes type Il surface glycoprotein, known as CD38 (Alessio et al. 1990).
Within the immune system, it is expressed by immature hematopoietic cells, down-regulated
by mature lymphocytes and re-expressed at high levels by activated T and B lymphocytes,
dendritic and natural killer (NK) cells (F. Malavasi et al. 2008). CD38 is a bi-functional

molecule and may have enzymatic or receptor functions.

The alternative pathway for ADO formation in T cells initiates by CD38, which hydrolyzes
NAD+ generating ADPR or cADPR, which is hydrolyzed by porcine ecto-nucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 1(NPP1/CD203a) promoting the formation of AMP which
is metabolized by CD73 originating ADO. CD203a can also hydrolyze NAD+ directly by
generating AMP that will be hydrolyzed by CD73 originating ADO (Beavis et al. 2012). ADO,
an extracellular nucleoside, can participate in creating favorable conditions to promote cancer
growth and survival while suppressing host immune responses (Serra et al. 2011). The
mechanisms of immunosuppression involve direct effects on antitumor effector cells but also

indirect effects on APCs and immunoregulatory cells such as Treg cells. A2AR receptors
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mediates immunosuppressive effects of ADO in lymphoid cells (Sek et al. 2018). In this
context, ADO assumes the role of a local hormone: cell metabolism is adjust via low- or high-
affinity purinergic receptors expressed by immune and bone cells as well as by tumor cells
leading to immunosuppression, failure of immune surveillance and cancer progression
(Horenstein et al. 2019).

Infiltration of CD38-expressing immune cells during tumorigenesis is known to have the
potential to alter NAD+ homeostasis in the tumor microenvironment, disrupt normal metabolic
processes and impair tissue integrity. CD38 in the intracellular milieu may have access to
intracellular NAD+ pools and, without significant regulation, lead to severe decline in
intracellular NAD+, resulting in metabolic collapse (Chini 2009; Zhao, Lam, and Lee 2012;
Liu et al. 2017)

Interestingly, the role of CD38 in the tumor cell provides somewhat conflicting data. For
example, pancreatic and prostate cancer, which exhibit low CD38 expression and increased
cellular NAD+ levels, exhibit increased tumor cell survival (Bu et al. 2018; Mottahedeh et al.
2018). On the other hand, the increase of CD38 expression and lower levels of NAD and
cADPR are associated with the activation of CLL cells and more aggressive diseases, for
example a higher incidence of lymphadenopathy and poor response to treatment (Malavasi et
al. 2011). In this context, reprogramming of NAD+ regulation via inhibition of CD38 has been
proposed as a strategy for improving efficacy of immune-based therapies. In this context, our
results show that greater expression of CD38 is associated with more aggressive disease, which
is with correlate with greater survival of leukemic cells. CD38, in particular, appears to play a
significant role in the regulation of metabolism and immunomodulation, especially malignant
cell traffic, in the tumor microenvironment (Golden-Mason et al. 2000). As for cellular
regulation, higher NAD+ levels have been associated with greater Th1/17 antitumor response
by providing a substrate for Sirtl, with similar results to NK, Treg and myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) (Chatterjee et al. 2018). On the other hand, in breast cancer, the
presence of CD38 in tumor cells seems to induce the hydrolysis of NAD+, and NAD/NADH
imbalance that may promote metastasis and disease progression (Santidrian et al. 2013).
Therefore, we may assume that this higher expression of CD38 is associated with lower levels
of NAD+ and this can lead to a worsening antitumor immune response, which influences the
overall survival of patients with ALL. Conflicting data are found in the literature, since the
impact of CD38 on immunomodulation seems to depend on the type of cancer, the cells

involved in the tumor microenvironment and the biological characteristics of each patient.

We suggest that a high expression of the CD38 gene, which influences the survival of patients

with ALL, may be increasing the amount of CD38 ectoenzyme in these patients. CD38 with
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enzymatic function may be altering NAD+ homeostasis in the tumor microenvironment and
increasing the survival of leukemic cells through modulations of the antitumor response.
Another hypothesis is that ADO would be promoting cancer growth and survival. NAD+ would
follow the alternative pathway of ADO formation, which is part of the purinergic system,

resulting in immunosuppression.

Gene annotation enrichment analysis is a promising high-throughput strategy to increase the
probability of researchers identify biological processes that are most pertinent to their study.
For this reason, using bioinformatics tools, we can suggest that the CD38 gene may be involved
in ALL aggressiveness because is correlated with lower overall survival in patients. The results
showed involvement of the CD38 gene and from this it was elaborated some hypothesis based
on previous scientific results to explain such aggressiveness, able to influence patients’
survival. The possibility of CD38 being directly part of the pathogenetic network underlying
the development and progression of B-ALL has been poorly explored, when compared with
other types of leukemias such as CLL. The lack of evidence supporting CD38 as a possible
biomarker responsible for aggressiveness of the disease supports the need for further research
in the field.
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Capitulo I1: Resultados in vivo
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1.METODOLOGIA
1.1 Amostras

Todos os experimentos seguiram as recomendacdes da declaracao de Helsinque,
conjunto de principios éticos que regem a pesquisa com seres humanos, sendo
previamente aprovados pelo Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Anexo B); submetido ao
sistema CEP-CONEP por meio da Plataforma Brasil, base nacional e unificada de
registro das pesquisas envolvendo seres humanos, sendo aprovado dia 18 de outubro de
2018 (NUmero do parecer: 2.968.192 e CAAE: 93973218.1.1001.5327) e tendo uma
emenda aprovada dia 20 de agosto de 2019 (NUmero do parecer: 3.553.413); e
submetido aos Comités de Etica, Grupo de Pesquisa e P6s Graduac&o e ao Servico de
Gestdo em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo aprovado em seus
aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros (NUmero do Projeto:

2018/0401) (Anexo A).

Foram analisadas amostras de sangue periférico e de medula 6ssea de pacientes
com LLA-B atendidos pela Unidade de Diagndstico Especializado — Servico de
Diagnostico Laboratorial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que foram
encaminhadas a unidade para realizacdo do diagnostico de LLA-B pela técnica de
imunofenotipagem (método: citometria de fluxo). Foi feita comparagéo direta do grupo

LLA com amostras de sujeitos saudaveis.

A amostra foi ndo probabilistica voluntaria, sendo composta por pacientes do
sexo masculino e feminino diagnosticados com LLA-B, sem idade minima
estabelecida. Os pacientes diagnosticados com LLA foram convidados a participar do

estudo; caso fossem menores de idade, entrAvamos em contato com seus responsaveis
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legais. Os voluntarios que aceitaram participar do estudo, ou representando/responsavel
legal, assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos C, D,
E e F) em duas vias, sendo uma para o participante/responsavel e outra para o0s

pesquisadores.

As amostras foram provenientes do material biologico descartado pela Unidade,
portanto, a obtencdo destes materiais ndo ocasionou alteracfes na rotina de exames ou
procedimentos envolvidos e foi utilizado exclusivamente para a finalidade prevista no
projeto. A utilizacdo das amostras seguiu a Resolucdo Normativa do GPPG sobre
utilizacdo de material bioldgico descartado. Além disso, foram acessados 0s prontuarios

para coleta de outros dados, sendo garantida a privacidade dos dados coletados.

1.1.1 Critérios de Inclusdo

1) Homens ou mulheres, sem idade minima estabelecida;
2) Diagnostico de LLA-B pela Unidade de Diagndstico Especializado do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

1.1.2 Critérios de Exclusdo

1) Presenca de déficit cognitivo que incapacite a compreensdo do TCLE nos
voluntarios maiores de idade ou, quando os pacientes forem menores de

idade, nos seus responsaveis legais.

1.2 Pacientes

Entre novembro de 2018 e dezembro de 2019, 19 pacientes com LLA-B foram
incluidos no estudo, sendo 6 pacientes com amostras de medula dssea e 13 com
amostras de sangue periférico e analisados quanto as caracteristicas clinicas e

bioldgicas: idade ao diagnostico, sexo e descri¢do da populacéo celular normal (para as
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amostras de medula dssea). Para cada paciente, o diagnéstico morfoldgico de LLA do
tipo B foi confirmado por citometria de fluxo, sendo os marcadores CD19, CD20,

CD22, CD24 e CD79a os mais importantes para essa classificacéo.

1.3 Imunofenotipagem

As amostras de sangue periférico e medula 6ssea foram marcadas com
anticorpos monoclonais, todos antigenos de superficie ligados @ membrana, marcados
com fluorocromos. As caracteristicas dos marcadores de superficie estdo sumarizadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Painel de anticorpos monoclonais de marcagdo de superficie.

Anticorpo (Clone) | Fluorescéncia | Marca | Quantidade
CD8 (RPA-T8) PE-Cy™7 BD 1pL
CD19 (SJ25C1) PE-Cy™7 BD 1L
CD20 (L27) V450 BD 1L
CD25 (M-A251) PerCP-Cy™5,5 | BD 2,5 uL
CD38 (HIT2) FITC BD 5 pL
CD39 (TU66) APC BD 5puL
CD45 (HI30) V500 BD 2,5 uL
CD4 (RPA-T4) PB™ BD 0,5 pL
CD3 (SK7) APC-H7 BD 3uL
CD73 (AD2) PE BD 6 uL

Foram adicionados os anticorpos, nos volumes validados, em um tubo.
Posteriormente foram colocados 100uL de amostra, procedendo & homogeneizacdo
com auxilio do vértex. Incubamos o tubo por 30 minutos a temperatura ambiente e com
protecdo a luz. Apds, foram adicionados 2mL de solucdo de lise (FACSLYSE),
procedendo a homogeneizacdo com auxilio do vortex. Incubamos o tubo por mais 10

minutos a temperatura ambiente e com protecédo a luz. Para finalizar, foram realizadas
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duas etapas de lavagem com adicdo de 2mL de PBS entre elas e centrifugacdo por 5
minutos a 540g. Por fim, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido
com 250uL de PBS e homogeneizado com auxilio do vértex. A aquisi¢do das amostras
foi realizada por um citometro de fluxo — FACSCanto Il (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA), utilizando o software CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) e

a analise dos dados com o programa Infinicyt™.
1.3.1 Anélise das populacdes celulares por citometria de fluxo

Primeiramente, o grafico FSC/SSC foi usado para eliminar detritos e células
mortas. As células foram selecionadas por tamanho e complexidade celular dentro da
populacédo de linfécitos. Em seguida, todas as populacdes celulares foram selecionadas
por sua expressdo de CD45, marcador pan leucocitario (gate de células CD45+). A
porcentagem de linfécitos T CD4+ ou CD8+ foi observada dentro do gate de células
CD3+. A expressao por porcentagem e a intensidade média de fluorescéncia (do inglés
MFI) de CD38, CD39 e CD73 foi avaliada dentro dessas subpopulacdes de células T
(CD4+ e CD8+). As células T reguladoras (Tregs) foram selecionadas a partir do gate
de CD4+. Dentro dessa populacao celular foram selecionadas as células que expressam
CD25, dessa forma essas células sdo CD4+CD25M9" A expressdo de CD38, CD39 e

CD73 foi avaliada dentro da populacao de células Tregs.

Os linfécitos B foram definidos como a populagdo CD19+CD20+, e desta
populacdo avaliamos também a expressdo de CD38, CD39 e CD73. As células B
regulatérias (Bregs) foram selecionadas a partir do gate CD19+. Dentro dessa
populacdo celular foram selecionadas as células que expressam CD38, dessa forma
essas células sdo CD19+CD38+. A expressao de CD39 e CD73 foi avaliada dentro da

populacéo de células Bregs.
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1.4 Analise estatistica dos resultados

Os resultados em porcentagem e MFI obtidos para cada populacdo de células,
foram comparados a proporcdo total de linfocitos do sangue periférico/medula éssea de
cada individuo participante do estudo. Foi avaliada a distribuicdo de todas as variaveis
para a verificacdo do pressuposto de normalidade, por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Devido a distribuicdo da maior parte das variaveis ndo corresponder ao padrdo de
normalidade, foram utilizados métodos ndo paramétricos de analise. Para cada
subpopulacéo de células, bem como para a quantificacdo de CD38, CD39 e CD73 foram
utilizados valores de média, desvio padrdo, mediana, intervalo de confianca (95%) e
minimo/méaximo. As analises estatisticas entre os dois grupos analisados (Controle e
LLA) foram realizados através do programa SPSS® software para Windows, versao
17.0.0. (SPSS Inc, EUA) utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0,05
foram considerados significativos. Os graficos de citometria de fluxo foram feitos no

Software GraphPad Prism, verséo 5.0 (GraphPad Software, EUA).

A correlacdo entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 nas células nédo
leucémicas foi realizada pelo teste de correlagdo de Spearman com nivel de

significancia de 5%.

2. RESULTADOS

O presente estudo analisou uma populagdo de 6 pacientes com LLA que
apresentavam amostras de medula 6ssea. No momento do diagnoéstico, estes pacientes
apresentavam uma média de idade de 33,5 anos. Dos 6 pacientes estudados, 4 eram do

sexo feminino (66,7%) e 2 do sexo masculino (33,3%) (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas epidemioldgicas do Grupo LLA — Medula Ossea.

Caracteristicas Pacientes com LLA (n=6)
Idade - anos

Média 33,50

Desvio padrédo 24,56

Minimo 12

Méaximo 68

Sexo —h (%)

Feminino 4 (66,70)

Masculino 2 (33,30)

Ademais, foi analisada uma populacdo de 13 pacientes com LLA que
apresentavam amostras de sangue periférico, bem como 13 sujeitos saudaveis que
serviram de grupo controle. Os grupos LLA e controle foram pareados por sexo e idade.
No momento do diagndstico, o grupo LLA apresentava uma média de idade de 20,85
anos e o controle, 20,92 anos. Dos 13 pacientes estudados, 8 eram do sexo feminino
(61,5%) e 5 do sexo masculino (38,5%), ja o grupo controle foi composto de 6 sujeitos

do sexo feminino (46,2%) e 7 do sexo masculino (53,8%) (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas epidemioldgicas do Grupo LLA e controle — Sangue Periférico.

Caracteristicas Controle (n=13) | LLA (n=13)
Idade - anos

Média 20,92 20,85
Desvio padrédo 18,56 21,02
Minimo 1 2

Méaximo 66 68

Sexo — n (%)

Feminino 6 (46,20) 8 (61,50)
Masculino 7 (53,80) 5 (38,50)

A andlise da imunofenotipagem por citometria de fluxo para a celularidade total
foi feita apenas para o grupo LLA, em amostra de medula dssea, e apresenta parametros
descritivos para a populacdo celular normal e blastica. Podemos observar um percentual
celular baixo para todas as populacdes celulares dentro da populacdo normal, com

excecdo para 0 marcador CD45+, isso pode ser explicado pelo fato dos blastos
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leucémicos expressarem o antigeno leucocitario comum CD45, em conformidade com

o0 percentual alto de células B imaturas encontradas (Tabela 4). Podemos observar que

o0 estudo imunofenotipico das amostras identificaram a presenca de células imaturas

comprometidas com a linhagem linfoide B, caracterizando esse grupo como LLA do

tipo B.

Tabela 4. Andlise descritiva do percentual correspondente a celularidade total no grupo LLA — medula éssea.

Parametro MédiatDP | Mediana | Intervalo de confianga | Minimo-Méaximo
(95%)
Populacédo Normal
Série Granulocitica Neutrofilica
% | 8,70+12,19 4,25 -1,06~18,45 0,19-32,00
Série Monocitica
% | 0,56+0,48 0,40 0,02~1,11 0,19-1,10
Células Linféides B Maduras
% | 1,06+1,32 0,60 0,00-2,11 0,03-3,60
Células Linfoéides T Maduras
% | 6,54+5,39 6,00 1,82~11,27 0,72-14,90
Células NK
% | 0,78+1,22 0,20 -0,42~1,97 0,10-2,60
Células CD45+
% | 79,10+38,87 | 94,45 48,00~110,20 0,60-99,50
Populacao Anormal
Células B Imaturas
% | 76,00+17,25 | 77,55 62,00~90,00 47,30-96,70

2.1 Aspectos fenotipicos de linfocitos com énfase em CD38+, CD39+ e

CD73+ no grupo LLA — Medula Ossea

A Tabela 5 e Figura 2 mostram os resultados da frequéncia de linfocitos no

grupo LLA — Medula Ossea. A analise dos dados mostrou que dentro da populacio de

linfdcitos totais, 71,76% sdo células T (sendo aproximadamente 29,95% CD4+, 38,94%

CD8+ e 6,66% células Treg), 13,19% séo células B (sendo aproximadamente 0,76%
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células Breg e 11,56% outras células B que ndo células Breg) e 15,04% sdo outros

linfécitos que ndo células T e B.

Tabela 5. Andlise descritiva da frequéncia de subpopulagdes de linfécitos no grupo LLA — medula éssea.

Parametro MédiatDP | Mediana | Intervalo de confianca (95%) | Minimo-Méaximo
Outros Linfécitos
% | 15,04+8,54 | 15,06 10,21~19,88 0,97-29,41
Ceélulas T
% | 71,76+15,02 | 69,40 63,26~80,26 48,47-96,38
Células T CD4+
% | 29,95+6,60 | 33,12 24,67-35,23 20,73-35,32
Células T CD8+
% | 38,94+21,62 | 36,53 21,64~56,25 14,07-70,62
Células Treg
% | 6,66+£3,94 | 7,53 3,51~9,82 0,48-11,25
Células B
% | 13,19+11,43 | 13,13 6,72~19,66 2,66-35,16
Outras Células B
% | 11,56+11,58 | 8,24 2,29~20,83 2,85-33,30
Células Breg
% | 0,76+£0,60 | 0,66 0,28~1,25 0,12-1,86

LINFOCITOS TOTAIS

Outros Linfécitos Células B Células T
- Células B
, 0,76

15,04 7 ‘

Células T [
6,66 \
- 13,19 ! 11,56

' 29,95 71,76
| @ Outras Células B W Células Breg
38,94

W Células T CD4+ [1Células T CD8+ M Células Treg

Figura 2. Representag¢do grdfica da frequéncia de subpopulagdes de linfocitos no grupo LLA — medula dssea. Dentro
da populagdo de linfocitos totais, 71,76% sdo células T (sendo 29,95% CD4+, 38,94% CD8+ e 6,66% células Treg),
13,19% sdo células B (0,76% células Breg e 11,56% outras células B que ndo células Breg) e 15,04% séo outros
linfocitos que néo células T e B.
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A Tabela 6 apresenta os resultados da frequéncia (porcentagem) e de nivel de
expressdo (Mean Fluorescence Intensity, MFI) de CD38, CD39 e CD73 nas
subpopulagdes de linfocitos no grupo LLA — Medula Ossea. Observamos uma
frequéncia (porcentagem) e nivel de expressdo (MFI) maiores de CD38 na
subpopulacdo de células T CD8+ (32,95+32,76, 5611,81+2231,65, respectivamente).
Observamos uma frequéncia maior de CD39 na subpopulacdo de células B
(49,71+44,21) e nivel de expressdao maior na subpopulacdo de células T CD4+
(20372,31£19459,39). Ainda, uma frequéncia maior de CD73 na subpopulacdo de
células B (67,64+14,04) e nivel de expressdo maior na subpopulacdo de células Breg

(3478,54+1626,89).
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Tabela 6. Andlise descritiva da frequéncia e do nivel de expressdo de CD38, CD39 e CD73 nas subpopulagdes de
linfécitos no grupo LLA — Medula Ossea.

Média+DP Mediana Intervalo de confianga (95%) Minimo-Maximo
% MFI
% MFI % MFI % MFI
Células
21,78+17,19 5196,72+2633,95 17,03 6285,03 8,03~35,54 5182,96~5210,47 5,31-43,59 1675,46-7880,66
[T CD4+
Células
32,95+32,76 5611,81+2231,65 14,91 | 5669,66 | 6,73~59,16 5585,60~5638,03 8,39-84,53 2624,60-9072,42
T CD8+
Células
CD38 16,35+7,48 4803,76+2381,09 16,59 | 433574 | 10,36~22,37 | 4797,77~4809,75 6,83-25,44 2443,53-8986,19
ITreg
Células
10,46+4,75 4064,34+4055,93 8,97 | 247544 | 6,66~14,26 4060,55~4068,14 4,87-17,98 | 1563,19-12089,13
B
Células 100,00-
100,00+0 3781,57+2196,71 100,00 | 3258,32 - - 1510,83-8014,17
Breg 100,00
Células
12,36+3,39 20372,31+£19459,39 11,05 | 15592,09 | 9,64~15,07 20369,59~20375,02 8,41-17,14 1762,26-52004,77
T CD4+
Células
28,71+34,49 | 10372,71+8920,29 11,12 | 707527 | 1,11~56,31 | 10345,11~10400,31 | 4,68-90,13 | 1769,57-26127,27
IT CD8+
Células
CD39 35,98+28,10 | 16959,62+13287,27 | 29,48 | 1285144 | 13,49-58,46 | 16937,13~16982,10 | 5,78-86,39 | 2612,16-40182,97
ITreg
Células
49,71+44,21 9275,63+4776,28 49,37 | 7176,82 | 14,33-85,08 | 9240,25~9310,99 4,51-96,76 | 5117,21-16715,24
B
Células
34,52+37,36 | 15348,58+11250,77 13,35 | 15890,01 | 4,62~64,41 15318,68~15378,47 5,41-83,33 2505,90-33003,26
Breg
Células
8,01+3,80 1190,12+774,40 8,55 850,22 4,97~11,05 1187,07~1193,16 2,83-12,01 572,47-2654,47
T CD4+
Células
6,60+4,14 1847,23+1098,29 7,08 1253,84 3,29~9,91 1843,92~1850,54 0,85-10,66 1008,64-3544,36
IT CD8+
Células
CD73 17,29+10,52 1257,324599,92 15,38 | 1056,16 | 8,87~25,71 1248,90~1265,74 4,65-31,36 786,55-2407,13
ITreg
Células
67,64+14,04 2857,71+2560,98 68,18 1956,92 56,41~78,88 2846,47~2868,94 49,36-86,67 1244,46-8001,98
B
Células
56,33+31,52 3478,54+1626,89 70,51 3207,67 31,11~81,55 3453,32~3503,76 9,37-83,33 1607,09-6435,31
Breg

Além disso, foi realizado a correlacdo entre a expressao de CD38, CD39 e CD73

nas células ndo leucémicas do grupo LLA — Medula Ossea (Tabela 7). Houve uma

correlagéo positiva, estatisticamente significativa, entre a expressdo de CD38 e CD73
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na subpopulacgdo de células T CD4+ (r=0,829, p=0,042) e entre a expressdo de CD38 e

CD39 na subpopulacao de células Breg (r=0,886, p=0,019), quando avaliado pela MFI.

Tabela 7. Correlagdo entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 nas células ndo leucémicas do grupo LLA — Medula
Ossea. Valores em vermelho correspondem ao MFI e azuis correspondem a frequéncia (%).

RO de Células T CD38 CD39 CD73
Spearman CD4+
CD38 Coeficiente de
Correlacéo 1,000 0,200 0,829*
Sig. (2-tailed) . 0,704 0,042
CD39 Coeficiente de
Correlacéo -0,600 1,000 -0,029
Sig. (2-tailed) 0,208 . 0,957
CD73 Coeficiente de
Correlacéo -0,029 -0,257 1,000
Sig. (2-tailed) 0,957 0,623 .
Células T CD38 CD39 CD73
CD8+
CD38 Coeficiente de
Correlacédo 1,000 0,314 -0,543
Sig. (2-tailed) . 0,544 0,266
CD39 Coeficiente de
Correlacéo -0,086 1,000 -0,771
Sig. (2-tailed) 0,872 . 0,072
CD73 Coeficiente de
Correlacéo 0,543 0,371 1,000
Sig. (2-tailed) 0,266 0,468 .
Células Treg CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de
Correlacéo 1,000 0,200 0,086
Sig. (2-tailed) . 0,704 0,872
CD39 Coeficiente de
Correlacéo 1,000 1,000 0,314
Sig. (2-tailed) . 0,544
CD73 Coeficiente de
Correlacéo 0,657 0,657 1,000
Sig. (2-tailed) 0,156 0,156 .
Células B CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de
Correlacéo 1,000 0,600 -0,600
Sig. (2-tailed) . 0,208 0,208
CD39 Coeficiente de
Correlagéo -0,143 1,000 -0,429
Sig. (2-tailed) 0,787 . 0,397
CD73 Coeficiente de
Correlacéo -0,600 0,543 1,000
Sig. (2-tailed) 0,208 0,266 .
Células Breg CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de
Correlacédo 1,000 0,886* 0,714
Sig. (2-tailed) . 0,019 0,111
CD39 Coeficiente de
Correlacédo 1,000 0,771
Sig. (2-tailed) . 0,072
CD73 Coeficiente de
Correlacéo 0,257 1,000
Sig. (2-tailed) 0,623 .
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2.2 Aspectos fenotipicos de linfécitos e frequéncia de linfocitos CD38+,

CD39+ e CD73+ no Grupo Sangue Periférico

A Tabela 8 e Figura 3 mostram os resultados da frequéncia de linfocitos no
Grupo Sangue Periférico, composto pelos grupos LLA e controle. Dentro do grupo
LLA, a analise dos dados mostrou que dentro da populacédo de linfocitos totais, 60,09%
sdo células T (sendo aproximadamente 31,59% CD4+, 22,75% CD8+ e 8,88% células
Treg), 24,37% sdo células B (sendo aproximadamente 1,21% células Breg e 23,06%
outras células B que ndo células Breg) e 15,53% sdo outros linfécitos que ndo células
T e B. Jano grupo controle, dentro da populacao de linfocitos totais, 63,66% sao células
T (sendo aproximadamente 31,65% CDA4+, 24,75% CD8+ e 7,47% células Treg),
20,35% sdo células B (sendo aproximadamente 1,66% células Breg e 18,67% outras
células B que ndo células Breg) e 16,04% sdo outros linfocitos que ndo células T e B.
N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos LLA e controle quanto a

frequéncia das subpopulacdes de linfocitos.

Tabela 8. Andlise descritiva da frequéncia de subpopulagdes de linfocitos no Grupo Sangue Periférico.

Parémetro Média+DP Mediana Intervalo de confianca Minimo-Méaximo
(95%)
LLA Controle LLA Controle LLA Controle LLA Controle
Outros
Linfocitos
% | 15,53+9,15 16,04+6,92 13,24 14,59 12,87~18,19 13,38~18,71 5,40-38,87 7,70-34,44
Células T
% 60,09+21,24 63,66+10,91 67,77 65,89 55,90~64,28 59,46~67,85 13,94-84,62 42,04-79,30
Células T
CD4+
% | 31,59+13,62 31,65+6,47 30,28 31,31 28,07~35,11 28,13~35,16 10,69-51,93 20,61-40,22
Células T
CD8+
% | 22,75+11,75 24,75+8,01 20,82 24,10 18,39~27,10 20,39~29,10 2,96-49,77 12,61-41,89
Células
Treg
% | 8,8845,16 7,47+2,50 8,96 7,09 7,52~10,24 6,11~8,83 0,93-17,10 3,03-12,85
Células B
% 24,37+20,99 20,35+9,35 15,78 17,80 20,78~27,97 16,76~23,95 3,02-80,66 7,41-44,21
Outras
Células B
% | 23,06+20,07 18,67+9,65 14,63 15,30 17,81~28,31 13,42~23,91 2,86-74,77 6,90-43,69
Células
Breg
% | 1,21%1,20 1,66+1,18 0,94 1,46 0,57~1,85 1,02~2,30 0,16-4,75 0,52-4,14
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Figura 3. Representagdo grdfica da frequéncia de subpopulagbes de linfocitos no Grupo Sangue Periférico. (A)
Frequéncia das subpopulagdes de linfocitos no grupo LLA. (B) Frequéncia das subpopulagdes de linfécitos no grupo
controle. Ndo foi encontrada diferenga significativa entre os grupos LLA e controle quanto a frequéncia das
subpopulagdes de linfocitos.

A Figura 4 apresenta os resultados da frequéncia (porcentagem) de CD38, CD39
e CD73 nas subpopulag6es de linfécitos no Grupo Sangue Periférico. NGs encontramos
uma diminuicdo significativa, no grupo LLA se comparado ao grupo controle, para a
frequéncia de CD73 nas subpopulagdes de células T CD4+ (p=0,0066) e células Breg

(p=0,0025). Ja a figura 5 apresenta os resultados de nivel de expressdo de CD38, CD39
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e CD73 nas subpopulag@es de linfdcitos; encontramos um aumento significativo, no
grupo LLA se comparado ao grupo controle, nos niveis de expressdo de CD38 nas
subpopulacdes de células T CD8+ (p=0,0066), e diminuicao significativa na populagdo

de células B (p<0,0001) e Breg (p<0,0001).

Ainda, foi realizada a correlacdo entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 nas
células ndo leucémicas do Grupo Sangue Periférico (Tabela 9). Diferentemente do
grupo LLA, houve uma correlacdo positiva, estatisticamente significativa, entre a
expressao de CD38 e CD39 e CD38 e CD73 na subpopulacdo de células T CD8+
(r=0,588, p=0,035; r=0,582, p=0,037), nas amostras controles, quando avaliado pela
MFI; ja nas células Treg, houve correlacdo significativa entre a expressao de CD38 e
CD73 (r=0,577, p=0,039). Diferentemente do grupo LLA, houve uma correlacdo
negativa, estatisticamente significativa, entre a expressdo de CD39 e CD73 na
subpopulacdo de células Breg (r=-0,588, p=0,035), nas amostras controles, quando

avaliado pela MFI.

Houve uma correlacdo positiva, estatisticamente significativa, entre a expressao
de CD39 e CD38 na subpopulacdo de células Treg (r=0,725, p=0,005), no grupo LLA,
quando avaliado pela frequéncia (%). Houve uma correlacéo negativa, estatisticamente
significativa, entre a expressdo de CD39 e CD38 na subpopulacéo de células B (r=-
0,654, p=0,015), no grupo controle, quando avaliado pela frequéncia (%) que ndo foram

observadas no grupo controle (Tabela 9).
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Tabela 9. Correlagdo entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 nas células ndo leucémicas do Grupo Sangue
Periférico. Valores em vermelho correspondem a MFI e azuis correspondem a frequéncia (%).

R& de Spearman Células T CD4+ Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,071 -0,137
Sig. (2-tailed) . 0,817 0,655
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,143 1,000 0,352
Sig. (2-tailed) 0,642 . 0,239
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,214 0,396 1,000
Sig. (2-tailed) 0,482 0,181 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,385 0,286
Sig. (2-tailed) . 0,194 0,344
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,533 1,000 0,192
Sig. (2-tailed) 0,061 . 0,529
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,352 0,286 1,000
Sig. (2-tailed) 0,239 0,344 .
Células T CD8+ Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,588* 0,582*
Sig. (2-tailed) . 0,035 0,037
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,116 1,000 0,495
Sig. (2-tailed) 0,707 . 0,086
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,193 -0,077 1,000
Sig. (2-tailed) 0,528 0,803 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,374 -0,066
Sig. (2-tailed) . 0,209 0,831
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,176 1,000 -0,280
Sig. (2-tailed) 0,566 . 0,354
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,143 -0,088 1,000
Sig. (2-tailed) 0,642 0,775 .
Células Treg Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,242 0,577*
Sig. (2-tailed) . 0,426 0,039
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,396 1,000 0,505
Sig. (2-tailed) 0,181 . 0,078
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,165 0,154 1,000
Sig. (2-tailed) 0,590 0,616 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,159 -0,143
Sig. (2-tailed) . 0,603 0,642
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,725*%* 1,000 -0,082
Sig. (2-tailed) 0,005 . 0,789
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,242 0,154 1,000
Sig. (2-tailed) 0,426 0,616 .
Células B Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,385 0,192
Sig. (2-tailed) . 0,194 0,529
CD39 Coeficiente de Correlagdo -0,654* 1,000 0,346
Sig. (2-tailed) 0,015 . 0,247
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,462 0,407 1,000
Sig. (2-tailed) 0,112 0,168 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,538 0,324
Sig. (2-tailed) . 0,071 0,280
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,297 1,000 -0,007
Sig. (2-tailed) 0,325 . 0,983
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,077 0,286 1,000
Sig. (2-tailed) 0,803 0,344 .
Células Breg Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,324 0,055
Sig. (2-tailed) . 0,280 0,859
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,463 1,000 -0,588*
Sig. (2-tailed) 0,111 . 0,035
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,309 0,115 1,000
Sig. (2-tailed) 0,305 0,707 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,181 0,225
Sig. (2-tailed) . 0,553 0,459
CD39 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,165
Sig. (2-tailed) . 0,590
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,011 1,000
Sig. (2-tailed) 0,972 .
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2.3 Aspectos fenotipicos de linfécitos no Grupo Sangue Periférico — Risco

Padréo (Baixo).

Enquadram-se no grupo risco padréo (baixo), os pacientes com idade entre 1 e
10 anos que tenham uma contagem de glébulos brancos menor que 50.000/uL no
momento do diagndstico. Foi analisado uma populacéo de 4 pacientes com LLA que
apresentavam amostras de sangue periférico, e que se enquadravam no grupo risco
padrdo (baixo), bem como 4 sujeitos saudaveis que serviram de grupo controle. Os
grupos LLA e controle foram pareados por sexo e idade. No momento do diagnostico,
0 grupo LLA apresentava uma média de idade de 4,50 anos e o controle, 4,75 anos. Dos
4 pacientes estudados, 2 eram do sexo feminino (50,00%) e 2 do sexo masculino

(50,00%), bem como para o grupo controle (Tabela 10).

Tabela 10. Caracteristicas epidemioldgicas do Grupo LLA e controle — Sangue Periférico, risco padréo (baixo).

Caracteristicas Controle (n=4) | LLA (n=4)
Idade - anos

Média 4,75 4,50
Desvio padrédo 3,77 3,32
Minimo 1 2

Maximo 8 9

Sexo — n (%)

Feminino 2 (50,00) 2 (50,00)
Masculino 2 (50,00) 2 (50,00)

A Tabela 11 e Figura 6 mostram os resultados da frequéncia de linfécitos no
Grupo Sangue Periférico- risco padrao (baixo), composto pelos grupos LLA e controle.
A analise dos dados mostrou que dentro da populacgéo de linfécitos totais, 57,98% sdo
células T (sendo aproximadamente 30,25% CD4+, 21,50% CD8+ e 9,81% células
Treg), 24,61% sdo células B (sendo aproximadamente 1,08% células Breg e 23,48%
outras celulas B que ndo células Breg) e 17,41% sao outros linfécitos que nédo células

T e B, dentro do grupo LLA. J& no grupo controle, dentro da populacédo de linfécitos
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totais, 53,32% sdo células T (sendo aproximadamente 29,36% CD4+, 17,17% CD8+ e
6,05% células Treg), 28,76% sdo células B (sendo aproximadamente 2,52% células
Breg e 26,44% outras células B que ndo células Breg) e 17,92% sao outros linfocitos
que ndo células T e B. N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos LLA

e controle quanto a frequéncia das subpopulac@es de linfocitos.

Tabela 11. Andlise descritiva da frequéncia de subpopulagbes de linfocitos no Grupo Sangue Periférico- risco padrdo
(baixo).

Média+DP Mediana Intervalo de confianga Minimo-Maximo
Parametro (95%)
LLA Controle LLA Controle LLA Controle LLA Controle
Outros Linfécitos
% | 17,41+10,26 | 17,92+10,20 | 15,28 13,41 10,34~24,48 10,85~24,99 | 6,38-33,09 10,67-34,44
Células T
% | 57,98+1558 | 53,32+9,55 58,48 52,18 51,36~64,59 46,71~59,94 | 37,28-78,07 42,04-66,01
Células T CD4+
% | 30,25+15,14 | 29,36+6,71 27,24 30,01 23,68~36,83 22,79~35,94 | 15,47-51,06 20,61-36,82
Células T CD8+
% | 21,50+4,44 17,17+3,69 20,05 17,43 17,88~25,11 13,56~20,79 | 17,96-27,92 12,61-21,22
Células Treg
% | 9,81+3,62 6,05+1,05 9,71 6,40 8,79~10,84 5,02~7,08 5,62-14,22 4,54-6,86
Células B
% | 24,61+15,69 | 28,76+10,05 | 17,51 26,83 17,65~31,58 | 21,79~35,72 | 13,71-49,91 | 17,77-44,21
Outras Células B
% | 23,48+16,83 | 26,44+12,60 | 16,29 24,07 11,13~35,83 14,09~38,79 | 12,83-48,53 13,92-43,69
Células Breg
% | 1,08+0,23 2,52+1,76 1,02 2,71 -0,64~2,80 0,80~4,24 0,88-1,38 0,52-4,14

71



A LINFOCITOS TOTAIS

Outros Linfocitos Células B Células T
Célula 17,41 Células B
1,08
9,81
< 57,98 24,61
30,25
21,5 23,48
| . 1 Qutras Células B W Céelulas Breg
B LINFOCITOS TOTAIS
Qutros Linfécitos Células B CélulasT
Celula
6,05 17,92
Celu B
2,52
‘ 53,32
1717 5936 28,76 ‘
" mC 26,44
QOu Cell W Celulas B

Figura 6. Representagdo grdfica da frequéncia de subpopulagdes de linfécitos no Grupo Sangue Periférico — risco
padrdo (baixo). (A) Frequéncia das subpopulagdes de linfécitos no grupo LLA. (B) Frequéncia das subpopulagées de
linfécitos no grupo controle. Ndo foi encontrada diferenga significativa entre os grupos LLA e controle quanto a

frequéncia das subpopulagbes de linfdcitos.

2.4 Aspectos fenotipicos de linfécitos no Grupo Sangue Periférico — Risco

Alto.
O grupo risco alto, inclui pacientes de 10 anos ou mais e/ou que tenham uma

contagem de glébulos brancos de 50.000/uL ou mais no momento do diagnostico. Foi
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analisado uma populacdo de 9 pacientes com LLA que apresentavam amostras de
sangue periférico, e que se enquadravam no grupo risco alto, bem como 9 sujeitos
saudaveis que serviram de grupo controle. Os grupos LLA e controle foram pareados
por sexo e idade. No momento do diagnoéstico, o grupo LLA apresentava uma média de
idade de 28,11 anos e o controle também. Dos 9 pacientes estudados, 6 eram do sexo
feminino (66,70%) e 3 do sexo masculino (33,30%), ja o grupo controle foi composto

de 4 sujeitos do sexo feminino (44,40%) e 5 do sexo masculino (55,60%) (Tabela 3).

Tabela 12. Caracteristicas epidemioldgicas do Grupo LLA e controle — Sangue Periférico, risco alto.

Caracteristicas Controle (n=9) | LLA (n=9)
Idade - anos

Média 28,11 28,11
Desvio padrdo 17,95 21,58
Minimo 15 12
Maximo 66 68

Sexo — n (%)

Feminino 4 (44,40) 6 (66,70)
Masculino 5 (55,60) 3 (33,30)

A Tabela 13 e Figura 7 mostram os resultados da frequéncia de linfdcitos no
Grupo Sangue Periférico- risco alto, composto pelos grupos LLA e controle. A anélise
dos dados mostrou que dentro da populacdo de linfcitos totais, 61,03% sao células T
(sendo aproximadamente 32,19% CD4+, 23,30% CD8+ e 8,47% celulas Treg), 24,27%
sdo células B (sendo aproximadamente 1,27% células Breg e 22,87% outras células B
que néo células Breg) e 14,70% séo outros linfocitos que nédo células T e B, dentro do
grupo LLA. J& no grupo controle, dentro da populacéo de linfécitos totais, 68,25% séo
células T (sendo aproximadamente 32,66% CD4+, 28,11% CD8+ e 8,11% células
Treg), 16,62% sdo células B (sendo aproximadamente 1,28% células Breg e 15,21%
outras celulas B que ndo células Breg) e 15,21% sao outros linfécitos que nédo células
T e B. N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos LLA e controle quanto

a frequéncia das subpopulagdes de linfécitos.
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Tabela 13. Andlise descritiva da frequéncia de subpopulagdes de linfécitos no Grupo Sangue Periférico- risco alto.

Média+DP Mediana Intervalo de confianga Minimo-Maximo
Parametro (95%)
LLA Controle LLA Controle LLA Controle LLA Controle
Outros Linfécitos
% | 14,70+8,80 15,2145,03 12,93 15,02 10,63~18,76 12,89~17,53 | 5,40-38,87 7,70-23,62
Células T
% | 61,03+£23,67 | 68,25+8,05 70,75 68,26 50,09~71,97 64,53~71,97 | 13,94-84,62 56,16-79,30
Células T CD4+
% | 32,19+13,83 | 32,66+6,49 | 35,78 33,14 23,15~41,22 | 28,42~36,90 | 10,69-51,93 | 22,56-40,22
Células T CD8+
% | 23,30+14,10 | 28,11+7,05 22,08 24,99 14,09~32,51 23,50~32,72 | 2,96-49,77 20,66-41,89
Células Treg
% | 8,47+5,86 8,11+2,74 8,96 7,94 4,64~12,30 6,31~9,90 0,93-17,10 3,03-12,85
Células B
% | 24,27+23,38 | 16,62+6,25 14,59 15,98 13,47~35,07 13,73~19,50 | 3,02-80,66 7,41-27,36
Outras Células B
% | 22,87+22,31 | 15,21+6,05 14,28 14,84 8,30~37,45 11,26~19,16 | 2,86-74,77 6,90-24,76
Células Breg
% | 1,27+1,46 1,28+0,63 0,94 1,26 0,32~2,23 0,87~1,69 0,16-4,75 0,58-2,60
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Figura 7. Representagdo grdfica da frequéncia de subpopulagdes de linfécitos no Grupo Sangue Periférico — risco
alto. (A) Frequéncia das subpopulagdes de linfocitos no grupo LLA. (B) Frequéncia das subpopulagdes de linfocitos
no grupo controle. Néo foi encontrada diferenga significativa entre os grupos LLA e controle quanto a frequéncia
das subpopulagdes de linfdcitos.

2.5 Frequéncia de linfécitos CD38+, CD39+ e CD73+ no Grupo Sangue

Periférico, risco padrao (baixo) e risco alto.

Figuras 8 e 9 apresentam os resultados da frequéncia (porcentagem) de CD38,
CD39 e CD73 nas subpopulagdes de linfocitos no Grupo Sangue Periférico, onde 0s

gréaficos superiores correspondem ao grupo risco padréo (baixo) e os graficos inferiores
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correspondem ao grupo risco alto; No que diz respeito ao grupo risco alto, nds
encontramos uma diminuigdo significativa no grupo LLA se comparado ao grupo
controle, para a frequéncia de CD73 nas subpopulac@es de células T CD4+ (p=0,0078),
e aumento significativo na populagdo de células Breg (p=0,0315). Encontramos um
aumento significativo no grupo LLA se comparado ao grupo controle para a frequéncia

de CD39 na subpopulacéo de células T CD8+ (p=0,0092).

Figuras 10 e 11 apresentam os resultados de nivel de expressao (MFI) de CD38,
CD39 e CD73 nas subpopulacdes de linfocitos no Grupo Sangue Periférico, onde os
gréaficos superiores correspondem ao grupo risco padrédo (baixo) e os graficos inferiores
correspondem ao grupo risco alto; no grupo risco padrdo (baixo) encontramos um
aumento significativo no grupo LLA se comparado ao grupo controle, para a densidade
de expressdo de CD38 nas subpopulacdes de células T CD8+ (p=0,0286) e células B
(p=0,0286) e uma diminuicao significativa na populacao de células Breg (p=0,0286), e
uma diminuicdo significativa no grupo LLA se comparado ao grupo controle para a
densidade de expressdo de CD39 na subpopulacdo de células Treg (p=0,0286). No
grupo risco alto encontramos aumento significativo, no grupo LLA se comparado ao
grupo controle, para a densidade de expressdo de CD38 nas subpopulagdes de células
T CD8+ (p=0,0078), células B (p=0,0002) e uma diminuicéo significativa na populagédo

de células Breg (p=0,0005).

Ainda, ndo foi vista correlacdo entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 nas
ceélulas ndo leucémicas do Grupo Sangue Periférico- risco padréo (baixo) (Tabela 14).
Foi vista correlacdo entre a expressdao de CD38, CD39 e CD73 nas ceélulas nao
leucémicas do Grupo Sangue Periférico — risco alto (Tabela 15). Diferentemente do
grupo LLA, houve uma correlacdo positiva, estatisticamente significativa, entre a

expressao de CD39 e CD73 na subpopulacdo de células T CD4+ (r=0,700, p=0,036),

76



nas amostras controles, quando avaliado pela MFI. Também houve uma correlagéo
negativa, estatisticamente significativa, entre a expressdéo de CD38 e CD39 na
subpopulacdo de células Treg (r=0,750, p=0,020), nas amostras LLA, quando avaliado

pela frequéncia (%), o que néo foi observado no grupo controle.
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Tabela 14. Correlagdo entre a expressGo de CD38, CD39 e CD73 nas células ndo leucémicas do Grupo Sangue
Periférico — risco padrdo (baixo). Valores em vermelho correspondem ao MFI e azuis correspondem a frequéncia

(%).
R& de Spearman Células T CD4+ Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,200 -0,800
Sig. (2-tailed) . 0,800 0,200
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,600 1,000 -0,400
Sig. (2-tailed) 0,400 . 0,600
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,400 0,400 1,000
Sig. (2-tailed) 0,600 0,600
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,200 -0,400
Sig. (2-tailed) . 0,800 0,600
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,800 1,000 0,000
Sig. (2-tailed) 0,200 . 1,000
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,200 0,400 1,000
Sig. (2-tailed) 0,800 0,600 .
Células T CD8+ Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,400 0,000
Sig. (2-tailed) . 0,600 1,000
CD39 Coeficiente de Correlagdo -0,400 1,000 0,800
Sig. (2-tailed) 0,600 . 0,200
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,400 -0,600 1,000
Sig. (2-tailed) 0,600 0,400 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,400 -1,000
Sig. (2-tailed) . 0,600 .
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,200 1,000 -0,400
Sig. (2-tailed) 0,800 . 0,600
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,600 0,200 1,000
Sig. (2-tailed) 0,400 0,800 .
Células Treg Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,400 0,200
Sig. (2-tailed) . 0,600 0,800
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,400 1,000 0,000
Sig. (2-tailed) 0,600 . 1,000
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,000 -0,800 1,000
Sig. (2-tailed) 1,000 0,200 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,200 -0,800
Sig. (2-tailed) . 0,800 0,200
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,400 1,000 0,400
Sig. (2-tailed) 0,600 . 0,600
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,800 -0,200 1,000
Sig. (2-tailed) 0,200 0,800 .
Células B Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,400 0,800
Sig. (2-tailed) . 0,600 0,200
CD39 Coeficiente de Correlagdo -0,800 1,000 0,200
Sig. (2-tailed) 0,200 . 0,800
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,400 0,800 1,000
Sig. (2-tailed) 0,600 0,200 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,500 0,200
Sig. (2-tailed) . 0,667 0,800
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,800 1,000 0,500
Sig. (2-tailed) 0,200 . 0,667
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,400 -0,800 1,000
Sig. (2-tailed) 0,600 0,200 .
Células Breg Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,200 0,200
Sig. (2-tailed) . 0,800 0,800
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,775 1,000 -1,000
Sig. (2-tailed) 0,225 . .
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,775 -0,200 1,000
Sig. (2-tailed) 0,225 0,800 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,200 -0,800
Sig. (2-tailed) . 0,800 0,200
CD39 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,400
Sig. (2-tailed) . 0,600
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,400 1,000
Sig. (2-tailed) 0,600
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Tabela 15. Correlagdo entre a expressdo de CD38, CD39 e CD73 do Grupo Sangue Periférico — Risco alto. Vermelho

correspondem ao MFI e azuis correspondem a frequéncia (%).

R& de Spearman Células T CD4+ Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,083 -0,033
Sig. (2-tailed) . 0,831 0,932
CD39 Coeficiente de Correlagdo -0,183 1,000 0,700*
Sig. (2-tailed) 0,637 . 0,036
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,533 0,200 1,000
Sig. (2-tailed) 0,139 0,606 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,533 0,650
Sig. (2-tailed) . 0,139 0,058
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,583 1,000 0,233
Sig. (2-tailed) 0,099 . 0,546
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,600 0,100 1,000
Sig. (2-tailed) 0,088 0,798 .
Células T CD8+ Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,133 0,600
Sig. (2-tailed) . 0,732 0,088
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,050 1,000 0,217
Sig. (2-tailed) 0,898 . 0,576
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,117 -0,350 1,000
Sig. (2-tailed) 0,765 0,356 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,200 0,283
Sig. (2-tailed) . 0,606 0,460
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,383 1,000 -0,283
Sig. (2-tailed) 0,308 . 0,460
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,000 -0,150 1,000
Sig. (2-tailed) 1,000 0,700 .
Células Treg Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,333 0,550
Sig. (2-tailed) . 0,381 0,125
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,417 1,000 0,567
Sig. (2-tailed) 0,265 . 0,112
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,333 0,250 1,000
Sig. (2-tailed) 0,381 0,516 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,217 0,250
Sig. (2-tailed) . 0,576 0,516
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,750* 1,000 -0,283
Sig. (2-tailed) 0,020 . 0,460
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,400 0,450 1,000
Sig. (2-tailed) 0,286 0,224 .
Células B Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,350 0,500
Sig. (2-tailed) . 0,356 0,170
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,517 1,000 0,417
Sig. (2-tailed) 0,154 . 0,265
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,517 0,067 1,000
Sig. (2-tailed) 0,154 0,865 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,650 0,433
Sig. (2-tailed) . 0,058 0,244
CD39 Coeficiente de Correlagdo 0,200 1,000 -0,017
Sig. (2-tailed) 0,606 . 0,966
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,200 -0,100 1,000
Sig. (2-tailed) 0,606 0,798 .
Células Breg Controle CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,283 0,233
Sig. (2-tailed) . 0,460 0,546
CD39 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,550
Sig. (2-tailed) . 0,125
CD73 Coeficiente de Correlagdo -0,083 1,000
Sig. (2-tailed) . 0,831 .
LLA CD38 CD39 CD73
CD38 Coeficiente de Correlagdo 1,000 0,233 0,650
Sig. (2-tailed) . 0,546 0,058
CD39 Coeficiente de Correlagdo 1,000 -0,200
Sig. (2-tailed) . 0,606
CD73 Coeficiente de Correlagdo 0,417 1,000
Sig. (2-tailed) 0,265 .
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3. DISCUSSAO

A malignidade ndo é meramente um acumulo de células neopléasicas, mas
constitui um microambiente que contém células endoteliais, fibroblastos, componentes
estruturais e infiltrado de células imunes que afetam o desenvolvimento do cancer,
invasdo e metastase (Bremnes et al. 2016). Muitos estudos recentes lan¢aram nova luz
sobre essa complexa interacdo entre células imunes proveniente do tumor, moduladas
para ndo atacar as células neoplasicas, e ndo provenientes do tumor, responsavel pelo
ataque as células neoplasicas, e a resposta imune em tumores solidos (X. Yu et al. 2016;
Bienkowski e Preusser 2015). Esses estudos afirmaram que altos valores de linfocitos
infiltrantes no microambiente tumoral podem predizer o resultado do tratamento e
podem ser um potencial indicador prognostico, mesmo que nao esteja correlacionado
com caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes (Santoiemma e Powell 2015;
Geiger e Rubnitz 2015). A partir disso, acreditamos que altos valores de linfécitos
infiltrantes no microambiente da LLA possa ser, assim como em tumores sélidos, um
potencial indicador prognostico , podendo a manipulacdo do sistema imunoldgico vir a
ser uma terapia interessante e promissora para pacientes com LLA-B. Um dos objetivos
do presente estudo foi caracterizar o sistema imunoldgico de pacientes com LLA-B,
destacando a relevancia clinica dos linfocitos totais e subpopulagdes na medula dssea e
no sangue periférico, visto que pouco se sabe sobre essa complexa interacdo entre
células imunes do céancer e do hospedeiro e a resposta imune em canceres

hematoldgicos, como a LLA-B.

Apesar de ser uma forma fisiologica de prevenir inflamacdo excessiva e dano
tecidual, na biologia tumoral as ectonucleotidases podem contribuir para gerar
condi¢des imunossupressoras atraves da producdo de ADO (Antonioli et al. 2013).

Semelhante a outros mecanismos que sdo sequestrados para servir a propositos pro-
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tumorais, as células tumorais podem se beneficiar da expressao das ectonucleotidases,
principalmente CD38, CD39 e CD73. Os niveis de nucleotideos extracelulares
aumentam em respostas a hipOxia e isquemia, duas caracteristicas marcantes do
ambiente tumoral (Kumar 2013). No cancer, incluindo neoplasias hematoldgicas como
a LLA-B, a superexpressdo de ectonucleotidases tem sido associada ao aumento da
sobrevivéncia e proliferacdo, bem como modulacdo das respostas imunes a
tolerancia(Vaisitti et al. 2019). Portanto, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a
expressdo das ectonucleotidases (CD38, CD39 e CD73) em linfocitos totais e suas
subpopulacdes na medula 6ssea e no sangue periférico de pacientes com LLA-B, a fim
de ampliar os conhecimentos sobre marcadores para monitorar a doenca e estratificar
subconjuntos de pacientes, ou ainda, descobrir alvos moleculares para novas estratégias

de tratamento.

Wu e colaboradores exploraram o fendtipo, a porcentagem de Tregs e a
expressao de citocinas em pacientes adultos com LLA-B. Eles observaram que o
percentual de Tregs foi elevado em amostras de sangue periférico de pacientes com
LLA e que o numero elevado de Tregs se correlaciona com niveis alterados das
citocinas IL-2, IL-10 e TGF-B, sendo indicativo de um mecanismo supressor na
patogénese da LLA(Wu et al. 2012). Bhattacharya e colaboradores, observaram ainda
gue a capacidade supressora do numero elevado de células regulatérias na LLA
aumenta com a gravidade da doenca(Bhattacharya, Chandra e Mandal 2014). Em
contraste aos estudos prévios, noés observamos um aumento ndo significativo nas
células Tregs no grupo LLA se comparado com o grupo controle nas amostras de

sangue periferico.

Além disso, nds observamos uma menor quantidade de células CD73+ no grupo

LLA se comparado com o grupo controle em subpopulagdes de células T CD4+ e Bregs,
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em amostras de sangue periférico. Ainda, cada célula T CD8+ expressa mais CD38 em
sua membrana celular no grupo LLA, ao passo que expressa menos CD38 na membrana
celular das células B e Bregs, se comparado com o grupo controle. Ja foi visto que a
CD73 é regulada nos precursores de células B de pacientes com LLA, porém em
amostras de medula 6ssea(W. Wang et al. 2016). Tinhofer e colaboradores observaram
uma maior expressdo de CD38 em células T CD8+ de pacientes com LLC-B. Células
T CD8+CD38+ aumentam a producgdo de citocinas que podem contribuir para a
progressdo da LLC-B(R. W. Huang, Tsuda e Takatsuki 1993). Zupo e colaboradores
estudaram a expressdo de CD38 nas células B do sangue periférico de pacientes com
LLC-B. Algumas células expressaram CD38 em abundancia, enquanto que a expressao
foi baixa a ausente em outro grupo de pacientes, tendo estas células propriedades
funcionais distintas, principalmente no que se refere a propensdo a sofrer
apoptose(Zupo et al. 1996). Os resultados de Tinhofer e Zupo e seus colaboradores
estdo corroborando com 0s nossos resultados. Além disso, vimos uma correlacdo
positiva entre as ectonucleotidases CD38 e CD39 na subpopulacdo de Tregs no grupo
LLA, quando avaliado pela frequéncia (%). Foi visto que células Tregs CD39+
circulantes exibem alta expresséo de CD38 e PD-1 em pacientes com sepse(H. Huang
et al. 2015). Podemos inferir que na LLA-B essa correlagdo pode existir para promover
uma alta producdo de adenosina, 0 que pode tornar as células Treg mais ativas e as
células T efetoras menos ativas, favorecendo a progressdo das células neoplasicas em

LLA-B.

A coleta de biopsia de medula 6ssea é um procedimento altamente invasivo,
portanto, ndo obtivemos grupo controle para comparar com o grupo medula 0ssea,
obtendo a frequéncia das subpopulacfes de linfocitos apenas para o grupo LLA-B.

Clark e colaboradores avaliaram a porcentagem total de linfocitos T (CD4+ e CD8+) e
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B em amostras de medula dssea de sujeitos saudaveis, encontrando aproximadamente
46% de células T totais, sendo 24% CD4+ e 24% CD8+ e 12% de células B totais. Em
comparagdo com o estudo de Clark e colaboradores (Clark, Phillips e Miller 1976),
encontramos frequéncias maiores em todas as subpopulacgdes. Semelhante aos nossos
achados, Le Jeune e Bar e colaboradores demonstraram associacgao entre alta contagem
absoluta de linfocitos no momento do diagnostico e piores resultados na LMA(Bar et
al. 2015; Jeune et al. 2014). Ismail e colaboradores avaliaram a porcentagem total de
linfocitos e subpopulagbes em amostras de medula 6ssea em pacientes com LMA. Eles
viram 37,9+13,1 de células T helper e 37,2+12,0 de células T citotoxicas. Observamos
em nossa coorte 29,95% células T CD4+ (T helper) e 38,94% células T CD8+ (T
citotoxicas). Mesmo que a LLA e a LMA, leucemia linfocitica e mieloblastica,
respectivamente, sejam diferentes quando a célula de origem, ambas sdo agudas, o0 que
significa que compartilham algumas caracteristicas, como surgimento de sintomas e
progressao rapida e presenca de leucécitos imaturos. Comparando a porcentagem de
linfocitos e subpopulagcbes em ambas as patologias, observamos frequéncias muito
semelhantes para as populacfes de células T e B, porém na LMA ha mais células T
helper que células T citotdxicas, o contrario visto para a LLA. Na LLA, encontramos
uma porcentagem maior de células T CD8+. Foi observado uma frequéncia
significativamente aumentada de células T CD8+ que expressam PD-1 na medula 6ssea
em comparacao com amostras de sangue periférico. PD-1 pode estar, entdo, mediando
a exaustdo das células T na LLA-B, gerando um ambiente supressor na medula 0ssea

desses pacientes(Jia et al. 2018).

Nossos dados apontam uma maior quantidade de células CD38+ em
subpopulacdes de células T CD4+ e CD8+, em amostras de medula 6ssea de pacientes

com LLA-B. Ainda, uma maior quantidade de células CD39+ na populacao de Tregs e
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células CD73+ em subpopulacbes de células B e Bregs foram observadas. Cabe
destacar, que até o momento ndo foi visto na literatura a expressdo de CD38 em células
T CDA4+, porem células T CD8+CD38+ sdo capazes de suprimir a proliferacdo de
celulas T efetoras CD4+ de maneira ndo especifica ao antigeno via IFN-y. A 1L-15
potencializa a atividade supressora das células T CD8+CD38+ e controla sua
sobrevivéncia e expansdo(Bahri et al. 2012). Nesse contexto, a ectonucleotidase CD38
pode estar se correlacionando positivamente com as fungdes supressoras e identificando
essas células como inibidores potenciais de respostas imunes excessivas ou ainda,
inibindo as células que combateriam as células neoplasicas favorecendo a progressao
da LLA-B. Nesse sentido, vimos uma correlagdo positiva entre a densidade de
expressdo de CD38 e CD73 na populacdo de células T CD4+, bem como correlagao
positiva entre CD38 e CD39 na populacdo de células Bregs, quando avaliado pela MFI.
O eixo CD38/CD39/CD73 produz adenosina pela via canonica e ndo candnica, sendo a

ADO imunossupressora, podendo esta levar a progressdo da LLA-B.

Comparando as coortes que apresentaram amostras de medula éssea e amostras
de sangue periférico, observamos que a frequéncia de células T totais diminui nas
amostras de sangue se comparado com as amostras de medula 6ssea, alterando a
proporcao de células TCD4+ e CD8+ entre os grupos. Na coorte de amostras de medula
0ssea ha mais células T CD8+, ao contrario da coorte de amostras de sangue periférico
qgue apresenta mais células T CD4+. A coorte de amostras de sangue periférico
apresenta mais células B, incluindo Bregs, se comparado a coorte de amostras de

medula 0ssea.

Decidimos estratificar a coorte de pacientes que apresentavam amostras de
sangue periférico em duas categorias: risco padréo (baixo) e risco alto. Dependendo do

grupo na qual o paciente se encontre, o prognostico torna-se diferente, sendo mais
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favoravel aos pacientes que se encontram no grupo risco padrdo (baixo). A partir disso,
caracterizamos o sistema imunolégico de pacientes com LLA-B em categorias de risco
diferentes, a fim de verificar se essa complexa interagéo entre células imunes do cancer
e do hospedeiro e a resposta imune sdo diferentes para 0s grupos, novamente destacando

a relevancia clinica dos linfocitos totais e subpopulagdes.

No grupo risco padrdo (baixo), observamos uma maior frequéncia, embora ndo
significativa, de células de linhagem T (linfocitos T, células T CD4+, células T CD8+
e células Treg) no grupo LLA se comparado com o grupo controle. Igualmente ndo
significante, observamos uma maior frequéncia de linfdcitos T totais, Treg e B no grupo
LLA se comparado com o grupo controle. Esses valores demonstram a heterogeneidade
dos diferentes grupos de pacientes que pode representar o escape a resposta imune do
hospedeiro e as diferentes respostas dos pacientes quando utilizados protocolos padrdes
de tratamentos quimioterapicos e/ou imunoterapicos. A presenca de células T CD4+ e
CDB8+ pode estar sendo benéfica para o grupo risco padrao (baixo), se comparado com
0 grupo risco alto. Ja foi visto que a expansdo de células T CD8+ dentro de tumores
pode ser uma maneira de criar um ambiente pré-inflamatério dominante, levando a
rejeicdo do tumor em sitios locais e distais(P. Yu et al. 2004), j& as células T CD4+
estdo envolvidas na ativacdo de células T CD8+ para combater o cancer. Temos que ter
cuidado para avaliar os resultados obtidos para os grupos risco padréo (baixo) e alto,
visto que apresentam tamanho amostral diferentes; o grupo risco alto apresenta um
tamanho amostral maior, dando maior poder estatistico para as analises nesse grupo.
Gostariamos de ressaltar que a unica populacdo de linfocitos que difere quanto a
frequéncia, quando comparamos a coorte completa de amostras de sangue periférico
com 0 grupo risco alto, é que o grupo risco alto apresenta uma maior frequéncia de

células T totais no grupo LLA se comparado com o grupo controle.
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No grupo risco padréo (baixo), observamos que cada célula T CD8+ expressa
mais CD38 em sua membrana celular no grupo LLA, ao passo que expressa menos
CD38 na membrana celular das células B e Bregs se comparado com o grupo controle,
resultado semelhante encontrado na coorte completa de amostras de sangue periférico.
Ainda, vimos que nesse grupo as células Treg expressam menos CD39 na superficie
celular no grupo LLA se comparado com o grupo controle. Menos CD39 significa
menos ADO, os linfocitos Treg ficam menos ativos, visto que ADO estimula os
linfocitos Treg via receptores A2A, ao passo que as células efetoras ficam mais ativas,
visto que ADO inibe as células efetoras via receptores A2A. Néo foi vista nenhuma

correlacgdo significativa entre a expressao das ectonucleotidases para esse grupo.

No grupo risco alto, assim como na coorte de amostras de sangue periférico, ha
menos células T CD4+CD73+ no grupo LLA se comparado com o grupo controle,
porem também verificamos uma maior expressdo de CD73 na populacdo de células
Breg no grupo LLA, bem como de CD39 na populacdo de células T CD8+, se
comparado com o grupo controle. Foi visto que linfocitos B1 que superexpressam
CD73 geram mais ADO e inibem a colite experimental, representado um novo
mecanismo de Breg para o efeito anti-inflamat6rio mediado pelas células B(Kaku et al.
2014). Estudos recentes destacaram a expressdo de CD39 em células T CD8+ infiltradas
em tumores como marcador de exaustdo e reatividade de antigeno tumoral(Y. Lee et al.
2019), ademais isso poderia ser um indicativo de que células Treg CD8+ sdo

CD8CD25™9"FOXP3 e podem, ainda, ser CD39+ (Parodi et al. 2013).

Ainda no grupo risco alto, cada celula T CD8+ expressa mais CD38 em sua
membrana celular no grupo LLA, ao passo que expressa menos CD38 na membrana
celular das células B e Bregs se comparado com o grupo controle, assim como visto

para a coorte completa de amostras de sangue periférico e no grupo risco padrédo
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(baixo). Ainda, vimos uma correlacdo negativa entre as ectonucleotidases CD38 e
CD39 na subpopulacédo de Tregs no grupo LLA, quando avaliado pela frequéncia, ou
seja, as duas variaveis movem-se em dire¢fes opostas, portanto quanto mais CD38 na

subpopulacédo de Tregs, menos CD39 sera encontrada.

A Unica diferenca encontrada quanto ao nivel de expressdo das
ectonucleotidases entre os grupos risco padrao (baixo) e risco alto, é que no grupo LLA
com risco padrdo baixo as células Tregs apresentam uma menor expressao de CD39 em
sua membrana se comparado ao grupo controle. No grupo risco padrdo (baixo) pode
estar sendo produzido menos ADO pela via canénica, visto que hd menos CD39 para
converter ATP em AMP, substrato da enzima CD73 para a producdo de ADO. Menor
producdo de ADO leva a menor imunossupressdo no microambiente neoplasico,

favorecendo o progndstico desse grupo de pacientes.

Caracterizamos o sistema imunoldgico de pacientes com LLA-B quanto a
frequéncia de linfécitos totais e subpopulagdes e a expressdo das ectonucleotidases em
coortes de amostras de medula 6ssea e de sangue periférico, além de correlacionar a
expressdo dessas ectonucleotidases. Concluimos que o perfil de expressdo, frequéncia
e correlacdo de ambas as coortes pode estar favorecendo a progressdo das células
neoplésicas na LLA-B, porém o perfil da frequéncia de linfécitos em ambas as coortes
parece ser diferente, sugerindo que 0s grupos tém caracteristicas definidas que os
diferenciam, com interacdes complexas entre células imunes e suas respostas na LLA-
B. Ainda, estratificamos a coorte de amostras de sangue periférico em risco padréo
(baixo) e risco alto e também observamos que a interagcdo entre células imunes e a
resposta imune sdo diferentes, principalmente quanto a presenca de células T CD4+ e
CD8+ no grupo risco padréo (baixo), sendo responsaveis por criar um ambiente pro-

inflamatdrio e ativar células imunocompetentes. Além disso, sugerimos que a producao
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de ADO pode ser menor no grupo risco padrdo (baixo) do que no grupo risco alto,
levando a uma menor imunossupressdo no microambiente neoplasico desses pacientes,
favorecendo seu progndstico. Portanto o perfil de frequéncia de linfocitos pode predizer
0 resultado do tratamento em nichos e grupos de risco diferentes, tornando-se
futuramente um potencial indicador progndstico, bem como o perfil de expresséo e
correlagéo das ectonucleotidases podem se tornar marcadores para monitorar a doenca
e estratificar subconjuntos de pacientes, ou ainda, tornar-se alvos moleculares para
novas estratégias de tratamento. Futuramente, a manipulacdo do sistema purinérgico

pode ser uma interessante e promissora imunoterapia para pacientes com LLA-B.
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PARTE 11l

Discussao Geral
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DISCUSSAO

Cronologicamente, comecamos 0 projeto de pesquisa realizando a andlise de
enriquecimento de anotacdo de genes, usando ferramentas de bioinformatica (Parte 11
da dissertacdo). As andlises in silico, experimentacdo baseada em simulacdo
computacional, aumenta a probabilidade de identificarmos processos biologicos mais
pertinentes ao estudo, poupando tempo e dinheiro. Portanto, o objetivo dessa etapa foi
analisar se a expressdo de genes relacionados ao sistema purinérgico (ENTPD1, CD38,
NT5E e DPP4) pode ter valor prognostico para os pacientes com LLA-B, em uma

coorte infantil.

De acordo com a anélise de Kaplan-Meier e a analise multivariada de Cox,
observamos que o aumento da expressdo do gene CD38, que codifica a glicoproteina
de superficie do tipo Il (CD38), nas amostras de medula 6ssea ndo recorrente e medula
Ossea recorrente aumenta o risco de morte dos pacientes com LLA-B, portanto, a alta
expressao do gene pode caracterizar subgrupos da doenga com comportamento mais
agressivo. E importante ressaltar que encontramos diferenca significativa na expressao
de outros genes purinérgicos, porém em apenas uma das analises estatisticas usadas
(Kaplan-Meier ou Cox). Consideramos confiantes os resultados significativos
encontrados em ambos os testes aplicados, visto que sdo complementares. O Unico
resultado significativo na analise de Cox e Kaplan-Meier, portanto, inclui a expressédo
do gene CD38 nas andlises de sobrevida global. Outros estudos também observaram
que a expressdo de CD38 pode prever um pior desfecho clinico, porém em outros tipos
de leucemias e/ou em coortes adultas (D’Arena et al. 2001; Chang, Liu e Cleveland

2003; Eveillard et al. 2016).
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Visto que as analises in silico utilizam dados transcriptbmicos, ou seja,
sequenciamento de mMRNA, precisamos cautela para transpor a discussdo em termos de
andlise de proteinas, pois entre 0 mRNA e a codificacdo de proteinas pode haver
controle da expressdo génica a nivel pos-transcricional. Na parte 1l da dissertagéo,
mesmo trabalhando com transcriptoma, fizemos uma discussao especulativa a nivel de
proteina. Sugerimos que uma alta expressdo do gene CD38, que influencia
negativamente a sobrevida de pacientes com LLA-B, possa estar codificando uma
maior quantidade da ectoenzima CD38 no microambiente neoplésico desses pacientes.
CD38 pode estar alterando a homeostase de NAD+ (hidrolisado por CD38 na via néo
candnica de producdo de adenosina) no microambiente neoplasico e aumentando a
sobrevivéncia das celulas leucémicas atraves de modulacdo na resposta antitumoral.
Outra hipotese é que a ADO estaria promovendo o crescimento e a sobrevivéncia das
células leucémicas. O NAD+ seguiria a via ndo canbnica de producdo de ADO,

resultando em imunossupressao.

Afim de transpor essa discussdo especulativa, caracterizando a investigacao
como tedrica, propomos realizar uma investigacao pratica com experimentos in vivo
(Parte | da dissertagdo). Afim de analisar se amostras de sangue periférico e medula
Ossea de pacientes com LLA-B apresentavam uma maior expressao de
ectonucleotidases, corroborando ou ndo com os achados encontrados no artigo de
bioinformaética, decidimos analisar esses marcadores nas células imunes dos pacientes.
Sabe-se que 0 microambiente neoplasico é composto por um acimulo de células
neoplasicas, mas também contém células endoteliais, fibroblastos, componentes
estruturais e infiltrado de células imunes, que afetam o desenvolvimento do cancer,
invasdo e metastase (Bremnes et al. 2016). Nesse contexto acontece complexas

interacOes entre células imunes provenientes do microambiente neoplésico, ou seja,
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moduladas para ndo atacar as células cancerigenas, e ndo provenientes do cancer,
responsaveis pelo ataque as células neoplésicas. A composi¢cdo do microambiente
imune difere entre os pacientes e nos canceres, ja foi visto que o tipo, densidade,
localizacdo e organizacdo das células imunes dentro de tumores sélidos definem o
contexto imune, provando ser um determinante importante das caracteristicas do tumor
e dos resultados dos pacientes (Bremnes et al. 2016). Nesse sentido, decidimos analisar
a presenca dos marcadores purinérgicos nos linfocitos de pacientes com LLA-B em
dois tipos de microambientes: medula 6ssea e sangue periférico. Além de analisar a
presenca dos marcadores purinérgicos, caracterizamos o sistema imunoldgico dos
pacientes do estudo, analisando os valores de linfdcitos e suas subpopulagdes. J& foi
visto que valores de linfdcitos podem prever o resultado do tratamento, podendo ser um
potencial indicador progndstico para os pacientes (Santoiemma e Powell 2015; Geiger

e Rubnitz 2015).

No manuscrito in silico utilizamos uma coorte grande de pacientes, dados
obtidos de um banco de dados de livre acesso, dando grande poder estatistico as nossas
analises. Porém, destacamos que dos 298 pacientes com LLA, 83% apresentavam
amostras de medula Ossea. Talvez por esse motivo ndo visualizamos diferenca
significativa na expressdo dos genes purinérgicos em amostras de sangue periférico
nessa coorte. Ja nos experimentos in vivo, devido ao pouco tempo disponivel para coleta
das amostras, analisamos uma populacdo de 6 pacientes com LLA que apresentavam
amostras de medula éssea e uma populagéo de 13 pacientes com LLA que apresentavam
amostras de sangue periférico; sendo, ainda, essa populacdo de 13 pacientes
estratificada ou ndo em dois grupos: risco padréo (baixo — n=4) e risco alto (n=9). Na
elaboracdo do projeto de pesquisa, realizamos o célculo do tamanho amostral

necessario, que foi baseado na variacao significativa dos valores experimentais em

94



analises semelhantes publicadas. O tamanho amostral foi calculado através do
programa Minitab® com “n” de 17 individuos por grupo. Como visto, ndo conseguimos
obter todas as amostras necessarias para aumentar a relevancia estatistica do estudo,
portanto, faz-se necessario aumentar o tamanho amostral para minimizar possiveis

resultados falso negativos ou falso positivos.

Nos experimentos in vivo, em amostras de sangue periférico (n=13),
observamos uma menor quantidade de CD73, no grupo LLA se comparado ao grupo
controle, em subpopulac@es de células T CD4+ e Bregs. Ainda, cada célula T CD8+
expressa mais CD38 em sua membrana celular, ao passo que expressa menos CD38 na
membrana celular das células B e Bregs. Ainda, observamos uma correlagdo positiva
entre as ectonucleotidases CD38 e CD39 na subpopulacdo de Tregs, quando avaliado
pela frequéncia. Uma maior expressdo de CD38 nas células T CD8+ pode estar
aumentando a producéo de citocinas que podem contribuir para a progressao da LLA-
B, como visto para a LLC-B por Tinhofer e colaboradores (Huang, Tsuda e Takatsuki
1993). Ja foi visto que a expressdo de CD38 nas células B pode influenciar na propensao
das células sofrerem apoptose (Zupo et al. 1996), portanto, uma menor expressao de
CD38 na membrana celular das células B totais e Bregs pode estar aumentando a
propensdo dessas células sofrerem apoptose. Em pacientes com mieloma maultiplo
refratario, o tratamento com daratumumab (anticorpo monoclonal que se liga a CD38)
demonstrou ser seguro e eficaz (Bride et al. 2018), assegurando que CD38 pode ser um
bom alvo e sugerindo que tratamentos anti-CD38 podem ser uma terapia promissora.
Ainda, foi visto que as células Tregs que ja sdo positivas para 0 marcador CD39 exibem
alta expressdo de CD38 em pacientes com sepse (Huang et al. 2015). Na LLA-B, mais
CD38 e CD39 podem estar sendo responsaveis por produzir mais ADO, tornando as

células Tregs mais ativas e as T efetoras menos ativas, favorecendo a progressao das
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células neoplasicas. Aparentemente esses resultados que revelam uma menor expressao
de CD38 em alguns tipos celulares especificos podem parecer discordantes dos obtidos
in silico, porem devemos levar em consideragdo que nas andlises transcriptomicas
trabalnhamos com toda a informacdo de mRNA presente na amostra, portanto,
trabalhamos com a informacdo genética presente em todas as células, saudaveis ou
leucémicas. Entéo, ao todo, ha uma maior expressdo do gene CD38, porém nada impede
que alguns tipos celulares estejam expressando mais esse gene, enquanto outros estejam
expressando menos, no balango geral ha uma maior expressdo do gene CD38 capaz de

impactar negativamente na probabilidade de sobrevida dos pacientes com LLA-B.

Como a coleta de biopsia de medula 6ssea € um procedimento altamente
invasivo, eticamente ndo conseguimos amostras de medula 6ssea de sujeitos saudaveis
para comparar com 0 grupo LLA, portanto, todos os resultados nessa coorte sdo
discutidas com dados da literatura, de forma descritiva e sem andlise estatistica, com
excecdo das analises de correlacdo. Nessa coorte (n=6), observamos uma maior
guantidade do marcador CD38 em subpopulacGes de células T CD4+ e CD8+, uma
maior quantidade do marcador CD39 na populacao de Treg e uma maior quantidade do
marcador CD73 nas subpopulagdes de células B (totais e Bregs). Como visto
anteriormente na coorte de sangue periférico, células T CD8+ que expressam CD38 sdo
capazes de contribuir na progressdo da LLA-B através da secre¢éo de citocinas (Huang,
Tsuda e Takatsuki 1993), mas ainda podem estar suprimindo a proliferagdo de células
T CD4+ efetoras (Bahri et al. 2012). Nesse contexto, a expressdo de CD38 pode estar
potencializando a atividade supressora das células T CD8+, inibindo as células que
combateriam as células leucémicas, favorecendo a progressdo da leucemia e por
consequéncia diminuindo a sobrevida global dos pacientes com LLA-B. Ainda, vimos

uma correlacdo positiva entre a expressao de CD38 e CD73 na populacdo de células T
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CDA4+, e entre CD38 e CD39 na populacéo de células Bregs, quando avaliado pela MFI.
CD38 parece ser a principal ectonucleotidase do eixo CD38/CD39/CD73 em LLA-B,
podendo ser uma enzima chave na producdo de ADO, molécula imunossupressora,

podendo levar a progressdo da LLA-B.

Ainda, mesmo ndo tendo estratificado a coorte de pacientes no experimento in
silico, achamos interessante estratificar nos experimentos in vivo. Grupos de risco sao
usados para planejar melhores tratamentos, visto que pacientes com LLA de alto risco
geralmente recebem diferentes tipos de farmacos anticancer e/ou doses maiores de
farmacos anticancer do que pacientes com LLA de risco padrdo (PDQ Pediatric
Treatment Editorial Board 2002). A classificacdo utilizada foi baseada na idade dos
pacientes, visto a probabilidade das criancas (1 a 10 anos) alcancarem uma remissao
bem-sucedida ap6s 4 semanas de inicio do tratamento ser de 95% (Hoffbrand, Moss e
Pettit 2006) e também na contagem de globulos brancos no momento do diagnostico,
onde contagens menores que 50.000/uL no momento do diagnostico séo favoraveis ao
prognostico do paciente (PDQ Pediatric Treatment Editorial Board 2002).
Classificamos, portanto, pacientes no grupo risco padrdo (baixo) aqueles com idade
entre 1 e 10 anos que tinham uma contagem de globulos brancos menor que 50.000/uL
no momento do diagndstico e pacientes no grupo risco alto aqueles com 10 anos ou
mais e/ou que tinham uma contagem de globulos brancos de 50.000/uL ou mais no

momento do diagnostico.

Nos grupos risco padrdo (baixo) e risco alto, observamos que cada célula T
CD8+ expressa mais CD38 em sua membrana celular, no grupo LLA se comparado ao
grupo controle, ao passo que expressa menos CD38 na membrana celular das células B

e Bregs, resultado semelhante ao encontrado na coorte de amostras de sangue periférico,
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demonstrando novamente a importancia da expressdo de CD38 em alguns tipos
celulares especificos na LLA-B. A Unica diferenca encontrado entre 0s grupos risco
padrdo (baixo) e risco alto, quanto a expressdo de ectonucleotidases, foi uma menor
expressdo de CD39 em células Tregs na superficie celular do grupo LLA de risco baixo,
se comparado com o grupo controle. O risco padrdo (baixo) pode estar produzindo
menos ADO pela via candnica, visto que ha menos CD39 para converter ATP em AMP
(substrato para a producdo de ADO). Menor producéo de ADO pode levar a uma menor
imunossupressao, favorecendo o prognéstico desse grupo de pacientes se comparado

com o grupo risco alto.

Quanto a expressdo das ectonucleotidases nos linfécitos totais e suas
subpopulacBes, podemos observar o envolvimento de todas as ectonucleotidases
avaliadas (CD38, C39, CD73) em tipos de células imunes diferentes, indicando que
cada tipo celular utiliza de meios heterogéneos de sinalizacao celular, dependendo do
contexto metabdlico. Correlacionando os resultados dos experimentos in silico e in
vivo, nota-se que no artigo de bioinformatica correlacionamos a expressao dos genes
purinérgicos com a sobrevida de pacientes com LLA-B, onde a expressao do marcador
CD38 mostra-se importante para estudos futuros. A expressdo dos outros genes
purinérgicos também esta acontecendo, com a diferenga de que ndo influenciam a

probabilidade de sobrevida dos pacientes.

Também caracterizamos o sistema imunoldgico de pacientes com LLA-B,
destacando as frequéncias de linfécitos totais e suas subpopulagdes, visto que pouco se
sabe sobre essa complexa interacdo entre células imunes e a resposta imune em
diferentes tipos de amostras e em grupos de risco diferentes para essa patologia,
principalmente referente a linfocitos B e T regulatérios. Comparamos as frequéncias de

linfdcitos e suas subpopulacdes da nossa coorte de pacientes com amostras de medula
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6ssea (n=6) com uma coorte referéncia (Clark, Phillips e Miller 1976), encontrando
frequéncias maiores em nossa coorte. Comparando nossos resultados com uma coorte
de pacientes com LMA, observamos uma maior frequéncia de células T citotdxicas na
LLA-B. Ja foi visto que células T CD8+ expressam mais PD-1 em amostras de medula
Ossea se comparado com amostras de sangue periférico. PD-1 pode estar mediando a

exaustdo das células T, gerando um ambiente supressor na LLA-B (Jia et al. 2018).

Ha& uma diferenca quanto a frequéncia celular em amostras de medula 6ssea e
sangue periférico, bem como entre os grupos risco padrdo (baixo) e alto. Na coorte de
amostras de medula 6ssea (n=6), observamos uma maior frequéncia de células T, se
comparado com a coorte de amostras de sangue periférico. Na coorte de amostras de
sangue periférico parece predominar células de linhagem B, se comparado com a coorte
de amostras de medula 6ssea. Ja no grupo risco padrdo (baixo), observamos uma
tendéncia a uma maior frequéncia de células T CD4+ e CD8+, diferente do encontrado
no grupo risco alto. Concluimos que diferentes grupos apresentam perfis celulares
diferentes, porém, quanto aos grupos de risco, parece que a presenca de células T CD4+
e CD8+ podem estar sendo benéficas para o prognéstico desses pacientes. Ja foi visto
gue a expansdo de células T CD8+ em paciente com cancer pode ser uma maneira de
criar um ambiente pro-inflamatério dominante, levando a rejei¢do do tumor em sitios
locais e distais (P. Yu et al. 2004), j& as células T CD4+ estariam envolvidas na ativacdo

de células T CD8+ para combater o cancer.

Podemos sugerir, portanto, que o gene CD38 pode estar envolvido na
agressividade da LLA-B, correlacionando-se com uma menor probabilidade de
sobrevida global nos pacientes. Com 0s experimentos in silico e in vivo abrimos a
possibilidade de CD38 fazer parte da rede patogenética subjacente associada ao

desenvolvimento e progressdao da LLA-B. Ainda, podemos sugerir que o perfil da
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frequéncia de linfocitos pode influenciar o resultado do tratamento em nichos e grupos

de risco diferentes, bem como o perfil de expressao e correlacdo das ectonucleotidases.
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CONCLUSAO

Observamos, portanto, um aumento na expressdo das ectonucleotidases em
células imunes na LLA, principalmente no que diz respeito a CD38 (a qual vimos pelos
testes estatisticos nos experimentos in silico e nas analises realizadas nos experimentos
in vivo). As ectonucleotidases CD39 e CD73 apresentaram resultados menos robustos
que a ectonucleotidase CD38, onde observamos aumento significativo em
subpopulacdes especificas de linfocitos. Ressaltamos o papel da ADO na
imunossupressao e progressdo neoplésica. Por fim, a expressdo das ectonucleotidases
variam nas diferentes subpopulacdes de linfocitos, impactando na resposta imune dos
pacientes com LLA. Faz-se necessario mais pesquisas a respeito do papel das
ectonucleotidases, principalmente da CD38, na LLA-B. O entendimento do sistema
imune no contexto purinérgico abre perspectivas interessantes como ferramenta para

prognostico e terapia para pacientes com LLA-B.
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PERSPECTIVAS

- Aumentar o tamanho amostral, a fim de aumentar a relevancia estatistica do estudo.

- Realizar cultura de células mononucleares do sangue periférico e da medula 6ssea de
pacientes com LLA-B e de sujeitos saudaveis, inibindo ou ndo a CD38 (analisando a
secrecdo de citocinas, ativacdo e proliferacdo/morte dessas células e metabolismo do

ATP).

-Avaliar as caracteristicas fenotipicas e o papel funcional das células B regulatérias
derivadas das células mononucleares do sangue periférico e da medula Gssea de
pacientes com LLA-B na regulacdo das respostas dos linfécitos T, através de co-cultura.
Analisando a secrecdo de citocinas, metabolismo do ATP e ativacdo e

proliferacdo/morte dessas células.

-Avaliar a hidrdlise de nucleotideos no plasma de pacientes com LLA-B e de sujeitos

saudaveis.
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ANEXO A: Carta de aprovacao do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre
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PORTO ALEGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pés Graduagao

Carta de Aprovagio

Projeto

2018/0401
Pesquisadores: ?
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Nimero de Participantes: 46

Titulo: Avaliagdo de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a
imunomodulagéo.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagéo esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéo em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avali¢io de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduagéo (GPPG).
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ANEXO B: Parecer do projeto de mestrado do PPG — Ciéncias Bioldgicas Bioguimica
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Parecer de Projeto de Mestrado

O projeto da aluna Vitéria Brum da Silva Nunes, intitulado: “Avaliagdo de possiveis
biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a
imunomodulagéo”,
avaliagdo pelo PPG - Bioquimica teve a seguinte analise e parecer:
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ANEXO C: Termo de consentimento livre e esclarecido — Grupo controle
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo controle)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

Titulo do Projeto: Avaliagdao de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide
aguda (LLA) e sua relagdo com a imunomodulacéo.

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é estudar as
funcbes das células responsaveis pela defesa do organismo através de amostras de material
bioldgico em pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA) e em sujeitos sauddveis. Esta
pesquisa estd sendo realizada pelo Setor de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) e pelo Laboratdrio de Sinalizacdo Purinérgica do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Para a realizacdo do estudo é necessario comparar o grupo de pacientes que
apresentam a caracteristica estudada (LLA) com um grupo de pacientes que ndo apresenta
esta caracteristica. Vocé esta sendo convidado para participar do grupo controle, ou seja, que
nao possui diagndstico de leucemia. Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos
envolvidos em sua participacdo sdo os seguintes: autorizar a utilizacdo do material bioldgico
(sangue periférico) descartado pelo Laboratério de Analises Clinicas, Setor de Hematologia do
HCPA, portanto, ndo serad necessdria uma nova coleta para esta pesquisa. Também pedimos
sua autorizagao para consultar seu prontudrio para coleta de dados clinicos, laboratoriais e
socio demograficos.

A utilizagdo das amostras de material bioldgico seguira as normativas vigentes e, apds
a sua utilizagdo, serd devidamente descartada.

Nao sdo conhecidos riscos pela participacao na pesquisa, tendo em vista que a coleta
de sangue periférico ja seria realizada assistencialmente. Ha apenas o risco de quebra de
confidencialidade dos dados, porém os pesquisadores tomardo todos os cuidados para que
isso ndo acontecga.

Sua participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos a vocé e aos demais
participantes, porém, contribuirda para o aumento do conhecimento sobre o assunto
estudado, e, se aplicavel, podera beneficiar futuros pacientes.

Sua participa¢do na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatdrio. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo
haverd nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na
instituicao.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo controle)

Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e
vocé nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdao sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 seu nome ndo aparecerd na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, antes e durante o curso da pesquisa, podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel Dra. Alessandra Aparecida Paz, pelo telefone
(51)3359-8317, com o pesquisador Fabricio Figueird, pelo telefone (51)3308-5553/5554 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51)33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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ANEXO D: Termo de consentimento livre e esclarecido — Grupo controle: Responsaveis
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo controle - Responsaveis)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

Titulo do Projeto: Avaliagdao de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide
aguda (LLA) e sua relagdo com a imunomodulacgdo.

A pessoa pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo é estudar as funcdes das células responsdveis pela defesa do organismo
através de amostras de material bioldgico em pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA) e
em sujeitos saudaveis. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Setor de Hematologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e pelo Laboratdrio de Sinalizacdo Purinérgica do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Para a realizacdo do estudo é necessario comparar o grupo de pacientes que
apresentam a caracteristica estudada (LLA) com um grupo de pacientes que ndo apresenta
esta caracteristica. A pessoa pela qual vocé é responsavel estd sendo convidada para
participar do grupo controle, ou seja, que ndo possui diagndstico de leucemia. Se vocé
concordar com a participacdo na pesquisa, os procedimentos envolvidos sdo os seguintes:
autorizar a utilizagdo do material bioldgico (sangue periférico) descartado pelo Laboratério de
Analises Clinicas, Setor de Hematologia do HCPA, portanto, ndo serd necessdria uma nova
coleta para esta pesquisa. Também pedimos sua autorizagao para consultar o prontudrio para
coleta de dados clinicos, laboratoriais e sécio demograficos.

A utilizagdo das amostras de material bioldgico seguira as normativas vigentes e, apds
a sua utilizagdo, serd devidamente descartada.

N3o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, tendo em vista que a coleta
de sangue periférico ja seria realizada assistencialmente. Ha apenas o risco de quebra de
confidencialidade dos dados, porém os pesquisadores tomardo todos os cuidados para que
isso ndo acontecga.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sao indiretos, pois a
participacdo na pesquisa ndo trara beneficios diretos a pessoa pela qual vocé é responsavel e
aos demais participantes, porém, contribuird para o aumento do conhecimento sobre o
assunto estudado, e, se aplicavel, podera beneficiar futuros pacientes.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatdrio. Caso
vocé decida ndo autorizar a participa¢do, ou ainda, retirar a autorizagdo apds a assinatura
desse termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina1lde3
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo controle - Responsaveis)
Recebe ou possa vir a receber na instituicao.

Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacao na pesquisa e ndao
havera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante
receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, os nomes ndo aparecerao na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, antes e durante o curso da pesquisa, podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel Dra. Alessandra Aparecida Paz, pelo telefone
(51)3359-8317, com o pesquisador Fabricio Figueird, pelo telefone (51)3308-5553/5554 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51)33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel
e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 3
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Grupo controle - Responsaveis)

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina3de3
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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ANEXO E: Termo de consentimento livre e esclarecido — Grupo pacientes LLA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo Pacientes LLA)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

Titulo do Projeto: Avaliagdao de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide
aguda (LLA) e sua relagdo com a imunomodulacgdo.

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é estudar as
funcbes das células responsaveis pela defesa do organismo através de amostras de material
bioldgico em pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA). Esta pesquisa esta sendo realizada
pelo Setor de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e pelo Laboratdrio
de Sinalizacdo Purinérgica do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua
participacdo sdo os seguintes: autorizar a utilizacdo do material bioldgico (sangue periférico e
medula dssea) ja coletado e que foi utilizado para o seu diagndstico de LLA. O material seria
descartado pelo Setor de Hematologia do HCPA, portanto, ndo sera necessaria uma nova
coleta para esta pesquisa. Também pedimos sua autorizagdo para consultar seu prontuario
para coleta de dados clinicos, laboratoriais e sdcio demograficos.

A utilizagdo das amostras de material bioldgico seguira as normativas vigentes e, apds
a sua utilizagdo, serd devidamente descartada.

N3o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, tendo em vista que a coleta
de sangue periférico e medula dssea ja seria realizada assistencialmente. Ha apenas o risco de
quebra de confidencialidade dos dados, porém os pesquisadores tomardo todos os cuidados
para que isso ndo aconteca.

Sua participacdo na pesquisa nado trard beneficios diretos a vocé e aos demais
participantes, porém, contribuirda para o aumento do conhecimento sobre o assunto
estudado, e, se aplicavel, podera beneficiar futuros pacientes.

Sua participa¢do na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatdrio. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo
haverd nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na
instituicao.

Ndo estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa e
vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo Pacientes LLA)

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdao sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, antes e durante o curso da pesquisa, podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel Dra. Alessandra Aparecida Paz, pelo telefone
(51)3359-8317, com o pesquisador Fabricio Figueird, pelo telefone (51)3308-5553/5554 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51)33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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ANEXO F: Termo de consentimento livre e esclarecido — Grupo pacientes LLA: Responsaveis
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo pacientes LLA - Responsaveis)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

Titulo do Projeto: Avaliacdo de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide
aguda (LLA) e sua relagdo com a imunomodulag3o.

A pessoa pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo é estudar as fungGes das células responsaveis pela defesa do organismo
através de amostras de material biolégico em pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA).
Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Setor de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) e pelo Laboratdrio de Sinalizagdo Purinérgica do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, os procedimentos envolvidos sdo
os seguintes: autorizar a utilizacdo do material bioldgico (sangue periférico e medula dssea) ja
coletado e que foi utilizado para o diagndstico de LLA da pessoa pela qual vocé é responsavel.
O material seria descartado pelo Setor de Hematologia do HCPA, portanto, ndo serd
necessaria uma nova coleta para esta pesquisa. Também pedimos sua autorizagdo para
consultar o prontudrio para coleta de dados clinicos, laboratoriais e sécio demograficos.

A utilizagcdo das amostras de material bioldgico seguirad as normativas vigentes e, apds
a sua utilizacdo, sera devidamente descartada.

Ndo sdo conhecidos riscos pela participagao na pesquisa, tendo em vista que a coleta
de sangue periférico e medula dssea ja seria realizada assistencialmente. Ha apenas o risco de
quebra de confidencialidade dos dados, porém os pesquisadores tomardo todos os cuidados
para que isso ndo acontega.

A participagdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos a pessoa pela qual vocé é
responsavel e aos demais participantes, porém, contribuira para o aumento do conhecimento
sobre o assunto estudado, e, se aplicavel, podera beneficiar futuros pacientes.

A participagdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatério. Caso vocé
decida ndo autorizar a participagao, ou ainda, retirar a autorizagdo apds a assinatura desse
termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe
ou possa vir a receber na instituicdo.

Ndo estd previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo na pesquisa e ndo
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haverd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante
receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdao sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0s nomes ndo aparecerao na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, antes e durante o curso da pesquisa, podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel Dra. Alessandra Aparecida Paz, pelo telefone
(51)3359-8317, com o pesquisador Fabricio Figueird, pelo telefone (51)3308-5553/5554 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51)33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel
e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo
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Assinatura

Local e Data:
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