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Apresentação da estrutura da tese 

 

Esta tese está estruturada em: Introdução, Objetivos, Capítulo I, Capítulo 

Ii, Resultados Adicionais, Discussão Geral, Conclusões, Perspectivas, 

Referências, Apêndice e Anexos I e II. 

Na introdução, será dissertado acerca dos aspectos básicos sobre 

leucemias (com ênfase maior em Leucemias Mieloides Agudas - LMA, que é o 

assunto principal deste trabalho), que vão desde as características clínicas e 

epidemiológicas até os métodos de diagnóstico e tratamento até o presente 

momento. Ainda neste capítulo, será abordado um tópico sobre redes biológicas, 

especialmente redes de coexpressão gênica, bem como suas aplicabilidades 

para a descoberta de genes/proteínas chaves no desenvolvimento tumoral. Após 

isso, será apresentada a problemática que justifica a execução deste trabalho, 

bem como o objetivo geral e específico do mesmo. 

No primeiro capítulo será abordada uma revisão bibliográfica, em formato 

de artigo científico, sobre os principais constituintes na corrente sanguínea 

(células, pequenas moléculas, exosomas, etc.) que estão diretamente 

relacionadas com sobrevivência dos blastos em LMA. Este artigo foi submetido 

no periódico Current Hematologic Malignancy Reports. 

O segundo capítulo será apresentado na forma de um artigo científico que 

será submetido para publicação. Este artigo aborda as principais características 

observadas em uma rede de coexpressão gênica das células de LMA 

encontradas no sangue periférico. 

Na seção de resultados adicionais, será apresentada uma análise 

adicional de genes diferencialmente expressos das amostras de LMA presentes 

no sangue periférico em comparação com as de medula óssea com o intuito de 

verificar de que forma esses diferentes contextos celulares influenciam nas 

células leucêmicas.  

Na discussão geral, serão apresentados dados e comentários adicionais 

que contemplam a temática das seções previamente citadas, bem como as 

principais perspectivas do trabalho a partir dos resultados obtidos. 
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Resumo 
 

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um tipo de tumor hematológico 

caracterizado pela expansão clonal de células imaturas da linhagem mieloide. É 

um dos tipos de leucemia que possuem uma das maiores taxas de mortalidade 

em virtude da rápida disseminação no microambiente da medula óssea e 

facilmente atingindo a corrente sanguínea. Sabe-se que diversos fatores que 

compõem um ambiente tumoral podem influenciar no desenvolvimento de uma 

neoplasia. Na LMA, muito tem se estudado sobre o papel das células leucêmicas 

em modular o microambiente da medula óssea com o intuito de garantir sua 

capacidade proliferativa. Contudo, pouco se sabe sobre como os fatores que 

permeiam o ambiente do sangue periférico auxiliam estas mesmas células na 

sobrevivência e no seu crescimento tumoral. Logo, o objetivo deste trabalho é 

de observar as principais células e elementos presentes na corrente sanguínea 

que estão associados à sobrevivência das células leucêmicas neste contexto 

celular, bem como avaliar, nessas mesmas células, o perfil transcritômico 

(extraídas do sangue periférico de pacientes com LMA) por meio de análises de 

redes de coexpressão. Os resultados obtidos indicam que uma alta porcentagem 

de blastos CD34+ na corrente sanguínea são indicativos de mau prognóstico por 

modularem a resposta imune, inibindo a ação de células T efetoras e NK, por 

exemplo, além de promoverem a manutenção do seu estado indiferenciado e 

sua proliferação. 
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Abstract 
 

Acute myelogenous leukemia (AML) is a hematological malignancy 

characterized by the clonal expansion of immature myeloid cells. It is one of 

leukemia types that has the highest mortality rates, mainly due to its fast 

dissemination in the bone marrow microenvironments, reaching easily the 

peripheral bloodstream. It is known that many factors that encompass the tumor 

environment can influence the tumor development. In AML, much has been 

studied about the role of leukemic cells in modulating the bone marrow 

microenvironment to guarantee its growth. However, little is known about how 

bloodstream factors can help these cells in the survival and proliferation. 

Therefore, this work aims to describe the main cells and other factors inside the 

bloodstream that are related to leukemic cells survival in this cellular context, as 

well as to evaluate, in these same cells, the transcriptomic profile of AML cells 

(extracted from the peripheral blood of AML patients) through a network 

coexpression analysis. The results indicate that the high percentage of circulating 

CD34+ blasts are indicative of bad prognosis due their ability to modulate the 

immune response, inhibiting NK and/or effector T cells anti-leukemic roles, 

besides promoting the maintenance of the undifferentiated and their proliferative 

status. 
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1. Leucemias e leucemia mieloide aguda 

 

1.1. Características gerais e etiologia da LMA 

 

As leucemias são caracterizadas pelo processo de proliferação 

desordenado de leucócitos formados na medula óssea (ROQUIZ; GANDHI; KINI, 

2016). Este crescimento desenfreado tem como resultado o acúmulo de células 

imaturas que se disseminam pelo organismo do paciente, comprometendo o 

funcionamento do sistema imune (HOFFBRAND; MOSS, 2013). Por serem de 

origem hematopoiética, as leucemias podem ser categorizadas de acordo com 

a linhagem de origem (mieloide ou linfoide) e o grau de agressividade (aguda ou 

crônica) desta patologia, sendo classificada em 4 principais tipos, sendo estas: 

1) Leucemia Linfoide Aguda – LLA, 2) Leucemia Linfoide Crônica – LLC, 3) 

Leucemia Mieloide Aguda – LMA e 4) Leucemia Mieloide Crônica – LMC.  

Especificamente, a LMA, por se tratar de um tipo de leucemia aguda, 

caracteriza-se pela rápida proliferação e expansão na medula óssea e no 

sangue. As células leucêmicas originam-se a partir de um processo de 

malignização de precursores da linhagem mieloide, denominados mieloblastos, 

ou apenas blastos, como mostra a Figura 1: 

  

Em um primeiro momento, a transformação leucêmica dos blastos e sua 

Figura 1 - Estágio de diferenciação de uma célula da linhagem mieloide e de onde potencialmente surgem 
as células leucêmicas da LMA. Adaptado do site Cancer Research UK (Disponível em: 
https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/acute-myeloid-leukaemia-aml/about-acute-myeloid-
leukaemia) 

 
 
Figura 2 - Estágio de diferenciação de uma célula da linhagem mieloide e de onde potencialmente surgem 
as células leucêmicas da LMA. Adaptado do site Cancer Research UK (Disponível em: 
https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/acute-myeloid-leukaemia-aml/about-acute-myeloid-
leukaemia) 

 

https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/acute-myeloid-leukaemia-aml/about-acute-myeloid-leukaemia
https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/acute-myeloid-leukaemia-aml/about-acute-myeloid-leukaemia
https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/acute-myeloid-leukaemia-aml/about-acute-myeloid-leukaemia
https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/acute-myeloid-leukaemia-aml/about-acute-myeloid-leukaemia
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posterior expansão clonal torna o espaço da medula óssea incapaz de produzir 

outros tipos de células hematopoiéticas. Isso se deve à capacidade de os blastos 

modularem o microambiente medular, tornando-o mais propenso para a 

ocupação dos nichos celulares pró-leucêmicos em detrimento dos nichos 

compostos por células tronco hematopoiéticas (COLMONE et al., 2008; SHAFAT 

et al., 2017; KUMAR et al., 2018). Além disso, esse contexto favorável para o 

crescimento dos blastos na medula também permite a formação de novos vasos 

sanguíneos (HUSSONG; RODGERS; SHAMI, 2000; SCHMIDT; CARMELIET, 

2011; SHIRZAD et al., 2016). 

A modificação do microambiente da medula óssea, aliado com o aumento 

na formação de capilares na região, permite que as células leucêmicas também 

migrem para a corrente sanguínea com maior facilidade, causando inúmeros 

quadros clínicos associados à incapacidade do tecido hematopoiético em 

produzir componentes necessários para o correto funcionamento do sistema 

imune e circulatório, bem como todo o processo de hemostasia (WEBERT et al., 

2006; ROQUIZ; GANDHI; KINI, 2016).   

 A LMA é considerada uma doença de etiologia genética. Logo, o processo 

de transformação leucêmica dos mieloblastos ocorre em virtude das alterações 

na composição ou na estrutura do material genético. Dentre elas, alterações 

cromossômicas como eventos translocacionais, inversão, deleção parcial do 

cromossomo e aneuploidias são frequentemente encontradas em pacientes com 

LMA. Além disso, alterações moleculares como mutações, ITD e PTD em genes 

também são observadas (DESCHLER; LÜBBERT, 2006; LORENZI, 2013; DE 

KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016). A combinação dessas alterações 

genotípicas irá determinar qual o grau de severidade da doença e quais 

alternativas de tratamento para o portador da doença são mais indicadas (ver 

seção 1.4). 

A LMA também pode ser desenvolvida pelo conjunto de 4 principais 

fatores predisponentes, dentre eles: 1) fatores ambientais ou associados ao 

estilo de vida, 2) tratamento prévio com quimioterápicos, 3) doenças genéticas e 

4) histórico de doenças hematológicas prévias. O primeiro fator está associado 

à exposição dos indivíduos acometidos a agentes potencialmente mutagênicos 

e carcinogênicos, como radiações ionizantes e substâncias tóxicas como o 

benzeno e pesticidas (DESCHLER; LÜBBERT, 2006; TAMAMYAN et al., 2017). 
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Estudos mostraram que sobreviventes da tragédia das bombas atômicas 

lançadas nas cidades japonesas de Hiroshima e Nagasaki possuíam uma alta 

incidência de casos de LMA em decorrência da radiação exposta (LIU et al., 

1973; PRESTON et al., 1994; DESCHLER; LÜBBERT, 2006). Além disso, 

fatores como a obesidade e o tabagismo também são potenciais agentes 

predisponentes para o desenvolvimento da LMA (DESCHLER; LÜBBERT, 2006; 

TAMAMYAN et al., 2017). 

Outro fator relacionado à incidência de LMA ocorre em pacientes que 

foram anteriormente submetidos a tratamentos quimioterápicos como inibidores 

da topoisomerase II (etoposídeo, antraciclinas, etc.) e agentes alquilantes 

(ciclofosfamida, melfalan, etc.). O uso desses compostos pode causar uma LMA 

secundária, sendo que a primeira classe de fármacos tende a possuir um período 

de latência mais curto entre uma doença e outra, em comparação à segunda, 

que geralmente possui uma latência entre 5 à 6 anos, antecedido sempre por 

um quadro de mielodisplasia (LORENZI, 2013).      

Quanto às doenças genéticas, várias síndromes possuem uma 

predisposição maior para o desenvolvimento de uma LMA. Paciente com 

síndrome de Down, por exemplo, tendem a possuir uma incidência maior para a 

formação de uma LMA, especialmente em crianças portadoras da síndrome. 

Outras doenças também já reportadas e relacionadas com LMA incluem: 

Síndrome de Wiskott-Aldrich, Síndrome de Bloom, Anemia de Fanconi, Ataxia 

Telangiectasia, dentre outros (DESCHLER; LÜBBERT, 2006; KHAN; MALINGE; 

CRISPINO, 2011; LORENZI, 2013; ROQUIZ; GANDHI; KINI, 2016; SHAND, 

2017; TAMAMYAN et al., 2017). 

Por fim, pacientes portadores de outras doenças hematológicas prévias 

podem predispô-los à LMA. Relatos de casos demonstram pacientes com 

linfomas e até mesmo outros tipos de leucemias desenvolvendo LMA após 

tratamento da doença anteriormente citada. Contudo, um dos fatores mais 

relacionados com o desenvolvimento da LMA são as síndromes mielodisplásicas 

(SMD). Essa síndrome é considerada muitas vezes como um estágio pré-

leucêmico que pode levar a uma LMA relacionada à transformação de uma 

mielodisplasia, afetando principalmente adultos e possuindo um mau 

prognóstico por possuírem uma baixa taxa de remissão pós tratamento 

(DESCHLER; LÜBBERT, 2006; SWERDLOW et al., 2017).    
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1.2. Epidemiologia 

 

Apesar de ser uma doença de baixa prevalência, ao compararmos com 

os demais tipos de leucemias (cerca de 32,37% do total de casos para essa 

neoplasia), a LMA possui uma alta taxa de mortalidade, correspondendo a 

aproximadamente 43,4% do total de óbitos por leucemias, de acordo com a 

American Cancer Society (ACS). São estimados mais de 19.520 casos novos 

em 2018, dos quais 10.670 (54,66%) deles resultam em óbito do paciente em 

território norte-americano (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). 

Globalmente, um estudo epidemiológico a partir dos relatórios da Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC, do inglês International Agency for 

Research in Cancer) demonstrou que a LMA possui uma taxa de incidência alta 

em países desenvolvidos, como os EUA, Canadá, países da União Europeia, 

Reino Unido e Austrália. Nesse mesmo estudo, o Brasil possui uma estimativa 

de 4 a 5 casos a cada 100 mil habitantes, totalizando cerca de 9.340 casos 

(MIRANDA-FILHO et al., 2018). Contudo, é importante ressaltar que esses 

dados são subestimados, haja vista que o relatório não contempla todas as 

regiões do país e não há um relatório nacional que especifique o número de 

casos de LMA no Brasil e por estado da federação e/ou região. 

Quanto à prevalência de acordo com o sexo, a LMA tende a acometer 

mais pacientes do sexo masculino em relação ao sexo feminino. Alguns autores 

hipotetizam, embora sem consenso, que esta diferença pode estar associada ao 

maior contato de indivíduos do sexo masculino a agentes ambientais 

predisponentes (como agrotóxicos, radiações ionizantes,etc.) (MIRANDA-FILHO 

et al., 2018). Com relação à idade, LMA comumente se manifesta em adultos em 

relação às crianças ou adolescentes de até 15 anos, sendo que a taxa de 

mortalidade tende a subir à medida em que a idade do paciente é mais avançada 

(SEKERES et al., 2008; DAVIS; BENJAMIN; JONAS, 2018). 

 

1.3. Classificação dos subtipos de LMA 

 

A classificação dos subtipos de LMA, assim como grande parte das 

malignidades hematológicas, possui diferenças bastante significativas em 
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relação a maioria dos tumores sólidos, cuja categorização está atrelada aos 

estágios de crescimento da massa tumoral e também à sua capacidade de 

metastização. Na LMA, a categorização é direcionada às propriedades da célula 

leucêmica, que vão desde suas características morfológicas até as alterações a 

nível molecular.  

Em 1976, um grupo de hematologistas franceses, britânicos e norte-

americanos propuseram a divisão dos casos de LMA em sete grupos distintos, 

baseada no nível de diferenciação em que os blastos se encontram, nomeando-

a como classificação FAB (do inglês French-American-British, em virtude da 

nacionalidade dos pesquisadores envolvidos) (BENNETT et al., 1976). 

Posteriormente, foram adicionadas outras duas categorias: M0, para LMA que 

possuíam células não diferenciadas; e M7, para leucemia megacarioblástica 

aguda, totalizando nove subtipos de LMA preconizados por essa classificação, 

conforme demonstrado na Tabela 1 (BLOOMFIELD; BRUNNING, 1985; LEE et 

al., 1987). Desde então, a classificação FAB tem sido utilizada amplamente no 

diagnóstico clínico, uma vez que a subdivisão é útil para determinar qual 

abordagem terapêutica é mais adequada para o paciente acometido.  

Tabela 1- Subtipos de LMA de acordo com a classificação FAB 

Classificação 
FAB 

Nome 

M0 LMA não diferenciada 

M1 LMA com mínima maturação 

M2 LMA com maturação 

M3 Leucemia promielocítica aguda (LPA) 

M4 Leucemia mielomonocítica aguda 

M4 eos Leucemia mielomonocítica aguda com eosinofilia 

M5 Leucemia monocítica aguda 

M6 Leucemia eritroide aguda 

M7 Leucemia megacariobástica aguda 

 

Entretanto, o avanço das técnicas de diagnóstico molecular permitiu 

identificar alterações mais específicas em LMA, como anormalidades 

citogenéticas (deleções, translocações, entre outros) e/ou mutações em genes 

chaves para o crescimento tumoral, permitindo, assim, uma conduta clínica e 

terapêutica mais eficiente. Tendo em vista este fato, a classificação dos subtipos 
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de LMA somente pelos aspectos citomorfológicos torna-se, muitas vezes, 

insuficiente e reducionista demais para definir o prognóstico do paciente e 

posterior escolha de tratamento (VARDIMAN et al., 2002).  

Logo, em 2001, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estabeleceu a 

divisão dos casos de LMA contemplando as alterações moleculares e 

citogenéticas de relevância clínica, conforme mostra a Tabela 2:  

 

Tabela 2 – Classificação atualizada de 2017 dos subtipos de LMA, conforme a OMS (Adaptado 

de ARBER et al., 2016 e SWERDLOW et al., 2017) 

Leucemia mieloide aguda e neoplasias relacionadas 

Leucemia Mieloide Aguda (LMA) com anormalidades genéticas recorrentes: 

• LMA com t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

• LMA com inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

• Leucemia Promielocítica Aguda com fusão gênica PML-RARα 

• LMA com t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A 

• LMA com t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 

• LMA com inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOM 

• LMA (megacarioblástica) com t(1;22)(p13.3;q13.1); RBM15-MKL1 

• LMA com fusão gênica BCR-ABL1 

Leucemia mieloide aguda com mutações em genes: 

• LMA com mutação no gene NPM1  

• LMA com mutação bialélica no gene CEBPA 

• LMA com mutação no gene RUNX1 

Leucemia mieloide aguda relacionada à transformação de mielodisplasia 

Neoplasias mieloides associadas a quimioterapia ou radioterapia 

Leucemia mieloide aguda, sem outra classificação específica (NOS): 

• LMA com diferenciação mínima 

• LMA sem maturação 

• LMA com maturação 

• Leucemia mielomonocítica aguda 

• Leucemia monoblástica/monocítica aguda 

• Leucemia eritroide pura 

• Leucemia megacarioblástica aguda 

• Leucemia basofílica aguda 

• Panmielose com mielofibrose aguda 

 

Desde 2001, foram realizadas modificações na classificação com intuito 

de incluir alterações moleculares e citopatológicas com maior relevância clínica 

(ARBER et al., 2016). Nesta quarta edição, publicada em 2017, os casos de LMA 

estão divididos de acordo com as modificações citogenéticas mais recorrentes, 

com mutações em genes associados ao desenvolvimento da neoplasia 
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(mencionada pela primeira vez nesta versão), LMA resultantes da transformação 

de uma Síndrome Mielodisplásica (SMD) e LMA desenvolvidas pós 

quimioterapia ou radioterapia. Além disso, ela também comporta os critérios 

estabelecidos na classificação FAB mencionada anteriormente, porém agora 

descrita como “LMA sem outra classificação específica” (ou NOS, do inglês “Non 

otherwise specified”) (ARBER et al., 2016; SWERDLOW et al., 2017).  

Até os dias atuais, a categorização dos casos de LMA de acordo com o 

preconizado pela OMS tem sido de extrema valia para estabelecer rotinas de 

diagnóstico e conduta clínica (VARDIMAN et al., 2002). Muitas alterações 

citogenéticas podem definir imediatamente qual método terapêutico a ser 

utilizado pelo médico, como é o caso da translocação que origina a fusão gênica 

PML-RARα, indicativo de uma leucemia promielocítica aguda.  

 

1.4. Sintomas, diagnóstico e tratamento 

 

Inicialmente, as primeiras suspeitas de casos de LMA geralmente ocorrem 

por meio da sintomatologia do paciente. São bastante comuns quadros de 

infecções recorrentes, anemias, quadros severos de hemorragia e, em alguns 

casos, infiltrações de células leucêmicas em tecidos - como as gengivas – e até 

mesmo no sistema nervoso central (MEENA et al., 2002; HOFFBRAND; MOSS, 

2013; FELIX et al., 2017). Outros sintomas mais genéricos incluem: perda de 

apetite, falta de ar, dificuldade de respirar, febres, cansaço, palidez, dores nas 

articulações, dentre outros (HOFFBRAND; MOSS, 2013). Por fim, certos 

subtipos de LMA possuem sintomas bastante específicos. Em uma LMA M3 

(LPA), por exemplo, é observado uma alta incidência de coagulação 

intravascular disseminada (CIVD) nos pacientes, além de uma síndrome 

hemorrágica em consequência do aumento da taxa de fibrinólise (HOFFBRAND; 

MOSS, 2013; LORENZI, 2013). Todas essas complicações mencionadas 

anteriormente podem levar o paciente a óbito meses após o diagnóstico, caso 

nenhum tratamento seja iniciado (DESCHLER; LÜBBERT, 2006). Pacientes em 

idade mais avançada tendem a ter uma sobrevida menor ainda, além de serem 

menos resistente aos ciclos de quimioterapia e/ou radioterapia (SEKERES et al., 

2008; TAMAMYAN et al., 2017).   
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Já nas análises hematológicas laboratoriais, pacientes com LMA possuem 

um quadro de anemia normocítica e trombocitopenia. Em um esfregaço 

sanguíneo, observa-se uma grande quantidade de blastos presentes no sangue 

e/ou em aspirados de medula óssea, sendo necessário que essa quantidade 

atinja pelo menos 20% do total de leucócitos para ser considerado uma leucemia 

do tipo aguda, conforme preconizado pela OMS (embora em casos como 

alterações citogenéticas ou moleculares não necessite esse valor) (O’DONNELL 

et al., 2017; SWERDLOW et al., 2017). Para o diagnóstico diferencial de LMA, 

as análises microscópicas geralmente revelam uma estrutura denominada de 

bastões de Auer nos blastos, conforme ilustra a Figura 2: 

Além da presença de bastões de Auer, outros exames podem ser 

utilizados com intuito de auxiliar no diagnóstico de LMA. Dentre eles, testes 

citoquímicos como os ensaios de mieloperoxidase, Sudan Black B e de 

Esterases não específicas são comumente realizados para a diferenciação de 

LMA para LLA (HOFFBRAND; MOSS, 2013).   

 Para a determinação do prognóstico do paciente, bem como a abordagem 

terapêutica a ser escolhida pelo médico hemato-oncologista, são realizados 

testes citogenéticos (cariotipagem convencional em banda G, FISH, CGH array 

e SKY) e moleculares (RT-qPCR e sequenciamento de última geração) para 

determinar a presença de alterações que são indicativos de um prognóstico 

favorável ou desfavorável ao paciente, conforme a Tabela 3 (MRÓZEK et al., 

2002; ZHENG et al., 2009; DEKKING et al., 2010; ZHANG et al., 2014; ILYAS et 

al., 2015). Um exemplo disso é a detecção da translocação dos cromossomos 

15 e 17, fusionando os genes PML e RARα (t(15;17)(q22;q12)), indicativo de 

uma LMA M3 (LPA), que indica um prognóstico favorável). 

Figura 2 - Mieloblasto com a presença de um Bastão de Auer (indicado pela seta). Imagem 
retirada no site LabCE (Disponível em: https://www.labce.com/spg28990_auer_rods.aspx ) 

https://www.labce.com/spg28990_auer_rods.aspx
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Tabela 3 - Estratificação do prognóstico do paciente de acordo com as alterações citogenéticas 

e moleculares observadas em um paciente com LMA. Adaptado de DE KOUCHKOVSKY; 

ABDUL-HAY, 2016 e O’DONNELL et al., 2017 

Grupo de 

risco 
Somente alterações citogenéticas Alterações citogenéticas e moleculares 

Favorável 

 t(8:21)(q22;q22) sem mutação em c-KIT 

t(8:21)(q22;q22) inv(16)(p13;1q22), acrescidas de alterações moleculares 

inv(16)(p13;1q22) t(15;17)(q22;q12), acrescidas de alterações moleculares 

t(15;17)(q22;q12) Mutação em FLT3 com ITD (CN) 

  Mutação bialélica em CEBPA (CN) 

Intermediário 

CN t(8:21)(q22;q22) com mutação em c-KIT 

t(9;11)(p22;q23) t(9;11)(p22;q23), acrescidas de alterações moleculares 

Anormalidades citogenéticas não 

incluídas no grupo de prognóstico 

favorável ou adverso 

CN e anormalidades citogenéticas não incluídas no grupo de 

prognóstico favorável ou adverso 

Adverso 

 Mutação em TP53, independentemente do perfil citogenético 

 CN com ITD em FLT3 

inv(3)(q21q26.2) CN com mutação em DNMT3A 

t(6;9)(p23;q34) CN com PTD em KMT2A 

Anormalidades em 11q além de t(9;11) inv(3)(q21q26.2), acrescidas de alterações moleculares 

−5 ou del(5q) t(6;9)(p23;q34), acrescidas de alterações moleculares 

−7 
Anormalidades em 11q além de t(9;11), acrescidas de 

alterações moleculares 

Cariótipo complexo −5 ou del(5q), acrescidas de alterações moleculares 

 −7, acrescidas de alterações moleculares 

 Cariótipo complexo, acrescidas de alterações moleculares 

 

Em relação ao tratamento, as abordagens clínicas estão divididas em: 1) 

terapia de suporte, 2) terapia de indução, 3) terapia de consolidação, 4) terapia 

de manutenção e 5) terapia de tratamento de recidivas. O primeiro tipo de terapia 

visa estabilizar o quadro do paciente, por meio de frequentes transfusões de 

sangue (e de plaquetas, em casos de LPA), hidratação oral, administração 

profilática de antibióticos e controle da hiperuricemia. As demais etapas visam 

atingir a remissão completa (RC), ou seja, a eliminação de quaisquer 

remanescentes de células leucêmicas (HOURIGAN; KARP, 2013). A chance de 

uma abordagem clínica atingir uma remissão completa é avaliada durante todo 

o curso de tratamento, sendo necessário observar as evidências clínicas 
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apontadas na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Critérios que indicam remissão completa de um paciente com LMA. Adaptado de 

HOURIGAN; KARP, 2013 

Critério de resposta Evidências 

Medula óssea 
Menos que 5% de blastos, sem a presença de bastões de 

Auer 

Doença extramedular Sem evidência residual de doença extramedular 

Plaquetas Menor que 100.000 

Contagem de 

neutrófilos 
Menor que 1.000/mcL 

Hemoglobina Livre de transfusões 

Clínico Sem critério 

 

Inicialmente, o tratamento deve controlar ou até mesmo reduzir a 

proliferação dos blastos. Assim, protocolos com combinação de quimioterápicos 

são empregados com o intuito de iniciar o declínio no número de células 

leucêmicas. Um dos protocolos mais utilizados é o protocolo 7+3, na qual são 

administradas citarabina do 1º ao 7º dia e antraciclinas (como a daunomicina, 

idarrubicina e mitoxantrona) do 1º ao 3º dia (LORENZI, 2013; TAMAMYAN et al., 

2017). Outros protocolos de tratamento de indução também podem ser 

empregados, dependendo do subtipo de LMA, como é o caso da LPA, na qual é 

empregado um tratamento com ácido trans-retinoico (ATRA) juntamente com 

idarrubicina, daunomicina, ou trióxido de arsênico (ESTEY; FREDERICK R. 

APPELBAUM, 2012; TAMAMYAN et al., 2017).  

 Após os primeiros sinais de RC, indicando a resposta efetiva do 

tratamento, é necessário manter os ciclos de tratamento adicionais, 

aumentando-os caso haja algum indício de recidiva. Esse processo é crucial para 

consolidar a remissão que, uma vez mantida, aumenta o intervalo de ciclos de 

tratamento para um mês e redução gradual das doses de quimioterápicos até 

que não existam mais indícios de células leucêmicas no paciente (LORENZI, 

2013). Nesse momento, é de extrema importância o monitoramento de 

marcadores biológicos que apontem para potenciais recidivas (MAURILLO et al., 

2007; HOURIGAN; KARP, 2013).   

 Já em casos de recidiva, são intensificados os ciclos de quimioterápicos, 
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com doses e ciclos de aplicação maiores. Além disso, uma outra alternativa é o 

transplante alogênico de células tronco hematopoiéticas. Por ser bastante 

agressivo e causar a doença do enxerto contra o hospedeiro (GvHD) caso a 

compatibilidade não seja adequada, essa abordagem somente é recomendada 

em casos de recidivas ou em LMA com prognóstico adverso após a primeira 

remissão (MAURILLO et al., 2007; LORENZI, 2013).  
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2. Biologia de sistemas: o conceito de redes e a teoria de grafos e redes livres 

de escala 

  

Alguns fenômenos na natureza possuem uma complexidade a qual é 

impossível de compreender totalmente analisando elemento a elemento 

isoladamente, pois fazem parte intricada malha de conexões que permitem o 

correto funcionamento de um sistema. Logo, é imprescindível que o fenômeno 

em questão seja abordado de uma maneira holística, isto é, observar o objeto de 

estudo pelo conjunto de todos os elementos pertencentes atuando 

dinamicamente, e não somente pela soma de cada parte integrante 

(BRUGGEMAN; WESTERHOFF, 2007).  

Podemos estabelecer uma série de relações em diferentes áreas do 

conhecimento, que vão desde interações entre moléculas, relações entre 

espécies em um ecossistema, relações entre indivíduos em uma rede social, 

entre outros. Essas interações podem ser representadas na forma de nós, que 

são os elementos de estudo (pessoas, animais, moléculas, etc.), e os 

conectores, que são as conexões entre dois elementos (grau de familiaridade, 

interação na cadeia alimentar, interação molecular, etc.), conforme mostra a 

Tabela 5: 

 

Tabela 5 - Representações de diferentes tipos de redes de interação na natureza 

Fenômeno em estudo Nós Conectores 

Redes sociais Pessoas Grau de familiaridade 

Cadeia alimentar Seres vivos Interações entre seres vivos  

Internet Computadores e servidores 
Cabos de transmissão ou 

sinais wireless 

Sistema biológico 
Macromoléculas biologicas 

(DNA,RNA, proteínas, etc) 

Interações moleculares 

(ativação, supressão, etc.) 

 

 Assim, para melhor compreendermos como as diversas partes de cada 

sistema atuam em conjunto, é possível representar cada elemento pertencente 

de um sistema por nós e a interação entre os mesmos por meio de conectores, 

resultando em uma rede ou grafo. 
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  Estruturalmente, os grafos possuem níveis de organização distintos, o que 

permite uma maior funcionalidade de acordo com o sistema envolvido. 

Basicamente, a organização das redes possui três principais tipos: redes 

aleatórias, redes hierárquicas ou redes livres de escala (ou scale-free, do inglês), 

mostradas na Figura 3 abaixo: 

 

 

Esses três tipos de redes possuem diferenças quanto a sua topologia. 

Redes aleatórias (Figura 5A), por exemplo, possuem como principal 

característica nós que possuem uma conectividade (ou do inglês node degree) 

seguindo uma distribuição de Poisson, mostrando que grande parte deles 

tendem a possuir o mesmo número de conexões ou próximo da média geral de 

conectividade da rede. Já as redes hierárquicas apresentam uma topologia 

próxima a de uma de livre de escala, porém com a inclusão de regiões com nós 

altamente conectados entre si, formando módulos (ou do inglês clusters) que se 

comunicam com outros módulos vizinhos através de nós topologicamente 

relevantes (BARABÁSI; OLTVAI, 2004; POLONI et al., 2014).  

 Já nas redes de livres de escala, a disposição dos nós segue uma lei de 

potência, onde a probabilidade de um nó possuir um número k de conexões 

(P(k)) é representado por P(k) ~ k-γ, onde γ é o expoente do grau de nó. Em 

termos estruturais, essa conjectura permite nos inferir que uma rede de livre de 

escala é composta por uma grande quantidade de nós que possuem poucas 

conexões, enquanto que uma menor porção de nós possuem uma alta 

conectividade, denominados hubs. Esse tipo de rede é visto em muitos exemplos 

do nosso cotidiano, como as redes sociais e a World Wide Web (BARABÁSI; 

A 
B C 

Figura 3 - Representação gráfica de três tipos básicos de redes: Aleatórias (A), hieráriquicas 
(B) e livres de escala (C). Adaptado de BARABÁSI; OLTVAI, 2004 



27 
 
 

OLTVAI, 2004). Porém, um dos exemplos mais observados desse tipo de 

topologia são as redes de interação biológica, na qual as conexões entre genes 

e/ou proteínas, por exemplo, seguem essa mesma premissa: muitos elementos 

compõem uma via que está associada a um determinado processo biológico, 

enquanto poucos deles são fundamentais para a comunicação entre as 

diferentes vias de sinalização e/ou manutenção da funcionalidade do processo 

biológico (BARABÁSI; OLTVAI, 2004; POLONI et al., 2014).   

 

2.1. Redes de correlação ou coexpressão  

 

Uma das maneiras de observar como as relações entre biomoléculas 

determinam um fenótipo celular associado a uma patologia ou um processo a 

ser estudado, é verificando como os valores de duas quaisquer biomoléculas 

estão correlacionados. Conforme mencionado anteriormente, biomoléculas 

atuam em conjunto, formando vias que desempenharão um papel fundamental 

na célula. Logo, se analisarmos as correlações entre um grande grupo de genes 

e/ou proteínas provenientes de um dado ômico, por exemplo, é possível 

extrairmos informações relevantes sobre quais biomoléculas e, por 

consequência, quais processos celulares estão mais relacionados a um 

fenômeno biológico a ser estudado. Para tanto, uma das abordagens em biologia 

de sistemas que permite obter tais informações é por meio da análise de redes 

de correlação (ou coexpressão), a qual é representada por uma rede não 

direcionada ponderada, cujos valores dos conectores são as correlações entre 

os nós.  

Uma rede de correlação possui essas propriedades porque as correlações 

estão relacionadas ao grau de associação partilhado por ambos os nós 

envolvidos (e, portanto, não possuem uma direção específica) e também por 

apresentarem níveis de correlações mais fortes ou fracos (e, com isso possuem 

um peso – ou força – de conexão). Para melhor ilustrar, suponhamos uma rede 

simples formada por 4 genes (A, B, C e D). A seguir, estabelecemos os valores 

de correlação definidos entre os nós (genes), por meio de uma matriz de 

adjacência, conforme ilustra a Figura 4: 
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Figura 4 – Matriz de adjacência de uma rede de correlação. Cada célula corresponde 

aos valores de correlação entre um nó e outro, onde as letras em subscrito da matriz à esquerda 

corresponde às correlações entre o primeiro nó (primeira letra) e o segundo nó (segunda letra). 

Exemplo: aAB = Correlação entre o nó A e o nó B.  

 

 Logo, a matriz adjacente resultante será uma matriz quadrada n x n (na 

qual n corresponde ao número de nós envolvidos na rede), onde a diagonal 

principal é sempre igual a 1, valores esses que são ignorados na rede por não 

terem nenhum significado biológico. Representando graficamente, a rede final 

irá resultar em um grafo similar à Figura 5, na qual a espessura dos conectores 

indica o grau de correlação entre os dois nós.  

Figura 5 - Representação gráfica de uma rede de coexpressão 
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Como uma rede de correlação é composta por associações entre todos 

os nós, resultando em um grafo demasiadamente denso, métodos foram 

desenvolvidos para dar ênfase às correlações mais relevantes em detrimento 

das espúrias. Como as correlações negativas dificilmente possuem alguma 

significância biológica, assim como as correlações positivas de baixo valor (por 

exemplo, abaixo de 0,5), uma maneira de eliminar tais ruídos é pela simples 

soma do valor da correlação com 1, dividindo-a em seguida por dois, conforme 

mostra a Equação 1: 

 aij= |
1+cor(xi+xj)

2
| 

 

Equação 1 – Cálculo para a eliminação de correlações de baixa significância biológica 

  

Um outro fator importante a ser considerado é a topologia das redes de 

correlação. Conforme visto anteriormente, redes biológicas tendem a apresentar 

uma topologia livre de escala. Logo, para adaptar uma rede de correlação para 

que a mesma possua uma tendência livre de escala, foi proposto por Zhang e 

Horvath (2005) o uso de um valor β em cada correlação da rede, conforme 

mostra a Equação 2:  

 

 aij= |
1+cor(xi+xj)

2
|

β

 

 

Equação 2 – Uso de um valor β para ajustar uma rede de correlação para uma topologia livre 

de escala 

 

Uma vez estabelecida a rede de correlação, é necessário definir grupos 

de nós que possuem uma maior interconectividade, formando módulos. Para 

isso, é necessário estabelecer antes o grau de sobreposição entre um grupo de 

nós. Logo, Ravasz et al. (2002) propuseram a matriz de sobreposição topológica 

(ou TOM, do inglês topological overlapping matrix), na qual é calculado, a partir 

dos valores de uma matriz de adjacência, o nível de sobreposição entre um nó 
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e seus vizinhos. Baseado nessa mesma premissa, Song; Langfelder e Horvath 

(2012) propuseram uma nova alternativa para o cálculo de TOM e posterior uso 

para a análise de modularidade.  

A partir da formação de uma TOM, é possível então detectar com maior 

facilidade os módulos de uma rede de coexpressão. Apesar de existi uma grande 

quantidade de métodos para a detecção de módulos, uma das metodologias 

mais utilizadas nesse tipo de rede é a de clusterização hierárquica, por se tratar 

de um método não supervisionado, ou seja, não requer informações prévias para 

que o método seja aplicado, sendo bastante útil na prospecção de informações 

biológicas (LANGFELDER; HORVATH, 2008).  
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3. Justificativa 

 

Apesar de a LMA ser um dos tipos de leucemia mais estudados em toda 

a comunidade científica, ela ainda permanece como uma das malignidades 

hematológicas mais letais, como é possível observar nos dados epidemiológicos 

mencionados anteriormente (ver seção 1.3). Além disso, embora a expectativa 

de vida dos pacientes com LMA tenha melhorado graças às pesquisas sobre a 

patologia e, como resultado disso, novas abordagens clínicas tenham sido 

empregadas; a taxa de remissão completa e duradoura da doença ainda 

permanece baixa, especialmente em pacientes mais idosos, cuja taxa é de 40–

60% (SEKERES et al., 2008).  

Uma das causas mais frequentes é em virtude de recidivas oriundas de 

células leucêmicas residuais pós tratamento. Em alguns casos, a abordagem 

terapêutica aplicada no paciente é incapaz de atingir a completa remissão da 

doença. Esse fenômeno é denominado doença residual mínima, ou MRD (do 

inglês Minimal Residual Disease). Os blastos leucêmicos podem permanecer 

intactos no organismo do paciente mesmo após tratamento, levando a uma 

potencial chance de recidiva da doença. As possíveis causas de MRD, dentre as 

principais, são: 1) Resistência ao quimioterápico utilizado; 2) Incapacidade das 

células oriundas do transplante alogênico de células tronco hematopoiéticas 

repovoarem o espaço medular e eliminarem completamente a população de 

células leucêmicas; 3) Presença de mieloblastos ou células tronco leucêmicas 

circulantes no sangue periférico que sobreviveram pós tratamento e recolonizam 

a medula óssea (MAURILLO et al., 2007; LIESVELD, 2012; HOURIGAN; KARP, 

2013; ZEIJLEMAKER et al., 2016). No que tange à terceira causa, mostrou-se 

que células leucêmicas na corrente sanguínea possuem células e componentes 

diferentes da medula óssea, e, por consequência disto, podem responder 

diferentemente à terapia (PANOSKALTSIS; REID; KNIGHT, 2003; CHEUNG et 

al., 2009; WHITESIDE, 2013; YANG; XU, 2013; ZAHRAN et al., 2016; HONG et 

al., 2017). 

 Grande parte das abordagens terapêuticas tem sido focadas no intuito de 

combater somente as células leucêmicas. Contudo, o desenvolvimento da LMA 

depende também da interação dos blastos com o ambiente que os circundam. 

Conforme já mencionado na introdução, sabe-se que as células leucêmicas são 
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capazes de modificar todo o ambiente da medula óssea, permitindo assim sua 

expansão e colonização. Graças a essa descoberta, muitos ensaios clínicos tem 

sido desenhados com o objetivo de suprimir a expansão dos blastos leucêmicos 

e/ou da sua capacidade de modificar o microambiente da medula óssea 

(KONOPLEVA; ANDREEFF, 2007; KONOPLEVA; JORDAN, 2011; RASHIDI; 

UY, 2015; RASHIDI; DIPERSIO, 2016). 

Contudo, pouco se sabe sobre como as células leucêmicas atuam no 

sangue periférico e de que maneira elas atuam e se comunicam com outras 

células para sobreviver e manter sua capacidade proliferativa. Conhecer isso é 

de extrema valia, pois permitirá que futuras abordagens terapêuticas consigam 

também modular os fatores ambientais da corrente sanguínea com o intuito de 

minimizar a MRD. 

Nesse contexto, o uso de biologia de sistemas, e mais especificamente, 

de redes de coexpressão, tem sido empregados no estudo do perfil 

transcritômico de células tumorais, identificando módulos e genes com 

potenciais alvos terapêuticos e/ou como marcadores biológicos (HORVATH et 

al., 2006; CLARKE et al., 2013; CHOU et al., 2014; JIA et al., 2014; LI et al., 

2018). 
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4. Objetivos 

  

4.1. Objetivos gerais 

 

 Considerando todos os aspectos citados, esse trabalho possui como 

objetivo avaliar o perfil transcritômico de células leucêmicas do sangue periférico 

por meio de redes de coexpressão gênica a fim de encontrar módulos e genes 

chaves associados ao desenvolvimento da LMA.  

 

4.2. Objetivos específicos: 

 

• Descrever as principais células e outros elementos presentes na corrente 

sanguínea que estão relacionados com a sobrevivência das células 

leucêmicas nesse contexto celular; 

• Construir uma rede de coexpressão gênica a partir de dados 

transcritômicos de RNAseq de amostras do sangue periférico de 

pacientes com LMA  

• Identificar módulos relevantes com a biologia da doença por meio da 

técnica de clusterização hierárquica; 

• Analisar a representatividade dos módulos obtidos; 

• Analisar a relação de módulos e genes com as características clínicas dos 

pacientes; 

• Avaliar a relação do perfil transcritômico entre as amostras de LMA 

provenientes da medula óssea e do sangue periférico 
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Capítulo I 
 

Artigo científico de revisão intitulado “Circulating cells and exosomes in 

acute myelogenous leukemia and their role in disease progression and survival”, 

submetido no periódico Clinical Immunology. 

 

  



35 
 
 

Circulating cells and exosomes in acute myelogenous leukemia and their role in disease 

progression and survival 

 

Kendi Nishino Miyamoto*, Diego Bonatto 

 

Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 

Brazil. 

 

* Corresponding author: 

Kendi Nishino Miyamoto 

ORCID ID: 0000-0003-2750-9483 

Centro de Biotecnologia da UFRGS 

Departamento de Biologia Molecular e Biotecnologia 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS 

Avenida Bento Goncalves 9500 - Prédio 43421, Sala 107 

Caixa Postal 15005 

Porto Alegre – Rio Grande do Sul 

BRAZIL 

91509-900 

Phone: (+55 51) 3308-7765 

Fax: (+55 51) 3308-7309 

E-mail: kendinm@gmail.com 

  



36 
 
 

Abstract 

 

Acute myelogenous leukemia (AML) is an aggressive hematological malignancy 

associated with high rates of mortality. This incidence is due to the complexity in which 

the AML cells interact with other healthy human cells. These phenomena create an 

environment that favors the expansion of leukemic cells, which will affect the patient’s 

prognosis. An important aspect is the ability of AML cells to evade immune responses 

via targeting and signaling immune cells to suppress anti-tumor responses. Many studies 

have reported that associations among components in the peripheral bloodstream might 

modulate leukemic progression because AML survival is a fundamental step for 

recolonizing bone marrow after allogeneic hematopoietic stem cell (HSC) transplantation 

or chemotherapy. Therefore, we collected the most important data about components that 

circulate with leukemic blasts and contribute to their survival and proliferation. We also 

discuss clinical approaches that could be conducted to more effectively treat the disease. 

 

 

 

Keywords: Acute Myelogenous Leukemia, AML, peripheral blood, hematological 

malignancies  
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1. Introduction 

 

 Acute myelogenous leukemia (AML) is one of the most aggressive hematological 

malignancies. It causes around 10,000 deaths per year, according to the latest American 

Cancer Society report [1]. This high lethality is mainly due to the fast growth and 

dissemination of immature myeloid blasts in the bone marrow. These cells will later be 

released into the peripheral bloodstream and, consequently, may be able to invade other 

tissues and colonize secondary bone marrow sites. Along with this tumorigenic 

development, severe anemia or hemorrhagic status is commonly observed in affected 

patients; these major complications can lead to death [2].  

 Over the years, researchers have discussed the role of auxiliary cells and 

molecules that surround cancer cells. These factors create an environment that favors 

tumor cell growth and dissemination by modulating and evading immune responses, as 

well as the ability to invade secondary sites. Therefore, the study of the composition and 

role of the tumor microenvironment has provided promising clinical targets for treatment 

approaches in many cancer types [3]. 

 In AML, like many hematological malignancies, the tumor microenvironment was 

initially thought to be simpler than in solid tumors. However, leukemic cells can modulate 

and create niches, besides inducing angiogenesis and other described “cancer hallmarks” 

in the bone marrow [4–7]. Beyond the bone marrow environment, leukemic cells in the 

peripheral bloodstream contribute to the AML phenotype. Circulating leukemic cells can 

invade other tissues and also colonize new bone marrow sites; they also play a crucial 

role in the minimal residual disease management [8]. However, to do so, an intricate 

number of auxiliary cells and cytokines are required to conduct proper immune evasion 

and to prepare for successful infiltration of secondary sites (such as secondary bone 
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marrows, soft tissues, the central nervous system, etc.). While this environment may not 

resemble the classical microenvironment composed by a tumor mass with neovessels, as 

observed in solid tumors and bone marrow niches in leukemias, it has its own complexity 

and importance with regard to tumor progression.  

 Many microenvironment-targeted approaches in AML patients have mainly 

focused on the bone marrow. These endeavors have created drug combinations that block 

cytokines, molecules that are important for leukemic niche development [9,10]. 

Regarding the peripheral blood environment, few procedures have targeted cells that 

might interact with leukemic blasts, particularly because most pathways that underlie the 

survival and proliferation of such leukemic cells in the bloodstream are largely unknown. 

However, many studies have demonstrated that in some AML patients, circulating cells 

have a modified phenotype and/or are detected at a higher number compared to healthy 

individuals. Among them, changes in circulating innate immune cells (such as natural 

killer [NK] cells and dendritic cells [DC]) and regulatory T cells (Tregs) are commonly 

seen as highly correlated with poor disease prognosis. Furthermore, much of this pro-

leukemic condition is achieved because AML cells can secrete exosomes that exert 

immune response modulation. Understanding such features will enable new and 

promising clinical approaches that, combined with treatment against a leukemic niche in 

the bone marrow, might dramatically improve complete remission rates, given that many 

cases of relapse are due to persistent leukemic cells in the bloodstream that recolonize 

bone marrow sites. Thus, this review aims to gather up-to-date information about these 

aforementioned components that are found in the bloodstream together with leukemic 

blasts and play a pivotal role in maintaining the capacity of AML cell survival and 

proliferation. Furthermore, this review will discuss some clinical perspectives that cover 

such cells and exosomes.  
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2. Peripheral blood environment 

 

 In the bloodstream, AML cells must overcome the immune surveillance system. 

They first encounter innate immune response cells, which attack tumor cells and deliver 

them to adaptive immune-related cells. Several studies reported that AML cells use a 

myriad of factors to substantially diminish anti-tumoral immune responses [11,12]. 

Specifically, AML blasts modulate the expression of surrounding cells (mainly related to 

immunological surveillance), and this action can alter the secretion of cytokines and other 

molecules, switching the environmental scenario to favor AML blasts [11,13]. Although 

much has yet to be discovered, some important cells and molecules in the peripheral 

bloodstream have been found circulating either in higher concentrations or exhibited 

altered functionality (as compared to healthy patients). Therefore, the main topics that 

will be discussed in this review focus on circulating exosomes and the following cells: 

DCs, NK cells, Tregs, circulating endothelial cells (CECs), and circulating endothelial 

progenitor cells (CEPCs), as depicted in Figure 1. These cells were chosen due to the 

numerous studies that correlate changes in their number or molecular signature to a worse 

disease prognosis and/or their potential use as a clinical target; even though there is still 

no evidence that shows this phenomenon is only exclusive to the bloodstream 

environment.  

 

3. NK cells 

 

 NK cells, along with DCs, are one of the main innate immune cells against tumors 

circulating in the bloodstream. These cells exert their cytotoxic effects upon the 

interaction between the NK cell receptor and the target cell ligand. Further, NK cells can 
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secrete cytokines that modulate the immunological responses [14]. Given the cytotoxic 

function of these circulating cells, they have been an important object of study for 

immunotherapy approaches [15]. NK cell activation depends either on the positive 

balance of activation signals over the inhibitory ones or the absence of major 

histocompatibility (MHC) class I molecules on target cells (“missing self”) [14]. In AML, 

the levels of circulating activated NK cells are associated with positive outcomes; this 

population is an efficient immunotherapeutic target for antileukemic responses [16,17]. 

On the other hand, many studies suggest that NK cells are unable to properly eliminate 

leukemic blasts due to a weak or absent activation signaling among them, a phenomenon 

that leads to anergy [18]. Moreover, circulating NK cells also contribute to leukemic 

progression by hampering the activity of other immune cells against leukemic blasts 

[19,20].  

 As stated before, the conduction of NK- based cytotoxicity against leukemic blasts 

relies on the preponderance of activation signals. Conversely, in many AML cases, NK 

cells extracted from the peripheral blood have lower expression of activating receptors. 

For example, circulating AML-derived NK cells have lower expression of a group of 

proteins called natural cytotoxicity receptors (NCR), namely NKp30, NKp44, and 

NKp46. This deficit leads to faulty NK-mediated cytotoxicity [21–24]. This event 

negatively impacts patient survival when compared to AML cases with NK cells that 

highly express NCRs [22,23]. In addition, other activating receptors can also be 

underexpressed in NK cells from AML patients, such as the DNAX accessory molecule 

1 (DNAM-1) and the NKG2-D type II integral membrane protein (NKG2D). The reduced 

DNAM-1 expression is caused by chronic exposure to DNAM-1 ligands produced by 

leukemic blasts. For NKG2D, the deficit is mediated by the transforming growth factor-

beta 1 (TGF-β1) pathway [25,26]. 
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 Several inactivating receptor genes can be overexpressed in NK cells collected 

from AML patients. The killer cell immunoglobulin-like (KIR) family of receptors (seven 

activating and eight inhibitory) are present in multiple combinations on the NK cell 

surface [27]. The influence of the KIR profile on NK functionality depends on the KIR 

gene composition in these cells. In a cohort studied by Verheyden et al., there was a 

predominance of inhibitory KIR receptors, which had a negative impact on KIR-

dependent NK cytotoxicity activation [28]. In other studies, like the one conducted by 

Sandoval-Borrego et al., KIR family genes (CD158a and CD158b) were overexpressed 

when compared to healthy individuals. In addition, NKG2A, a lectin-like inhibitory 

receptor, was also overexpressed [21]. This gene expression profile is independent of the 

NK activation status; these data indicate that blasts might contribute directly to the NK 

behavior toward AML cell tolerance.  

 Besides the altered expression of NK receptors, the ligand expression on AML 

blasts is also crucial for proper NK-based antileukemic activity. Following the same 

pattern as observed in NK receptors, leukemic blasts express low levels of NK-triggering 

receptor ligands, and this pattern helpsing them to evade NK cell-based immune 

responses. Likewise, although NCR ligands were not yet discovered on AML blasts, an 

elegant 2005 experiment designed by Nowbakht et al., which used dimerized and 

recombined extracellular domains of NCRs, found that AML cells express low levels of 

NCR ligands in contrast to mature and healthy myeloid cells [29]. Another classical 

example is NKG2D ligands, which include the MHC class I polypeptide-related sequence 

A (MICA/B) and the UL-16 binding proteins 1–5 (ULBP1–5). Typically, both NKG2D 

ligand types are either underexpressed or absent in AML samples, a phenomenon that 

impairs NK cell killing mediated by NKG2D triggering, although in some cohorts the 

expression of each ligand may be different [30–33]. However, some low expression cases 
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might be associated with ligand shedding from the blasts. Many previous works showed 

an increased number of the soluble fractions of MICA/B and ULBP2 that causes blast 

evasion from NK-mediated lysis [31,34]. Thus, blocking the cleavage of NKG2D ligands 

increases antileukemic cytotoxicity triggered by NK cells [35]. In conclusion, the NK 

potential to eliminate leukemic blasts depends on the combination of the NK receptors 

repertoire and the blast ligands that will result in the inactivation of NK-mediated 

cytotoxicity. 

 Finally, besides the unfavorable NK activation status in the AML disease context, 

NK cells can contribute to leukemic progression by modulating, via cytokine secretion 

and cell-killing, the functions of other immune cells (e.g. DCs). In normal conditions, NK 

cells are important for triggering antileukemic responses by favoring: 1) a predominance 

of mature over immature DCs by eliminating the latter; and 2) increasing DC antigen-

presenting potential through interferon gamma (IFN-γ) secretion after DC contact, an 

action that leads to T cell polarization [19,20]. In AML, NK cells are unable to properly 

eliminate immature DCs; their contact decreases the expression of I-Ad in DCs and 

inhibits the stimulation of allogeneic T cells. These changes directly impact the DC 

function as an antigen-presenting cell [19,20]. 

 

4. Tregs 

 

 Tregs are a T cell subset that control autoimmunity (therefore preserving self-

tolerance) and also maintain the balance among T cells varieties by establishing physical 

contact between them or by secreting cytokines that control their activation [36,37]. They 

are mainly CD4+ cells (although there are also CD8+ Treg cells) and are separated 

according to their origin. The thymus-derived natural Tregs (nTregs) are the most 
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abundant and are CD4+ CD25+ FOXP3+, while induced Tregs (iTregs) are present in the 

peripheral bloodstream and transformed into CD4+ CD25± FOXP3± cells by cytokine or 

antigen presenting cell (APC) stimuli. Increased circulating Treg levels are correlated to 

a poor prognosis in many solid tumors [38–42]. Following the same pattern, several 

studies indicated the association between a high level of Tregs in the peripheral blood and 

an unfavorable outcome in AML cases [39,43–45]. 

 Tregs promote AML blast survival by controlling the responses of several immune 

cells. This controlling mechanism is mediated through the secretion of cytokines or direct 

contact. Regarding the latter, cell-to-cell contact-dependent Treg immunomodulation is 

also an important mechanism in regulating the antileukemic immune responses. Tregs 

tend to express several receptors that modulate other immune cells. One such example is 

the expression of programmed cell death protein 1 (PD-1) gene, which encodes a cell 

receptor that, along with its cognate ligand programmed death-ligand 1 (PD-L1) in target 

cells, can suppress the antileukemic responses of cytotoxic T cells [44]. 

 At the same time, the cytokine-dependent modulation exerted by Tregs is also 

fundamental for AML blasts to avoid immune surveillance. The secretion of cytokines, 

such as interleukin (IL)-35 and TGF-β1, is essential to inactivate the cytotoxic activity of 

immune cells against blasts. For example, circulating Tregs in AML patients secrete 

abnormal levels of IL-35 that promote apoptosis suppression and favor the proliferation 

of AML blasts in vitro. In addition, the growth and function of effector T cells are reduced 

when exposed to this cytokine; this phenomenon will dramatically impact the cellular 

immune responses mediated by these cells against blasts [46,47]. Another cytokine 

secreted by Tregs is TGF-β1, which downregulates the expression of the activating 

NKG2D receptor on NK cells and, consequently, abrogates the ability of these cells to 

eliminate AML blasts [47,48].  
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 The growth and control of the Treg population can be mediated by many signals 

provided by AML blasts or other immune cells. For example, Th17 cells can secrete 

tumor necrosis alpha (TNF-α) and promote the expansion of the Treg population in 

peripheral blood [45]. One classical example is the expression of indoleamine 2,3-

dioxygenase (IDO) by blasts or DCs. This enzyme converts tryptophan to kynurenine and 

stimulates the proliferation of Tregs, which will subsequently either inhibit the activation 

of effector T cells or induce apoptosis in these cells [49,50]. Increased IDO expression is 

correlated with reduced overall survival, probably because it helps to expand the Treg 

population and lower the effector T cells [51–53]. This scenario is completely reversed 

when cells are treated in vitro with 1-methyl tryptophan (1-MT), an IDO inhibitor [53]. 

 

5. DCs derived from AML cells 

 

 DCs are one of the main antigen-presenting cells, and thus they play an important 

role in innate immunity. DCs originate in the bone marrow, where they are later 

differentiated into two major subgroups: plasmacytoid (pDCs) and myeloid (mDCs) [54]. 

When activated, the former mainly secretes interferon-alpha (IFN-α), a cytokine 

responsible for recruiting macrophages and NK cells to attack bacteria, viruses, and tumor 

cells [55]. mDCs, also called classical DCs (cDCs), are responsible for sensing tissue 

injuries and presenting antigens to naïve T cells [56,57]. In the AML context, leukemic 

cells can differentiate into mDCs and pDCs in vivo and in vitro. Notably, the latter cell 

type exhibits impaired IFN-α production, a deficit that impacts proper innate immunity 

response. This phenomenon creates an advantageous environment for AML cells to 

disseminate in the blood circulation and to other tissues [58,59].  
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6. CECs and CEPCs 

 

 CECs are mature cells that have detached from the blood vessel wall. Under 

normal physiological conditions, they are almost undetectable in the peripheral blood. 

CEC levels are elevated in patients who have suffered physical injuries, or inflammatory, 

autoimmune, or cardiovascular diseases. Thus, this alteration can be used as a good 

parameter to evaluate the severity of these pathologies [60]. In cancers, this cell type is 

highly correlated to increased tumor mass and a negative prognosis, which serves as a 

useful biomarker to assess cancer progression. Furthermore, a higher CEC concentration 

in the peripheral blood of AML patients is highly correlated with disease severity and 

chemotherapeutic response. Given that the presence of CECs does not correlate to any 

specific condition (French-American-British [FAB] classification, age, gender, etc.), their 

measurement might represent a promising method to evaluate whether a patient has 

reached complete remission after treatment [61]. 

 The mechanisms by which CECs influence AML progression have not yet been 

fully elucidated. However, Liesveld and colleagues found that co-cultured endothelial 

cells promote increased leukemic cell proliferation and their survival by preventing 

apoptosis mediated by cytarabine, a common drug for AML treatment [62]. This 

chemoresistance is achieved thanks to the ability of endothelial cells to secrete cytokines 

and also provide adhesion-related molecules to the leukemic blasts, phenomena that 

assure the blasts’ survival and/or proliferation [62].  

 CEPCs are derived from the bone marrow—a difference from CECs—and play 

an important role in vascular tissue regeneration [63]. Initially they were hard to identify 

due to the lack of a characteristic phenotype, mainly due to the absence of definitive 

markers. However, earlier functional and molecular phenotyping assays allowed one to 
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distinguish CEPCs from CECs [63]. One important feature of CEPCs is the expression of 

surface proteins such as CD133. This protein is a common target for the identification of 

this cell type, even though this surface marker is also expressed in HSCs. Further, even 

CEPCs themselves only substantially express CD133 after entering the bloodstream, after 

which time they lose it [64]. These cells are released into the peripheral blood according 

to signals that emanate from the bone marrow. Although the exact mechanisms behind 

the induction of CEPC release are still imprecise, they seem to follow the same signaling 

factors for releasing hematopoietic cells, namely granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), and 

erythropoietin (EPO) [64].  

 In solid tumors, CEPCs have been related to neovascularization [65]. Their 

specific role in new vessel formation is still unclear. Some authors suggest that CEPCs 

can be a constituent of the newly formed vessel, whereas others indicate that they are part 

of neovascularization signaling [66,67]. It cannot be excluded that both of them occur 

simultaneously [65,68]. Similar to CECs, the number of CEPCs is directly correlated to 

the clinical status of AML patients, including for monitoring chemotherapy and 

allogeneic HSC transplantation responses [61,69]. Thus, CEPCs might contribute to 

leukemic proliferation by providing and stimulating new vessel formation in bone 

marrow sites, an action that is fundamental for the establishment of leukemic niches [68]. 

 

7. Exosomes 

 

 Increasing evidence has recently implicated extracellular vesicles (EV) in cell-to-

cell and cell-to-environment communication [70]. Although there is no definitive way to 

classify all EVs, a specific group of EVs called exosomes are different from the other 
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vesicles. Exosomes range from 30 to 100 nm in diameter and originate by the intraluminal 

budding of early endosomes, which generate multivesicular bodies (MVB) that will later 

fuse with the plasma membrane, releasing the MVB content to the extracellular space. 

The secretion of such vesicles is observed in many organisms and cell types, such as 

intestinal epithelial cells and kidney cells, and it is present in body fluids like the blood, 

urine, and amniotic fluid [71–73]. Furthermore, in a healthy immune system context, 

exosomes are crucial to drive a proper signal for HSC differentiation and their subsequent 

fate [74] 

 Tumors, in a broad sense, also produce exosomes on a large scale; they can 

stimulate recipient cells that are close or far from the secreted tumor cell. In some cancers, 

the high secretion rate of exosomes by tumor cells is linked to their malignant potential 

because they stimulate angiogenesis and blood vessel development [75,76]. This 

phenomenon is also seen in AML, where AML blast exosomes exert many functions that 

are favorable to disease progression, depending on the cargo content. In one study, plasma 

exosomes were more than 60-fold increased compared to healthy patients; they modify 

the surroundings in order to evade the antileukemic response [77]. The molecular 

composition of exosomes derived from leukemic blasts is diverse: It contains numerous 

combinations of cytokines, enzymes, and nucleic acids (DNA, microRNA [miRNA], and 

messenger RNA [mRNA]) that contribute to leukemia development in the bone marrow, 

by creating favorable niches for AML blast growth [78], and in the peripheral blood 

[79,80]. 

 One of the main roles of exosomes secreted by AML blasts in the bloodstream, as 

mentioned earlier, is to modulate and suppress the antileukemic response. Recipient cells, 

mainly NK cells, DCs, and Tregs, interact with molecules transported through exosomes, 

actions that result in the suppression or inactivation of an innate response mediated by 
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these cells. For example, a group of AML patients possessed blasts that secreted 

exosomes with TGF-β1; this release was responsible for suppressing NK cell activation 

by downregulating NKG2D, abrogating the NK-mediated antileukemic response in the 

bloodstream [26,48,77]. TGF-β1 is also a strong inducer of Tregs, which is inversely 

associated with increased survival rates in AML patients (for more details about the Treg 

and NK cell roles, please see sections 4 and 3, respectively) [81]. Furthermore, this same 

immunosuppressor context exerted by circulating exosomes might interfere with adoptive 

cell therapies (ACT). This phenomenon was observed in a study where the cargo content 

misled or inhibited the antileukemic response of transferred NK-92 cells (an FDA-

approved NK cell line largely employed in ACT protocols) [11]. 

 Beyond the antileukemic response induced by circulating exosomes that contain 

miRNAs, they also promote blast proliferation. For example, miR-1246 and miR-155 

were found in circulating exosomes derived from AML blasts [13]. Although the specific 

role in AML has not been completely understood, miR-1246 may have an important role 

in leukemic expansion: It was found highly expressed in circulating exosomes from AML 

cells in a murine engraftment model [13]. Moreover, in p53 mutated colorectal cancers, 

transformed tumor-associated macrophages (TAMs) release exosomes that contain miR-

1246. This action promotes Treg expansion in the tumor microenvironment. Thus, this 

miRNA might have an important role in regulating immune cells related to tumorigenesis 

[82]. In this same pro-leukemic phenotype context, miRNA-155 is also overexpressed in 

AML and is mainly related to myeloid proliferation, although in some AML subtypes the 

role of leukemogenesis depends on its expression levels [83,84].  
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8. Clinical perspectives 

 

 Complete AML remission depends on approaches that target the blasts themselves 

and focus on the leukemic cell microenvironment. Considering this fact, the peripheral 

blood environment is crucial for clinical remission: The surviving circulating leukemic 

blasts can recolonize the bone marrow environment and predict the clinical outcome after 

chemotherapy and/or allogeneic HSC transplantation [85,86]. Several studies have 

concentrated on blocking cells and molecules related to a leukemic progression in the 

bloodstream, a phenomenon that might be promising for future clinical interventions. 

Some treatment strategies mentioned here comprise already known drugs employed in 

AML blast control (like azacytidine and cytarabine), but they might have different 

purposes that could lead to new chemotherapy regimens and/or dosing adjustments to 

cover both AML blasts and other target cells in the peripheral blood. Therefore, we 

collected the main approaches that focused on targeting and disrupting the molecular and 

cellular components that favor AML progression in the peripheral circulation (Table 1).  

 It is important to evaluate the antileukemic potential of NK cells because 

immature or non-activated NK cells contribute to a low survival rate or increased relapse 

rate in AML [87,88]. Therefore, the expression assessment of both circulating NK 

receptors and ligands on the blast cell surface is critical for predicting the patient’s 

prognosis and the success of an allogeneic HSC transplantation. Indeed, the majority of 

activating signals favors NK cells to eliminate leukemic blasts in the bloodstream and 

enhance the graft-versus-leukemia effect [89].  

 However, if the NK cell activation profile is unfavorable, a possible alternative is 

heterologous NK cell infusion, which can expand the antileukemic potential in contrast 

to the pro-leukemic ones found in peripheral blood from AML patients. Another strategy 
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might by stimulating the expression of activating receptors via cytokines or drugs. A 

study conducted by Szczepanski and colleagues showed that it is possible to increase the 

expression of NK activating receptors through IL-15 administration. This treatment 

enhances the ability of NK cells to eliminate leukemic blasts [90]. In the same way, drugs 

like decitabine can enhance NK activating receptors and thus augment NKp44 expression 

[91]. On the other hand, some compounds can alter blasts' ligand expression. Treatment 

with all-trans retinoic acid (ATRA) or valproic acid causes NKG2D ligand 

overexpression in blasts through the inhibition of epigenetic mechanisms (by blocking 

histone deacetylase [HDAC] activity), leading to NK based cytotoxicity [92,93]. In 

addition, NKG2D ligand shedding can be also mitigated by either azacytidine or 

decitabine treatment because it increases tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) 

expression and, consequently, hampers a disintegrin and metalloproteinase 17 

(ADAM17) expression, an enzyme responsible for MICA, MICB, and ULBP2 shedding 

[35]. 

 When the clinical intervention aims to target Tregs, many strategies can be chosen 

in order to control their role in maintaining blast survival. One might block the signals 

that stimulate Treg expansion in the peripheral blood. IDO inhibition with compounds 

such as 1-MT might represent an interesting strategy to control Treg levels because, as 

mentioned before, it restores the expansion of effector T cells in vitro and increases their 

ability to promote antileukemic cytotoxicity. However, clinical trials are needed to test 

the efficiency of such an approach in AML, although in other cancer types it has shown 

positive results [94].  

 Given that in most AML cases a low Treg frequency in the bloodstream is 

correlated to higher chances of clinical remission, the reduction of such cells might be a 

potential starting point to increase the leukemia-free survival time. Several strategies have 
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been tested to deplete circulating Tregs. A phase IV clinical trial treatment with histamine 

dihydrochloride and low-dose IL-2 showed a significant decrease in the Treg counts in 

many patients, improving their survival rate [95].  

 DCs that originate from AML cells represent an important target for therapeutics. 

DC-based vaccines, for example, are useful to control a post-remission relapse. In a cohort 

of 30 patients, electroporated DCs with Wilms’s tumor 1 (WT1) mRNA were 

administered in patients who reached clinical remission, preventing or delaying relapse 

in 43% of the cases [96]. DCs can also be transformed from leukemic cells in vitro. These 

cells showed an antileukemic profile via T-cell mediated cytotoxicity [97]. 

Autotransplantation of such cells appears to be generally well tolerated, although it has 

not presented a sufficient antileukemic response to drive the disease into remission. 

Another study showed that DC subtypes that originate from non-leukemic cells might 

have an important role, meaning that a combination of different DC subtypes might be 

necessary to trigger a proper antileukemic response [98,99]. Notably, DC-derived 

exosomes in AML might represent an important strategy because, in solid tumor models, 

these vesicles stimulate cytotoxic T-cell-mediated tumor death or tumor growth 

suppression via T cells. These findings suggest a possible therapeutic approach [100]. 

 CECs can be a good marker for identifying—or evaluating—post-clinical 

remission and thus assess the effectiveness of allogeneic HSC transplantation [61,65]. 

Further, as stated before, due to their ability to protect AML cells from cytarabine 

cytotoxicity, the combination of a drug that targets CECs enhances the potential of 

another one that targets blasts. Combined bortezomib and cytarabine treatment in vitro 

revealed that bortezomib helps cytarabine impair the supporting role of CECs in leukemic 

cell survival [62,101]. Clinical trials with such combinations were tested in elder AML 

patients (60–75 years old); the results showed a good percentage (65%) of clinical 
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remission. While this result is promising, more clinical cohorts are needed to guarantee 

the effectiveness of this treatment [101]. 

 Given that the detection and pathways of exosome formation are not fully 

understood, specifically in the AML context, targeting blast-derived exosomes to control 

their immunomodulatory functions remains a challenge. However, even though there are 

no clinical approaches to inhibit exosome formation or their signaling potential, some 

authors have suggested potential strategies. One of them is the use of extracorporeal 

hemofiltration systems to remove these vesicles from the circulation. This system is 

called the adaptive dialysis-like affinity platform technology (ADAPTTM); it comprises 

an affinity matrix that captures the exosomes in the bloodstream [102]. Another possible 

way is to prevent the fusion between the exosome the recipient cell by using diannexin, a 

phosphatidylserine blocker. All these strategies need to be further analyzed and evaluated 

in AML patients to confirm their potential value as an alternative to hamper the functions 

of exosomes in modulating the immune cells toward a pro-leukemic setting in the 

peripheral blood [103]. 

  

9. Concluding remarks 

 

 

 The leukemic setting in peripheral blood is essential for blast survival and 

proliferation. AML cells can escape from immune surveillance with the help of Tregs, 

whereas NK cells or DCs are unable to mediate a proper immunological response. Thus, 

it is clinically important to monitor all these aspects in order to predict a better outcome 

in patients. This endeavor includes checking, in each cell type, the presence of molecular 

features related to poor prognosis or that are favorable for AML progression. 

Furthermore, considering more approaches and clinical trials that include classical blast-

targeted chemotherapeutics as well as small molecule or monoclonal antibody therapeutic 
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that block the peripheral blood cells that contribute for blasts survival will be crucial to 

increase treatment efficiency and achieve complete remission rates. 
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Table 1 – Treatment alternatives that target cells related to acute myelogenous leukemia (AML) blast survival in the peripheral 

blood 

Therapy target Methodology approach Outcome in circulating blasts References 

NK cells 
Decitabine treatment in NK cells 

transformed from HSPCs 

Enhances the expression of the NKp44 activating receptor 

in NK cells treated prior to mouse engraftment 
[91] 

NK cells and AML blasts  
Azacytidine treatment 

Decitabine treatment 

Blasts avoid MICA, MICB, and ULBP2 shedding, 

allowing the NK-cell-based antileukemic response by 

activating NCRs 

[35] 

NK cells IL-15 treatment Increases the expression of activation receptors in NK cells [90] 

AML Blasts 
Valproic acid treatment 

ATRA treatment 

Increases MICA, MICB, and ULBP1 expression in blasts 

and renders them more susceptible to NK-mediated 

cytotoxicity 

[92,93] 

CECs and AML blasts Bortezomib + Cytarabine treatment 
Enhances cytarabine toxicity in blasts through CEC 

clearance by bortezomib addition 
[62,101] 

Dendritic cells  
Autotransplantation of transformed 

AML blasts into dendritic cells  

Increased dendritic-cell-based cytotoxicity against AML 

blasts 
[97] 

Dendritic cells 
Administering a dendritic cell 

vaccine with WT1 mRNA  
Delays or prevents postremission clinical relapse [96] 

Regulatory T cells 
Histamine dihydrochloride and low-

dose IL-2 

Relapse prevention in the post-consolidation chemotherapy 

phase 
[95] 

Regulatory T cells and AML 

blasts 
1-methyltryptophan 

Inhibits IDO activity, controls Treg expansion, and enables 

effector T cell growth and activation 
[53,94] 

AML blast derived exosomes 
ADAPTTM extracorporeal 

hemofiltration system  
Clears the circulation of AML-blast-derived exosomes [102] 
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Figure 1 Main cells and exosomes responsible to mediate the leukemic cell survival in the peripheral blood. 
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Artigo científico de dados intitulado “The role of CD34+ cells in the peripheral 

blood samples of acute myelogenous leukemia through a weighted gene 

coexpression network analysis approach”, que será submetido a um periódico 

internacional a ser escolhido. 
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Abstract 

 

Acute myelogenous leukemia (AML) is a very aggressive hematological malignancy 

characterized by the rapid clonal expansion of immature myeloid hematopoietic precursors that 

proliferate in the bone marrow and later disseminates into the bloodstream. Many approaches have 

been conducted to elucidate the molecular pathways that the leukemic cells modulate in the bone 

marrow microenvironment, creating new strategies to control the disease progression. However, few 

approaches have been done to look at the peripheral blood counterparts, since this environment also 

has a clinical importance due the presence of leukemic cells and other immune cells that can help to 

recolonize bone marrow sites even after chemotherapy or allogeneic HSC transplantation. 

Concomitantly, it was found that the worse prognosis is correlated to the high number of circulating 

CD34+ AML blasts, although their specific role in the disease progression is largely unknown. In 

order to have a better comprehension of the importance of such cells in AML development, we 
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designed a weighted gene coexpression network analysis from peripheral blood AML blasts. The 

results showed 3 modules significantly correlated to CD34+ cells and are related to apoptosis 

blockage, cell proliferation and cytokine-mediated pathways. These findings open the possibility of 

looking at potential genes (or their protein products) as targets that might be important to control the 

AML development mediated by CD34+ cells. 

 

Keywords: AML, leukemia, WGCNA, coexpression, peripheral blood, CD34  
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1. Introduction 

 

 Acute myelogenous leukemia (AML) is one of most aggressive hematological malignancies. 

According to the American Cancer Society (ACS), it is the most prevalent and lethal among the other 

leukemia subtypes, accounting for around 34% and 43% of the total leukemia reports, respectively 

(1). AML is defined by the uncontrolled clonal expansion of myeloid blasts originated in the bone 

marrow and spread to the bloodstream, infiltrating tissues and developing severe hemorrhagic and 

immunodeficient conditions. It has been demonstrated that AML cells modify bone marrow 

microenvironment, modulating HSC expansion, inactivating NK cell innate response towards 

tumoral cells and modeling other non-hematopoietic cells to accommodate the expanding leukemic 

niche (2–4). 

 On the other hand, when leukemic cells get into the bloodstream, it enters in a completely 

new environment, requiring it to adapt for survival. In addition, those cells are capable of invading 

other tissues, particularly soft tissues, and other bone marrow sites. Studies demonstrated differences 

between circulating tumor cells (CTCs) and primary tumor site cells at their transcriptional level, 

possibly due to the environmental change that these cells were exposed (5,6). On AML context, it’s 

an important feature to take into consideration, due to its fast dissemination over the bloodstream 

and other tissues (7,8). In this context, one of important features found in the peripheral blood context 

is the high association of circulating leukemic CD34+ cells and poor prognosis, which it has 

implications in the conduction of a proper clinical decision (9). However, there is few data about the 

underlying biological and molecular pathways in the peripheral blood environment, which is an 

important step for understanding AML biology, providing useful tools for future diagnosis, 

monitoring, and treatment of this disease. 

Biological network analysis has been widely utilized to understand more precisely the 

complexity of biological molecules interactions. One of approaches is through a weighted gene 

correlation network analysis (WGCNA), characterized by gene expression correlation coefficients 

as the connections, resulting in a weighted fashion graph. Hence, when a group of genes are densely 
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interconnected (termed as modules or clusters) and have a common biological process, it’s feasible 

to assume that modules genes either act actively or have an important role in mediating the 

highlighted biological function, since the genes are structured on a “guilt-by-association” interaction 

(10,11). This type of framework could be useful to understand cancer biology since tumor cells have 

an altered – and complex - cell dynamics, in the broad sense, affecting many pathways and processes 

to acquire their aggressive and proliferative capacity. For this reason, this methodology has been 

helpful to look out for interesting genes associated with cancer prognosis, biomarkers, and 

therapeutic targets (10,12–14). In this sense, this work aims to evaluate gene expression patterns on 

AML blood samples in order to understand how this environmental context could affect the tumor 

activity. 

 

2. Material and Methods: 

 

2.1. RNAseq data acquisition and processing 

 

 AML blood RNAseq samples were collected at the Gene Expression Omnibus (GEO) 

database, and are part of the Leucegene project, consisting on five large datasets of many AML 

patients, which four of them were utilized (GSE49642, GSE52656, GSE62190, and GSE66917; 

Table S1). These samples reads are unstranded pair-ended type and the cell collection, RNA 

extraction, and sequencing protocols are described elsewhere (15–17). Since AML has many cellular 

phenotypes, which can lead to a cellular type-driven bias, it was selected only patient data with non-

maturated and M1 status, according to the WHO and French-American-British (FAB) classifications, 

respectively. Other parameters such as age, sex and karyotype were also evaluated as potential bias 

drivers. Also, other clinical data from AML patients such as blasts and CD34+ cells percentages were 

acquired by previous studies (15–17) and also gently provided by Dr. Joseé Hebert, from Centre de 

Recherche Hôpital Maisonneuve-Rosemont, Montreal, Canada (Table 1). FASTQ files of these 

samples were submitted to a read quality assessment using the FastQC software version 0.11.2 and 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE49642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE52656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE62190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE66917
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then used as a guide to performing reads trimming using the Trimmomatic tool version 0.32 (18). 

The resulting data were transcriptome aligned (Ensembl version GRCh38.84), through the quasi-

mapping method provided by the Salmon software version 0.7.1 (19). The output gave transcript-

level read counts that were converted into gene-level read counts by the Tximport R package (20).  

 

2.2. Data pre-processing 

 

 Gene expression estimation by Tximport was read and compiled by the DESeq2 R package, 

where multiple runs from a single biological replicate were also merged (21). Prior downstream 

analysis, outlier detection measurement by the Euclidean distance between samples was performed. 

For each test, it was also measured the sample connectivity and clustering coefficients, as well as 

possible batch effect potential or covariations through a multivariate analysis of variance 

(MANOVA), using external patient and RNAseq run data as an input. All these tests were performed 

by the SampleNetwork R function (22). Finally, processed data were normalized for each one of the 

experimental designs through DESeq2 functions. Data utilized for coexpression networks were 

normalized by a non-parametric logarithmized variance stabilizing transformation.  

 

2.3. Weighted Gene Correlation Network Analysis (WGCNA) 

 

 A correlation network was created with the WGCNA R package (23) based on normalized 

expression data. In order to do so, gene-gene correlations were done using a biweight midcorrelation 

calculus described by Song et al. (24). Since negative and low correlations have irrelevant or few 

biological significance, a signed type network was employed to increase those values from the 

strongest positive correlations (which have a biological significance, according to the “guilt-by-

association” postulate), which simply consists in the correlation coefficient plus one, and divided by 

two, as the following Equation [1] represents: 



 78 

[1] aij= |
1+cor(xi+xj)

2
|

β

 

Equation [1]: Signed correlation between gene expressions xi and xj, raised to a β power 

 

 This results in an adjacency matrix that depicts the relationship between genes. However, 

since biological networks tend to have a scale-free like topology (25), an important WGCNA step is 

adjusting the network to fit the aforementioned layout. This can be reached by elevating the signed 

network values to the β power (see equation [1]); emphasizing higher correlations at the expense of 

lower ones. Thus, β values ranging from 1 to 40 were tested on the networks, and the one who 

generated a topology closest to a scale-free topology was selected to create the final graph. 

 

2.4. Cluster detection and module to clinical trait relationship: 

 

 For cluster detection, the network with the β coefficient chosen was transformed into 

Topological Overlapping measurements, which it tends to cluster genes that have similar 

correlations. Based on these values, a hierarchical clustering (HC) and a dynamical branch cutting 

method were employed to discover graph modules. To give accurate module detection, a Partitioning 

Around Medoids (PAM) stage was enabled as a secondary clustering method, but always following 

the HC dendrogram layout created, called only on unsolved branches cases. Each module was 

represented with a color (except the grey color, which indicates genes that did not belong to any 

cluster). Module color assignment (except for the grey color) was randomly generated by WGCNA. 

The gene expression profiles of each module were summarized using a single value decomposition 

calculation, named as a Module Eigengene (ME) (23). With these values, it was able to assess the 

relationship between other modules (through distance and correlation measurement between each 

ME), clinical traits (by evaluating the impact of this particular module on the traits assessed) and 

genes (correlating the gene expression with the ME, named as module membership, or kME. Genes 

were considered module hubs (i.e, nodes that have an important role due to their high connectedness 
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inside the module) those who possess kME values over 0.65. Finally, gene expression from a relevant 

module were correlated to clinical trait values in order to verify the most significant genes in the 

module (gene significance, or GS), along with kME values. GS values higher than 0.65 (in modules 

with positive trait correlation) or lower than -0.65 (in modules with negative trait correlation) were 

selected as the most relevant. Genes that have hub status and also have relevant GS values are 

considered as significant hub genes (SHG) 

 

2.5. Module visualization, gene ontology enrichment analysis and gene function prospection: 

 

 Module genes were submitted to a gene ontology and pathway enrichment analysis using the 

TopGO R package, where all the network nodes were used as a background (26–28). Relevant 

biological processes were defined as the ones who had a corrected p-value less than 0.05. Ontology 

terms search were done at QuickGO database (29) (www.ebi.ac.uk/QuickGO). Gene functions and 

pathways prospection were done using GeneCards (30) (www.genecards.org), KEGG pathway (31) 

(www.kegg.co.jp), and Gene Expression Atlas (32) (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) databases. 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO
http://www.genecards.org/
http://www.kegg.co.jp/
https://www.ebi.ac.uk/gxa/home
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3. Results: 

 

3.1. Read quality assessment, mapping and pre-processing: 

 

 Samples presented an overall good read quality, where the majority of bases had a Phred 

quality score over 30 (base call accuracy of 99.99%). Five and three prime ends bases who had lower 

scores (under 20, i.e 99% base call accuracy) were removed (as well as entire low-quality reads) 

resulting on reads length reaching from 80 to 100 bases. Trimmed reads mapping into the 

transcriptome provided an average efficiency of 80.46% on blood samples (Table S2). Gene 

transformed counts analysis by SampleNetwork showed samples one outlier, respectively 

(BL02H060) (Figure S1). Additionally, MANOVA showed that there was no significant influence 

of any biological (sex, age, and genotype) or technical (number of runs in a biological replicate and 

dataset origin) issues on sample variation (Figure S1). 

 

3.2. Weighted gene correlation network and module analysis: 

 

Correlation network from blood samples was created based on normalized gene expression 

counts and, subsequentially, a beta power estimation was performed to adjust it to a scale-free 

topology. Thus, a beta power of 22 was defined, resulting on nodes with a mean connectivity of 

43.64. (Table S3). After this step, module detection was performed, which 9 clusters were found and 

32.12% out of genes had not been assigned to any cluster. The GO enrichment analysis of each 

module was assessed, which all annotations were included on Table S4. 

ME calculation was performed, which allowed the measurement of the module relevance in 

respect of each clinical trait (CD34+ and Blast percentages), as shown on Figure 1. The black, yellow 

and green modules showed a significant positive correlation to the presence of CD34+ cells (0.69, 

0.59 and 0.76, respectively), whereas the turquoise module showed a strong negative correlation (-

0.74) against the same clinical trait.  
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 Regarding these modules, the module membership (kME) values were assessed for each gene 

and then compared to clinical traits in order to see their significance (which can be seen on Table 

S5). Although the ME x clinical trait correlation showed the green and black modules as the ones 

with the highest correlations with the CD34+ cells percentage, the yellow and turquoise modules 

showed a higher gene significance average, as seen in the Figure 3. Moreover, the black module had 

the lowest mean GS, including the non-clustered genes (marked with the grey color).    

In this sense, we analyzed the relationship of the topological features (kME measurement) 

and the GS values. Thus, a kME x GS dispersion chart was plotted, as well as the overall correlation 

of these two measurements, as depicted on the Figure 2. The yellow module, in comparison to the 

green module, had a higher number of SHGs (176 against 70 genes), besides having a better kME vs 

GS overall correlation (0.48 in contrast to - 0.065). The turquoise module presented an overall 

correlation of -0.52 and 445 SHGs, maintaining their negative relationship with the same clinical 

data. This was not observed in the black module, which initially had a positive correlation of 0.69. 

However, in the kME vs GS view, the module had an overall correlation of -0.13, and only 5 genes 

were considered SHGs. Considering these observations, we maintained only the yellow and turquoise 

modules for posterior analysis.  

 Next, we looked at the biological processes that these SHGs are part in each module, as seen 

in the Table 2. In the yellow module, SHG related to CD34+ are mostly associated to response and 

chemotaxis of immune cells (such as NK, T and B cells, neutrophils, among others), most of them 

mediated by the HAVCR2 receptor and CCL5 chemokine. Other relevant processes include cell 

proliferation and apoptotic pathways, represented by the B2M, HAVCR2, and PAK1 genes. In the 

turquoise module, SHGs with negative correlation to CD34+ showed processed related to: a) cell 

differentiation, b) negative regulation of cell proliferation, c) regulation of activated T cell 

proliferation and d) negative regulation of chemotaxis. The black module had any significant 

ontology in which the detected SHGs are important.  
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4. Discussion 

 

The process of tumor development requires a lot of variables to consider in order to establish 

the outcome of disease. The acquirement of cancer hallmarks includes many pathways and biological 

processes that altogether defines the extent and aggressiveness of disease (33). Taking this into 

consideration, a classical expression abundance measurement sometimes can give few or biased 

evidence regarding a possible – and larger – biological landscape. This occurs due to the biological 

oversimplification that this method imposes, since genes and most biomolecules do not act alone, 

and for this reason, a whole picture of how cells are behaving could turn out to be unclear if we look 

for one gene at a time (34). However, the information could be more accurate if this kind of data had 

been embodied into a network view that represents the relationship between genes and their 

expression profile on given conditions. Therefore, correlation networks have the advantage of 

integrating all the possible relationships between genes and select the most relevant modules, as well 

as observe their correlation to any provided clinical trait. 

The correlation network created sought to look out the main modules related to three main 

clinical parameters that is crucial to monitor the AML disease status. As mentioned before, no 

module had any significative relationship to Blasts %. The reason of this is probably due the low 

variance of the trait values between samples, which will reflect in the module comparison. In contrast, 

there were clusters that had a significant correlation with the CD34+ cells percentage data. When we 

compare the ME vs trait and kME vs GS results for each module, some differences between these 

measurements are observed probably because of the genes expression heterogeneity in a module. 

Since ME values summarize the expression data of each sample in the whole module, an oscillating 

expression pattern could reflect in the ME calculation, resulting in an unreliable measurement. 

Therefore, it is more accurate to evaluate the relevance of genes by their kME values and look out 

for their direct relationship to the underlying clinical trait, leaving the ME-based comparison only 

for an initial prospection of relevant modules. Furthermore, the source of this heterogeneity also 

could be inherent to the AML disease, since it has multiple origins and genotypes, even inside a 
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single FAB classification.  

The CD34+ cells are a subset of leukemic blasts that have stem cell-like characteristics, often 

called as Leukemic Stem Cells (LSC) or Leukemia Initiating Cells (LIC), due their ability to promote 

leukemogenesis in a mice engraftment model (35,36). They are linked to a poor prognosis, with 

higher risk of developing a minimal residual disease (MRD) in comparison to CD34 negative cells 

(35,37,38). Moreover, these cells tend to not share the same expression profile like the other cell 

subtypes, which it impact on their interaction to the whole AML environmental context (39). In 

addition, differences of gene expression patterns were observed in CD34+ blasts in the bone marrow 

in comparison to ones found in the peripheral blood context (9). Although it was not well established 

yet the role of CD34+ cells in this latter environment, our study suggests, based on the results pointed 

above, some possible functions that these cells may contribute to leukemic cells survival and 

expansion.  

As earlier mentioned, CD34+ blasts are an important subset of cells in the establishment of 

leukemogenesis. Thus, pathways related to their proliferative potential, as well as their role in 

modulating the immune responses are crucial for the disease’s progression. According to our data, 

many SHGs are related to the aforementioned processes, which some of them are able to induce 

multiple pathways. An example of that is the HAVCR2 gene, which encodes the T-Cell 

Immunoglobulin Mucin Family Member 3 (Tim-3) expression. It was seen that Tim-3, although it is 

commonly expressed on other immune cells such as regulatory T cells (Treg), is also expressed on 

AML blasts. It interacts with its ligand, Galectin-9 (encoded by the LGALS9 gene), responsible to 

mediate immunosuppressive pathways, inactivating cytotoxic T and NK cells responses against 

leukemic blasts (40). It is known that Tim-3 expression in AML cells is mainly related to an increased 

secretion of Galectin-9 by an autocrine loop, augmenting the functional inhibition of antileukemic 

immune cells (41). Moreover, this autocrine loop also favors the self-renewal potential of CD34+ 

cells via the activation of NF-κB and β-catenin pathways (42). Although the galectin-9 gene 

(LGALS9), is not seen in the yellow module (it is marked as part of the blue module), the kME value 

for this cluster is 0.701, showing that this gene has strong connection to the ontologies from this 
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particular module, mainly the ones that the HAVCR2 gene is part of.  

Since the Tim-3/Galectin-9 contribute for the expansion and maintenance of undifferentiated 

cells, besides contributing to inhibit the activation of T cells, we sought the mechanisms behind these 

pathways and SHGs that might be implicated. The turquoise module presented a high number of 

SHGs related to cell differentiation and they are negatively correlated to CD34+ cell levels. One of 

them is the TNFSF9 gene, which encodes a CD137 ligand (CD137L), a transmembrane protein that 

interacts with CD137 found in the surface of activated T cells and NK cells (43). These immune cells 

can promote differentiation of AML cells into dendritic cells trough the CD137-CD137L interaction. 

This newly-differentiated DC cells, in turn, can induce the T cell activation, which can enhance the 

antileukemic responses in the bloodstream. Conversely, the blockage of this pathway not only avoid 

AML cells differentiation, but also enhances its proliferation (43,44).  

Another important aspect of CD34+ AML blasts is the interplay with T cells. These immune 

cells can be either pro or anti leukemic. Since many processes were related to T cells responses in 

the yellow module, showing that CD34+ cells might contribute in modulating the responses from this 

type of lymphocyte, we looked at the involved SHGs. One of them, the beta-2-microglubulin (B2M), 

is an important marker to predict the disease progression (45). It is a subunit from the HLA class I 

antigens that is responsible to present the cell to cytotoxic T cells or NK cells. However, as well as 

HLA molecules, B2M is also prone to suffer shedding from the cell membrane, ending up in the 

bloodstream. It was shown that high serum levels of B2M is correlated to poor prognosis, probably 

because of the lower capacity of cytotoxic T cells or NK cells in targeting the leukemic blasts (45). 

In our data, we sought the HLA type I molecules in the module to confirm this hypothesis. The HLA-

A and HLA-C genes were not part of the mentioned cluster and, although the HLA-B gene was found 

in the yellow module, this gene has no topological relevance (it is not a hub gene) and also does not 

correlate significantly to B2M gene (data not shown).  

Since the circulating B2M levels, as well as circulating HLA type I molecules, are sometimes 

overestimated due the high cellular turnover, we looked at the apoptotic status and the influence of 

CD34+cells in this context. It has been reported that CD34+ AML cells are more resistant to 



 85 

apoptosis, increasing this effect according to the percentage of CD34+ cells (46). Our data goes in 

agreement with this statement, showing genes that are responsible for evading the apoptotic 

pathways. For example, PAK1 is a kinase that is responsible of controlling anti-apoptotic pathways 

and are highly implicated in the tumorigenesis in many cancers. In AML, the apoptosis evasion 

mechanisms mediated by PAK1 is by the focal adhesion kinase (FAK) and mitogen activated protein 

kinase (MAPK) pathway, aiding the nuclear translocation of the STAT5 protein, that will promote 

MYC gene expression. The targets of this gene product are commonly related to escape from the 

apoptotic machinery of not only regular leukemic cells, but it also include CD34+ LSCs (47). 

Knockdown or inhibition of PAK1 expression resulted in increased AML cells death by apoptosis, 

increasing significantly the patient overall survival.  

 

5. Concluding remarks 

 

In summary, our work showed for the first time the possible role of CD34+ cells in the 

leukemic development in the peripheral blood context. As observed in the modules and identified 

SHGs, these leukemic cell type generally participate in the AML development by promoting their 

own proliferation and their undifferentiated status, besides favoring the inhibition of anti-leukemic 

T cell responses. Considering the high association of circulating CD34+ cells to lower survival rates 

in AML, these findings opens a possibility of new therapeutic approaches to control the expression 

or the activity of aforementioned SHGs, controlling the proliferation of such cells as well as enabling 

T cells or other immune cells to eliminate AML blasts from the bloodstream. 
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Patient Age Sex Blast% CD34% WHO FAB Karyotype 

BL02H060 84 M 92 90 AML without maturation AML-M1 45,XY,-21[3]/46,XY[22] 

BL05H111 83 M 75 80 AML without maturation AML-M1 46,XY[21] 

BL05H163 20 M 86 96 AML without maturation AML-M1 46,XY[22] 

BL05H195 43 F 95 34 AML without maturation AML-M1 46,XX[20] 

BL06H144 71 F 90 2 AML without maturation AML-M1 46,XX[20] 

BL07H135 67 M 97 2 AML without maturation AML-M1 46,XY[20] 

BL08H048 45 M 96 41 AML without maturation AML-M1 46,XY[21] 

BL08H129 22 F 80 12 AML without maturation AML-M1 46,XX,t(6;11)(q27;q23)[20] 

BL09H031 54 F 85 10 AML without maturation AML-M1 46,XX[20] 

BL10H109 65 F 94 0 AML without maturation AML-M1 45,XX,der(7)?t(7;18)(p12;q12),-18[17]/46,XX[3] 

BL11H142 52 F 96 0 AML without maturation AML-M1 46,XX[21] 

BL11H151 61 M 78 5 AML without maturation AML-M1 46,XY[21] 

 

Table 1 – Peripheral blood AML blasts samples and patient clinical data  
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Yellow Module 

GO.ID Biological process Hubs and CD34 related genes (positive correlation) 

GO:0006915 Apoptotic process 
ARL6IP5,BCL2L10,BIN1,CCL5,CD38,ECT2,FIS1,GIMAP8,HCLS1,IRF5,LY86,MT

FP1,PAK1,PLAC8,S100B,SH3KBP1,SHISA5 

GO:0050855 

GO:0002315 

GO:0042113 

B cell related responses STAP1,BATF,BST2,CD180,CD38,DOCK11,PPP2R3C 

GO:0001816 Cytokine production B2M,BATF,BST2,DDX60,HAVCR2,IL12RB1,IRF5,NLRC5 

GO:0002407 

GO:0036336 
Dendritic cell migration and chemotaxis CCL5 

GO:0048245 Eosinophil chemotaxis CCL5 

GO:0038094 Fc-gamma receptor signaling pathway ARPC1B,BRK1,PAK1 

GO:0060333 

GO:0032729 

GO:0034341 

Interferon gamma response and production B2M,CIITA,IRF5,NLRC5,HAVCR2,IL12RB1,BST2,CCL5 

GO:0035771 

GO:0071353 
Interleukin 4 mediated response IL2RG 

GO:0010758 

GO:0042116 

GO:0010759 

GO:0043032 

Macrophage associated responses CCL5,CD93,HAVCR2,STAP1 

GO:0045953 

GO:0035747 
Natural Killer cell associated responses CCL5, HAVCR2 

GO:0030593 

GO:0090023 

GO:0030223 

GO:0043312 

Neutrophil associated responses 

ALDH3B1,B2M,BST2,CCL5,CD93,CKLF,CTSA,ERP44,GNS,GYG1,JAGN1,LTA4

H, 

MANBA,MLEC,PLAC8,RAC2,SLCO4C1,STOM,TRAPPC1,VCL 

GO:0042127 Regulation of cell proliferation 
BRK1,CAPNS1,CCL5,CD38,EGFL7,HAVCR2,HCLS1,IL12RB1,KIF20B,NUDT16,P

AK1,PLAC8,RAC2,RARRES3,RBPMS2,S100B 
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GO:0070671 Response to interleukin-12 IL12RB1 

GO:0050852 

GO:0042110 

GO:2001188 

GO:0045058 

GO:0042129 

GO:0002827 

GO:0070232 

GO:0010818 

GO:0042102 

GO:0001916 

GO:0042129 

GO:0002827 

T cell associated responses 
B2M,BATF,CCL5,CD7,FKBP1A,FUT7,GIMAP8,HAVCR2,IL12RB1,LIME1,PAK1,

PSME1,PSME2,RAB29,RAC2 

GO:0002224 Toll-like receptor signaling pathway CD180,HAVCR2 

GO:0032760 Tumor necrosis factor production HAVCR2 

Turquoise Module 

GO.ID Biological process Hubs_and_CD34 related genes (negative correlation) 

GO:0030509 BMP signaling pathway ACVR2B,BMPR2,CHRD,GDF1,ID1,INHA,RGMB,SKI,SLC39A5,ZCCHC12 

GO:0030154 Cell differentiation 

ABHD5,ACVR2B,ATF3,ATRX,AVPR1A,BMPR2,BTG1,CABYR,CDH3,CELSR1,C

HRD,CSPG4,CYP27B1,DCHS1,DCLK2,DDX25,DLG5,DOK6,DPYSL3,DSC2,FARP

1,FGF9,FSCN3,GAB2,GDF1,GDPD5,GPC1,GPR173,H3F3B,HES4,HOXA2,ID1,ID3,

IFT172,IGSF22,IGSF9,INHA,JAG1,LMNA,LTBP3,MAP3K5,MELTF,MMP14,NSM

F,NUPR1,NYAP2,OBSCN,ONECUT3,OSGIN1,PHLDB1,PLXNA3,POFUT2,PPARG

C1A,PRR9,PTPRK,RAB25,RBFOX2,RFX2,RGCC,SEMA3B,SEMA4C,SEMA5A,SK

I,SLC39A5,SNAI1,SOX13,SPDEF,SRCIN1,SS18L1,STRC,TCF12,TEAD3,TIPARP,T

MEM91,TNFSF9,TNIK,TP53INP2,TSKU,TULP1,ULK1,UST,WHRN,WNT7B,ZNF7

50 

GO:0071354 Cellular response to interleukin-6 PPARGC1A 

GO:0071560 
Cellular response to transforming growth factor beta 

stimulus 
ID1,LTBP1,PPARGC1A,PTPRK,RASL11B,SKI 

GO:0042116 Macrophage activation SPACA3 

GO:0008285 Negative regulation of cell proliferation 
BMPR2,BTG1,CYP27B1,DLG5,FGFRL1,IFT172,KLF9,LMNA,NUPR1,P3H3,PELI1,

PPARGC1A,PTPRK,RGCC,SCG2,SKI,TNS2 
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Table 2 - Hub genes with significant correlation to clinical traits 

 

 

GO:0050922 Negative regulation of chemotaxis ELANE,PLXNA3,SEMA5A 

GO:0046426 Negative regulation of JAK-STAT cascade LRTM2,PODNL1 

GO:0030512 
Negative regulation of transforming growth factor beta 

receptor signaling pathway 
LTBP1,RASL11B,SKI 

GO:0046006 Regulation of activated T cell proliferation TNFSF9 
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Figure 1 – Module eigengenes and clinical trait relationships (blast and CD34+ cells percentage). 

The numbers outside of the parentheses are the correlation coefficient between a given module 

eigengene and a given clinical trait. The values inside the parentheses are the corrected p-value of 

this correlation analysis, which only the ones with p < 0.05 were considered as statistically significant 

for posterior analysis. Table cells with positive ME vs clinical trait correlation are marked with 

shades of red color, while the ones with negative correlation are marked with shades of green color. 
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Figure 2 – Module membership (kME) values vs gene significance (GS) measurements and their 

overall correlation. Each plot corresponds to the previously statistically significant modules selected 

and the dots are the module genes. The x axis represents kME values whereas the y axis represents 

the gene significance for CD34+ cells percentage clinical trait. The dashed red lines are the kME and 

GS threshold values to consider a gene as a SHG (explained at the material and methods section) 
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Figure 3 – CD34+ cells percentage gene significance across modules. The ticks indicate the standard 

deviation of the measurements in all genes from each module.  
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Figure S1 – Outlier detection tests in AML peripheral blood samples using the SampleNetwork R 

package (22). A) dendrogram produced by the average linkage hierarchical clustering using 1 – ISA 

(intersample adjacency), B) standarized connectivities (Z.K) of the analyzed samples, where the Z.K 

values lower than -2.0 were considered as outliers, C) standarized cluster coefficients (Z.C) of the 

samples, where the ones who had Z.C values higher than 2 were considered outliers, D) Z.K and Z.C 

parameters comparison, and E) multivariate ANOVA test to measure the influence of covariants (sex, 

the patient age risk groups - called here as agegroup, the GSE project that the sample belong and the 

karyotype profile of each sample).  

A B

 

C D 

E 
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5. Resultados adicionais 

 

5.1.  Expressão diferencial de amostras de LMA provenientes do sangue 

periférico em relação às coletadas na medula óssea 

 

5.1.1. Materiais e métodos 

 

Para verificar a expressão diferencial dos genes nesses dois contextos 

celulares, dados de RNAseq para as amostras de medula óssea foram coletados 

no GEO (GSE49642, GSE52656, GSE62190 e GSE66917) e processadas 

conforme a metodologia já descrita anteriormente (ver Capítulo II, seção 2.1). Para 

as amostras de sangue periférico, foram utilizadas as mesmas do estudo realizado 

no Capítulo II. Ambos conjuntos de dados foram submetidos a uma análise de 

qualidade e detecção de potenciais outliers com o pacote Samplenetwork, na 

plataforma estatística R (OLDHAM; LANGFELDER; HORVATH, 2012). O cálculo 

da expressão diferencial foi realizado através do pacote DESeq2, realizando 

comparações entre as amostras de sangue periférico contra as de medula óssea 

empregando o método de modelo linear generalizado negativo binomial acrescido 

do teste de razão de verossimilhança para eliminar outras fontes de covariação 

(sexo, idade, etc.) que podem interferir na análise (LOVE; HUBER; ANDERS, 

2014). Para determinar o papel desses genes em cada contexto celular, foram 

realizadas análises de ontologia gênica por meio do pacote TopGO (ALEXA; 

RAHNENFÜHRER; LENGAUER, 2006). 

 

5.1.2. Resultados 

 
Como resultado, foi obtido um total de 387 genes diferencialmente expressos 

(GDE), dos quais 137 deles são superexpressos nas amostras de sangue periférico 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE49642#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE52656#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE62190#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE66917#_blank
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e 250 deles superexpressos nas amostras de medula óssea. Na Figura 6 e na 

Tabela 6, observamos que células leucêmicas presentes no sangue periférico estão 

mais associadas a montagem de nucleossomas e respostas a citocinas como TNF 

e interferon. Por outro lado, nas amostras de medula óssea, há um grande 

predomínio de processos biológicos referente a divisão celular, bem como a 

ativação da via clássica do sistema complemento e migração de leucócitos. 

1 - Regulação positiva da via de sinalização 
mediada por receptores IGF-like 
2 - Montagem do cinetócoro 
3 - Resposta imune inata na mucosa 
4 - Regulação circadiana da expressão gênica 
5 - Via de sinalização mediada por adenilato 
ciclase inibidores de GPCR 
6 - Via de sinalização por interferon tipo I 
7 - Metabolismo de xenobióticos 
8 - Via de sinalização mediada por interferon 
gama 
9 - Citocinese mitótica 
10 - Formação da placa metafásica na mitose 
11 - Adesão célula-matriz extracelular 
12 - Resposta celular mediada por TNF 

13 - Ativação do sistema complemento, via 
clássica 
14 - Montagem de nucleossomas 
15 - Regulação da transição da metáfase para 
anáfase 
16 - Transição G1 para S do ciclo celular da 
mitose 
17 - Regulação do crescimento celular 
18 - Transição G2 para M da mitose 
19 - Migração de leucócitos 
20 - Regulação positiva da proliferação celular 
21 - Regulação negativa da apoptose 
22 - Proteólise 
23 - Proliferação celular 

Figura 6 – Gráfico em barras demonstrando os processos biológicos associados com os GDE. As barras em vermelho e azul 
representam o número de genes superexpressos no sangue periférico e medula óssea, respectivamente, para uma 

determinada ontologia. 
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Tabela 6 - Processos biológicos associados aos GDE encontrados 

GO.ID Processo Biológico p-value GDE S. Periférico GDE Medula Óssea 

GO:0000281 Citocinese mitótica 4,60E-06 - 
KIF20A, CENPA, KIF4A, CEP55, PLK1, 
CIT, RACGAP1 

GO:0008283 Proliferação celular 2,80E-05 

INHBA, IFNB1, 
SGK1, AXIN2, 
IFITM1, ZFP36L1, 
PPP1R16B, 
HIST1H2AC, 
MS4A1, RORA, 
SSTR2, SAT1, 
SOD2, IRF1, CUL5 

PRAME, CCL14, VCAM1, FRZB, 
PRTN3, ENPEP, ID4, PTGFR, ESM1, 
IGF2, CTGF, BCAR1, IGFBP3, GPC3, 
EGFR, DLGAP5, EDNRB, CLEC4G, 
ASPM, CDC20, KIF15, CENPF, 
COL8A2, CCNB1, CDC25C, BIRC5, 
SIX5, IGFBP4, NGFR, AURKB, CDKN3, 
CCNA2, RARB, TPX2, PLK1, CDK1, 
TNFSF12, KIF2C, IQGAP3, E2F8, 
BUB1, UHRF1, MELK, GINS1, FOXM1, 
WWTR1, RACGAP1, FAM83D, CKS1B 

GO:0000086 
Transição G2 para M da 
mitose 

0,00034 - 

HMMR, CENPF, CCNB1, CDC25C, 
CCNB2, CCNA2, TPX2, PLK1, CDK1, 
AURKA, CIT, MELK, NEK2, FOXM1, 
TICRR 

GO:0006958 
Ativação do sistema 
complemento, via 
clássica 

0,00049 - 
IGLV1-44, IGKV1D-39, IGKV2-28, 
IGHV3-13, IGHV3-11, IGHG1, IGHV4-
28, IGKV3-20, IGHV1OR15-1 

GO:0001558 
Regulação do 
crescimento celular 

0,0011 
INHBA, SGK1, 
TSPYL2 

FRZB, ESM1, CTGF, BCAR1, IGFBP3, 
EGFR, PSRC1, IGFBP4, TMEM97 

GO:0006508 Proteólise 0,00124 

TPSAB1, TPSB2, 
AXIN2, NRIP3, 
CELA2B, ENDOU, 
CD44, YOD1, CTRL, 
CUL5 

IGLV1-44, PRTN3, IGKV1D-39, ENPEP, 
IGKV2-28, TIMP4, CTGF, IGHV3-13, 
PBK, IGHV3-11, GPC3, IGHG1, 
ADAMTSL2, CDC20, AZU1, IGKV3-20, 
CCNB1, UBE2C, BIRC5, PRICKLE1, 
NHLRC1, NGFR, AURKB, CCNA2, 
IGHV1OR15-1, FOXRED2, PLK1, 
CDK1, USP2, AURKA, CCNF, GTSE1, 
UHRF1, UFSP1, WWTR1, MAD2L1 

GO:0051382 Montagem do cinetócoro 0,00188 - CENPA, CENPF, CENPE 

GO:0006334 
Montagem de 
nucleossomas 

0,00287 

NAP1L2, 
HIST1H2BF, 
HIST1H2BC, 
TSPYL2, 
HIST1H2BD, 
HIST1H1C, 
HIST1H4I 

CENPA, OIP5 

GO:0007080 
Formação da placa 
metafásica na mitose 

0,00298 - 
PSRC1, CCNB1, CDCA8, KIFC1, 
KIF2C, CENPE, NDC80 

GO:0060333 
Via de sinalização 
mediada por interferon 
gama 

0,00531 
OASL, NCAM1, 
GBP2, CD44, IRF1 

VCAM1 

GO:0060337 
Via de sinalização por 
interferon tipo I 

0,00776 
IFNB1, OASL, 
IFITM1, GBP2, IRF1 

- 

GO:0002227 
Resposta imune inata 
na mucosa 

0,0089 
HIST1H2BF, 
HIST1H2BC 

RNASE3 

GO:0050900 Migração de leucócitos 0,00916 
CCL3, P2RY12, 
CD44 

IGLV1-44, CCL14, VCAM1, THY1, 
IGKV1D-39, EPX, IGKV2-28, LBP, 
IGHV3-13, IGHV3-11, SDC1, EDNRB, 
AZU1, IGKV3-20, IGHV1OR15-1 

GO:0030071 
Regulação da transição 
da metáfase para 
anáfase 

0,01226 - 
DLGAP5, CENPF, CCNB1, UBE2C, 
PLK1, CENPE, BUB1, MAD2L1, NDC80 

GO:0043568 

Regulação positiva da 
via de sinalização 
mediada por receptores 
IGF-like 

0,01576 - IGFBP3, IGFBP4 
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GO:0032922 
Regulação circadiana da 
expressão gênica 

0,01686 RELB, RORA NGFR, USP2 

GO:0000082 
Transição G1 para S do 
ciclo celular da mitose 

0,02017 INHBA, CUL5 
ID4, EGFR, CCNB1, CDC25C, CDKN3, 
CDK1, AURKA, IQGAP3, GTSE1 

GO:0007160 
Adesão célula-matriz 
extracelular 

0,02205 CD44, ONECUT1 COL3A1, VCAM1, THY1, CTGF, ECM2 

GO:0008284 
Regulação positiva da 
proliferação celular 

0, 02479 PPP1R16B 

PRAME, CCL14, VCAM1, PRTN3, ID4, 
PTGFR, ESM1, IGF2, CTGF, EGFR, 
EDNRB, ASPM, CDC20, CCNB1, 
BIRC5, CCNA2, RARB, CDK1, 
TNFSF12, IQGAP3, FOXM1, WWTR1 

GO:0043066 
Regulação negativa da 
apoptose 

0,02751 
PDCD1, EFNA1, 
CD44, BCL3, 
CPEB4, PIM3, SOD2 

PRAME, PTGFR, CHL1, EGFR, VNN1, 
EDNRB, HSPB6, AZU1, BIRC5, NGFR, 
AURKB, RARB, PLK1, CDK1, AURKA, 
MAD2L1 

GO:0007193 

Via de sinalização 
mediada por adenilato 
ciclase inibidores de 
GPCR 

0,0358 
P2RY12, RGS1, 
SSTR2 

ADCY1 

GO:0071356 
Resposta celular 
mediada por TNF 

0,04482 
CCL3, ZFP36L1, 
RORA, TRAF1 

CCL14, VCAM1, NGFR, TNFSF12 

GO:0006805 
Metabolismo de 
xenobióticos 

0,04809 RORA FMO2, MARC1, NR1I2, MGST2 
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6. Discussão geral 

 
O estudo de um câncer hematológico depende de diversos fatores para que 

o grau de agressividade, e por consequência, o quadro clínico do paciente seja 

estabelecido. Conforme já demonstrado nos capítulos I e II, blastos leucêmicos 

interagem diretamente com diversas células presentes na corrente sanguínea, 

modulando a resposta antitumoral em favor da sua sobrevivência e o seu 

crescimento neste ambiente celular.  

De acordo com as informações apresentadas na revisão contida no capítulo 

I, células do sistema imune possuem um grande papel no desenvolvimento da 

doença na corrente sanguínea. Por essa razão, muitas pesquisas em LMA tem sido 

focadas no estudo da interação dessas células com os blastos leucêmicos para 

desenvolver estratégias para coibir ou reverter suas atividades pró-tumorigênicas. 

Dentre elas, células dendríticas e NK merecem uma maior atenção, haja vista suas 

capacidades como agentes antitumorais diretos contra os blastos leucêmicos 

(CHRETIEN et al., 2015; WEINSTOCK; ROSENBLATT; AVIGAN, 2017). Apesar 

disto, compreender de que forma estas células são incapazes de promover 

citotoxicidade antitumoral na LMA depende também da sinalização exercida entre 

elas e também pelos blastos leucêmicos ou pelas Tregs (FERLAZZO; MÜNZ, 2004; 

SANCHEZ-CORREA et al., 2011; LION et al., 2012; ROONEY, 2014). Além disso, 

o fenótipo pró-leucêmico depende da múltipla combinação destes fatores para 

determinar com exatidão como cada elemento contribui para que o ambiente na 

corrente sanguínea permita a expansão e sobrevivência dos blastos leucêmicos. 

Logo, são necessários mais estudos que elucidem os efeitos em conjunto dessas 

células na corrente sanguínea em prol da progressão dos blastos leucêmicos. 

Nesse mesmo contexto, o prognóstico da doença também é dependente dos 

vários perfis celulares de cada componente na corrente sanguínea, que irá predizer 

o comportamento dessas células em relação às células leucêmicas. Um exemplo 

típico, conforme já mencionado no capítulo I, são as composições dos receptores 

KIR nas células NK circulantes em pacientes com LMA. Como existe uma grande 

variedade de receptores KIR (tanto inibitórios quanto ativadores), múltiplas 

combinações podem ser formadas, cada uma com diferentes implicações na 

atividade das células NK em promover citotoxicidade contra os blastos leucêmicos. 
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Diversos estudos de coorte foram realizados com o intuito de mapear os perfis de 

KIR existentes nos pacientes com LMA (UHRBERG et al., 1997; VERHEYDEN; 

DEMANET, 2008; VARBANOVA; NAUMOVA; MIHAYLOVA, 2016; BERNSON et 

al., 2017). Embora haja um consenso que perfis de KIR com predominância de 

receptores inibitórios em detrimento dos ativadores conferem um mau prognóstico, 

os dados disponíveis ainda não permitem evidenciar com clareza quais perfis 

específicos estão mais correlacionados com esse fenótipo (BERNSON et al., 2017). 

Uma das razões disto é a possível influência de polimorfismos nos genes que 

expressam os receptores KIR (BABOR; FISCHER; UHRBERG, 2013). Nessa 

mesma lógica, a composição de receptores de membrana e moléculas ligantes 

expressos pelos blastos leucêmicos também é bastante diversa, sendo necessário 

estudos com coortes maiores para que seja avaliado a relação entre cada perfil 

fenotípico com a progressão da LMA no contexto da corrente sanguínea. 

Com relação ao papel dos blastos leucêmicos CD34+ no sangue periférico, 

algumas observações adicionais são necessárias acerca dos genes mencionados 

na discussão do capítulo II. Primeiramente, a expressão do gene HAVCR2 e sua 

relação direta com a presença de blastos leucêmicos CD34+ pode ser um alvo 

interessante para terapêutica, visto que células leucêmicas que expressam altos 

níveis desse gene apresentaram uma maior sensibilidade ao quimioterápico 

idarrubicina (XU et al., 2017). Logo, analisar a expressão de HAVCR2 nessas 

células e verificar sua sensibilidade à idarrubicina pode ser uma abordagem 

promissora para auxiliar na eliminação dessas células na corrente sanguínea, 

diminuindo as chances de recolonizar o microambiente da medula óssea pós 

quimioterapia e/ou transplante alogênico de células tronco hematopoiéticas por 

esse subtipo de blastos leucêmicos. 

Com relação à beta 2 microglobulina, sua implicação com o desenvolvimento 

da LMA são dependentes da taxa de clivagem dessa proteína, evitando que ocorra 

a interação da mesma com os receptores de células NK e células T citotóxicas. 

Logo, é importante verificar que fatores induzem esse evento nas células 

leucêmicas e também elucidar quais moléculas e vias são responsáveis por tal 

processo de clivagem. Ademais, a expressão de B2M em células leucêmicas 

CD34+ ainda é desconhecida, necessitando um estudo amplo sobre o impacto da 
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expressão desse gene e da existência de um processo de clivagem do produto 

desse gene nesse subtipo de células leucêmicas.   

Contudo, apesar de todos os dados revelarem pontos promissores para 

compreender a biologia da LMA na corrente sanguínea, uma questão ainda 

necessita ser investigada. Como as células leucêmicas originam-se na medula 

óssea, a qual possui um microambiente completamente diferente da corrente 

sanguínea, é importante analisar quão diferente é o contexto da medula óssea 

quando comparado ao do sangue periférico. Logo, buscamos, a partir dos dados 

gerados nos resultados adicionais, elucidar essa questão. A partir desses dados, é 

possível inferir algumas diferenças marcantes acerca desses dois ambientes 

celulares aos quais as células leucêmicas estão expostas. 

Primeiramente, um grande número de GDE associados a diversas etapas do 

ciclo celular estão mais expressas nas amostras de medula óssea, o que indica 

uma maior taxa proliferativa em detrimento às amostras de sangue periférico. 

Dentre as etapas evidenciadas, podemos citar a transição da fase G1 para S e da 

fase G2 para o início da mitose, a formação da placa metafásica, montagem dos 

cinetócoros, transição da metáfase para anáfase e, por fim, no processo de 

citocinese. Com isso, observa-se que os GDE dos processos biológicos recém 

mencionados atuam em quase todas as instâncias da divisão celular, o que 

corrobora a alta taxa de multiplicação celular dos blastos leucêmicos na medula 

óssea. Contudo, apesar de os dados evidenciarem uma taxa proliferativa maior, 

não é possível inferir de que forma cada elemento que compõe o microambiente da 

medula óssea pode contribuir para esse fenótipo, embora estudos demonstrem que 

as diferenças no perfil transcritômico estão diretamente associadas com a 

influência do microambiente na qual as células leucêmicas estão expostas 

(CHEUNG et al., 2009). 

 Em contrapartida, os genes superexpressos no sangue periférico não 

possuem características relacionadas com a proliferação celular, como ocorre na 

medula óssea. Nesse ambiente celular, as ontologias evidenciaram GDE 

relacionados ao controle negativo do ciclo celular, como é o caso do gene AXIN2, 

cujo produto forma uma proteína homônima que participa na via de sinalização 

mediada por WNT. Na ausência de WNT, AXIN2 é responsável, juntamente com 
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GSK3β e APC, pela formação de um complexo que leva à degradação de β-

catenina, resultando no controle do ciclo celular (LI et al., 2015). A expressão de 

AXIN2 é relacionada com diferentes tipos de tumores sólidos e em pacientes com 

LMA é comumente expresso (LI et al., 2015; BARBIERI et al., 2016). Embora o 

papel tumorigênico dessa proteína em LMA ainda não estar completamente 

elucidado, sabe-se que β-catenina é fundamental para promover a proliferação e a 

colonização do interior da medula óssea (SIAPATI et al., 2011). Logo, em oposição 

a isso, na corrente sanguínea, a superexpressão de AXIN2 pode indicar uma 

tendência à degradação de β-catenina mediada por AXIN2, GSK3β e APC, levando 

à inibição do ciclo celular, e a uma menor taxa proliferativa em comparação ao 

contexto da medula óssea. 

A presença de genes associados à migração de leucócitos foi observada nos 

dois contextos celulares. No sangue periférico, a quimiocina CLL3, cuja função é 

de exercer a quimiotaxia de neutrófilos e outras células do sistema imune é 

responsável por atrair células tronco hematopoiéticas da medula em direção à 

corrente sanguínea, favorecendo a expansão das células leucêmicas na medula 

óssea (BABA; MUKAIDA, 2014). Além disso, a secreção de CCL3 está associada 

com o bloqueio da diferenciação de vários tipos celulares, dentre eles células tronco 

hematopoiéticas progenitoras e eritrócitos, sendo este último associado a uma das 

possíveis causas do quadro anêmico em muitos pacientes com LMA, devido à baixa 

contagem de eritrócitos maduros (WANG et al., 2016).  

Na medula óssea, o processo de migração é auxiliado por moléculas como 

a VCAM1. VCAM1 é um importante fator expresso em células endoteliais para a 

migração de leucócitos para as regiões vascularizadas por meio da interação dela 

com VLA-4, comumente expresso em células leucêmicas. Apesar de serem 

comumente expressos em células endoteliais, VCAM1 também foi observado em 

células tronco mesenquimais (CTM) e osteoblastos, contribuindo para o progresso 

da expansão leucêmica na medula óssea (WU, 2007; JACAMO et al., 2014). 

Contudo, a expressão desse gene em células leucêmicas foi relacionada com a 

evasão da resposta imune, provavelmente mediada por linfócitos T CD8+, uma vez 

que a ausência de VCAM1 em tumores sólidos promove uma maior taxa de 

apoptose de células tumorais promovidas por linfócitos T CD8+. Além disso, VCAM1 
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promove a diminuição de infiltrações dessas mesmas células do sistema imune 

para o interior da massa tumoral (REUSS-BORST et al., 1995; WU, 2007; PINHO 

et al., 2016). Por fim, outro fator potencialmente relacionado com uma maior taxa 

de migração de células leucêmicas no microambiente da medula óssea são a 

expressão de genes relacionados com porção variável da cadeia leve kappa das 

imunoglobulinas (IGKV). Em um estudo realizado por Wang e colaboradores 

(2015), o repertório de IGKV está diretamente relacionado com a progressão da 

doença, promovendo não somente uma maior capacidade de migração, mas 

também uma maior taxa de quimiotaxia (WANG et al., 2015). Contudo, quais vias 

relacionadas com a expressão dos genes relacionados com IGKV e as 

características pró-leucêmicas citadas anteriormente ainda necessitam de maiores 

estudos. 

 Portanto, os dados obtidos de expressão diferencial permitiram observar 

dois cenários diferentes na qual os blastos leucêmicos estão presentes. Na medula 

óssea, grande parte dos GDE estão relacionados com o processo de divisão 

celular, o que corrobora a tese desse ambiente ser a “residência” dos blastos 

leucêmicos, conforme proposto por Shafat et al. (2017). Já na corrente sanguínea, 

essas células, apesar de possuírem uma menor capacidade proliferativa, 

contribuem para a progressão da doença atuando na indução de sinais que 

favorecem a migração não somente de células leucêmicas, mas também de células 

tronco hematopoiéticas, contribuindo com o desenvolvimento da doença.  
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7. Conclusões gerais: 

 

O presente trabalho atingiram os objetivos propostos neste trabalho, o que nos 

permitiu inferir as seguintes conclusões acerca do comportamento das células 

leucêmicas no sangue periférico: 

• Células leucêmicas interagem ativamente com outras células do sistema 

imune, modulando suas respostas celulares e, por consequência, 

possibilitando sua sobrevivência na corrente sanguínea; 

• Células leucêmicas CD34+ são cruciais para aumentar o potencial de 

sobrevivência no contexto da corrente sanguínea; 

• A expressão de HAVCR2 nessas células CD34+ pode garantir a 

sobrevivência das células leucêmicas inibindo o potencial antileucêmico 

por uma via autócrina que leva a expressão de Galectina-9, responsável 

por inibir a atividade citotóxica de células NK e de linfócitos T CD8+; 

• A presença de frações solúveis na corrente sanguínea de B2M estão 

diretamente associadas com uma menor capacidade de morte celular de 

células CD34+ promovidas por células NK ou linfócitos T citotóxicos; 

• Células CD34+ são capazes de escapar da apoptose por meio da 

expressão de PAK1, que auxilia na expressão do gene MYC, cujos alvos 

desse gene estão associados com vias anti-apoptóticas; 

• Células leucêmicas da corrente sanguínea e da medula óssea possuem 

diferenças na expressão de genes associados a proliferação e a 

migração celular. 
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8. Perspectivas gerais do trabalho: 

 

• Confirmar a expressão dos genes mencionados na discussão por RT-qPCR 

• Analisar a influência das isoformas de mRNA dos genes mencionados na 

discussão do trabalho; 

• Avaliar a influência de fatores de regulação da expressão gênica pós-

transcricional, incluindo a avaliação da expressão diferencial de miRNAs e 

outros RNAs não codificantes, comparando amostras de sangue periférico 

em relação à medula óssea; 

• Avaliar a influência de fatores epigenéticos, principalmente perfil de 

metilação global, comparando amostras de sangue periférico em relação à 

medula óssea. 
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Anexo I 
 

Capítulo de livro intitulado: “Human diseases associated with genome 

instability”, publicado no livro “Genome stability: from virus to human application” 
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