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RESUMO

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é caracterizada pela proliferacédo clonal e
diferenciagao anormal de progenitores da linhagem mieloide que resultam no acumulo
de blastos na medula 6ssea e sangue periférico dos pacientes. Posto que a expansao
das células neoplasicas ocorre na medula 6ssea, ha interacio direta destas células
com os componentes do sistema imune. Nesse contexto, a LMA € um cancer com
forte carater imunossupressor, o que facilita a progressdo da doenca e prejudica a
eficacia de potenciais imunoterapias. Dentre os elementos que merecem destaque no
microambiente tumoral da LMA, estdo as células supressoras derivadas da linhagem
mieloide (MDSCs). As MDSCs s&o compostas de células heterogéneas divididas em
duas principais subpopula¢des, PMN-MDSCs (MDSCs polimorfonucleares) e M-
MDSCs (MDSCs monociticas), de acordo com as caracteristicas morfologicas e
imunofenotipicas que se assemelham as suas células analogas, neutréfilos e
mondcitos. No cancer, as MDSCs exercem diversos mecanismos de
imunossupressao, induzem o crescimento tumoral, e estdo associadas ao surgimento
de metastases. Entretanto, ainda n&o foram definidos marcadores padrdes para PMN-
MDSCs, assim como ha duvidas acerca do estagio de maturacdo destas células.
Neste trabalho, avaliamos o enriquecimento de estagios maturativos de neutrdéfilos e
a frequéncia de PMN-MDSCs e M-MDSCs na medula dssea de pacientes com LMA.
Observamos que pacientes com baixa razdo de neutrofilos CD11b-CD16
/CD11b*CD16" apresentam menor sobrevida, e que M-MDSCs e PMN-MDSCs, assim
como a razao destas células sobre linfécitos T estdo aumentadas em pacientes
estratificados no grupo de risco adverso. Além disso, pacientes com a mutagao FLT3-
ITD também apresentam maior porcentagem de M-MDSCs e razdo M-
MDSCsl/linfocitos T. Ainda, baseado na significancia clinica, apontamos para a CD36
como potencial marcador de PMN-MDSCs na LMA. Dessa forma, nossos resultados
encorajam a realizagao de estudos para confirmar o potencial prognéstico de PMN-
MDSCs e M-MDSCs na LMA, assim como o desenvolvimento de terapias que tenham
como alvo estas células.

Palavras-chave: Leucemia Mieloide Aguda, Imunossupressao, PMN-MDSCs, M-
MDSCs, Prognéstico.



ABSTRACT

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a malignancy characterized by clonal proliferation
and abnormal differentiation of myeloid progenitors, which results in blasts
accumulation in patients bone marrow and peripheral blood. Once malignant cell
expansion occurs in bone marrow, there is a direct cross-talk between these cells and
the immune microenvironment. In this sense, AML presents a strong
immunosuppressive environment, enabling disease progression and hampering
immunotherapy. An impacting element of AML immune milieu is the presence of
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs). MDSCs are a heterogeneous cell
population classified in two main populations, PMN-MDSCs (polymorphonuclear
MDSCs) and M-MDSCs (monocytic MDSCs), according to the common morphological
and immunophenotypic features with its classical counterparts, neutrophils and
monocytes. In the set of cancer, MDSCs exert several immunosuppressive
mechanisms, induce tumor growth, and are associated with metastasis development.
However, there are no standard markers to define PMN-MDSCs, as well as a lack of
information regarding its maturation stage. In the present study, we evaluated the
enrichment of neutrophils maturation stages and the frequency of PMN-MDSCs and
M-MDSCs on AML patients bone marrow. We reported that patients with a low CD11b"
CD16/CD11b*CD16* neutrophil ratio show poorer overall survival, and that M-MDSCs
and PMN-MDSCs, as well as its /T lymphocyte ratio are increased in adverse risk
patients. Further, M-MDSCs and M-MDSC/T lymphocyte ratio were increased in FLT3-
ITD carrier patients. Based on clinical significance, we pointed to CD36 as a potential
marker of PMN-MDSCs in AML. Therefore, our results encourage future research to
confirm prognostic potential of PMN-MDSCs and M-MDSCs in AML patients and
design therapeutic approaches targeting these cells.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, Immunosuppression, PMN-MDSCs, M-MDSCs,
Prognostic.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMP Adenosine monophosphate

ATP Adenosine 5'-triphosphate

ATRA All-trans retinoic acid

BiTe Bispecific T-cell engaging antibody

DRM Doenga residual minima

e-MDSCs Early-stage myeloid-derived suppressor cells
EMT Epithelial-to-mesenchymal transition

EROs Espécies reativas de oxigénio

FAB French-American-British

G-MDSCs Granulocytic myeloid-derived suppressor cells
HDN High density neutrophils

IDO Indoleamina 2,3-dioxigenase

iINOS Oxido nitrico sintase induzivel

INCA Instituto Nacional do Cancer

ITD Internal tandem duplications

LDN Low density neutrophils

LMA Leucemia Mieloide Aguda

LMA MO Leucemia mieloblastica indiferenciada aguda

LMA M1 Leucemia mieloblastica com maturagdo minima aguda
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LMA M2 Leucemia mieloblastica com maturagado aguda
LMA M3 Leucemia promielocitica aguda

LMA M4 Leucemia mielomonocitica aguda

LMA M4 eos Leucemia mielomonocitica com eosinofilia aguda
LMA M5 Leucemia monocitica aguda

LMA M6 Leucemia eritroide aguda

LMA M7 Leucemia megacarioblastica aguda

MDSCs Myeloid-derived suppressor cells

MHC Il Major histocompatibility complex class Il
M-MDSCs Monocytic myeloid-derived suppressor cells
MMP9 Matrix metallopeptidase 9

NK Natural killer

OMS Organizagcédo Mundial da Saude

ONOO- Peroxinitrito

PMN-MDSCs Polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells

PBMC Peripheral blood mononuclear cells

RT-gPCR Real-time quantitative polymerase chain reaction
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1. INTRODUCAO

1.1. Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia caracterizada pela
proliferacdo clonal e diferenciacdo anormal de células tronco e precursoras da
linhagem mieloide, o que resulta no acumulo de células imaturas chamadas de
blastos no sangue periférico e na medula éssea dos pacientes. A expansao dos
clones malignos prejudica a produgao normal de células mieloides terminalmente
diferenciadas e funcionais, como hemacias, plaquetas e leucocitos em geral
(BARRETT, 2020). Como consequéncia, os pacientes com LMA apresentam um
quadro tipico decorrente da faléncia da medula éssea: fadiga e falta de ar durante o
esforco devido a anemia; infecgdes recorrentes devido a neutropenia; e uma maior
tendéncia a ocorréncia de sangramentos e formacdo de hematomas devido a

trombocitopenia (BARRETT, 2020).

De acordo com a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2020,
no Brasil, ocorreram cerca de 5.920 novos casos de leucemias (aqui estdo inclusas a
LMA, a Leucemia Linfocitica Aguda, a Leucemia Mieloide Crénica e a Leucemia
Linfocitica Crénica) em homens, e 4.890 novos casos em mulheres. No Rio Grande
do Sul, estima-se que ocorreram 790 casos de leucemias em 2020, sendo a taxa
bruta de incidéncia a cada 100.000 habitantes de 7,67 em homens, e 6,17 em

mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020).

Um estudo baseado na base de dados Global Burden of Disease 2017

demonstrou que a incidéncia de LMA aumentou gradualmente de 1990 a 2017 no
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mundo todo (Y1 et al., 2020). Paises desenvolvidos demonstraram uma tendéncia de
maior taxa de incidéncia normalizada em fungéo da idade e maior taxa de mortalidade
em relagcao aos paises em desenvolvimento. Nos Estados Unidos, por exemplo, a
American Cancer Society estima que em 2022, ocorram 20.050 novos casos de LMA,
e cerca de 11.540 mortes em decorréncia da doenga, sendo a maioria dos casos e
mortes ocorrendo em adultos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022). Nesse
contexto, a LMA € o tipo mais comum de leucemia em adultos, sendo responsavel

por cerca de 80% dos casos neste grupo (DE KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016).

Em 1976, a classificagdo French-American-British (FAB) foi elaborada por um
grupo de especialistas na area. Segundo o sistema de classificagdo FAB, a LMA é
subdividida de acordo com caracteristicas morfologicas (tipo celular acometido) e
maturac&o do blasto, sendo classificada em LMA MO - mieloblastica indiferenciada;
LMA M1 - mieloblastica com maturagdo minima; LMA M2 - mieloblastica com
maturacdo; LMA M3 - promielocitica; LMA M4 - mielomonocitica; LMA M4 eos -
mielomonocitica com eosinofilia; LMA M5 - monocitica; LMA M6 - eritroide; e LMA M7

- megacarioblastica (BENNETT et al., 1976).

Entretanto, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a LMA é
classificada considerando critérios primariamente citogenéticos e moleculares, mas
que também incluem morfologia, imunofenaotipo e apresentagao clinica (ARBER et al.,
2016). De acordo com a revisédo de 2016, a OMS classifica a LMA em seis categorias:
LMA com anormalidades genéticas recorrentes; LMA relacionada a alteragbes
mielodisplasicas; neoplasias mieloides associadas a terapias; LMA ndo anteriormente
especificada (aqui estdo incluidas as classificagcées morfologicas LMA MO, M1, M2,

M4, M5, M6, M7, leucemia basofilica aguda e panmielose aguda com mielofibrose);
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sarcoma mieloide; e proliferagdo mieloide associada a Sindrome de Down (ARBER

et al., 2016; KHWAJA et al., 2016).

1.1.1. Progndstico, estratificagdo de risco e tratamento da Leucemia Mieloide Aguda

O progndstico de pacientes com LMA é comumente descrito como ruim, sendo
que nos Estados Unidos, segundo o National Cancer Institute, a taxa de sobrevida
em 5 anos é de apenas 30,5% (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2022). O alcance
da remissao e a sobrevida apds o diagndstico depende de fatores como idade, status
de performance, presenga de comorbidades ou prévio diagnoéstico de desordens
mieloproliferativas, além de mutagdes génicas e alteracdes citogenéticas, sendo os
dois ultimos fatores responsaveis por dois ter¢cos da variagdo prognostica (DE
KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016; DOHNER et al., 2017). O cariétipo, nesse
caso, € um fator preditivo independente de menor sobrevida (DE KOUCHKOVSKY;
ABDUL-HAY, 2016). Contudo, o impacto progndéstico de um marcador (molecular ou
cariotipico) é contexto-dependente, ou seja, é influenciado pela presenga ou auséncia

de outras anormalidades (DOHNER et al., 2017; PAPAEMMANUIL et al., 2016).

Como exemplo, a presenca de mutagdes nos genes RUNX7T e TP53, assim
como cariétipo complexo, caridtipo monossomal e aneuploidias como -5/5g- e -7/7q-
conferem um prognostico ruim (DOHNER et al., 2017). As mutagdes nos genes
RUNX1 e TP53 e a presenca de cariotipo complexo sao fatores preditivos
independentes de pior progndstico, porém a combinagdo da mutagdo no TP53 e
cariotipo complexo, prevé o pior desfecho (DOHNER et al., 2017; PAPAEMMANUIL
et al., 2016). Por outro lado, mutagdo no gene NPM1 confere um bom progndstico,
entretanto, apenas sem a presenga da mutagao FLT3-ITD, ou com a presenga desta
mutagdo com baixa proporgéo alélica (DOHNER et al., 2017). A mutagdo FLT3-ITD,

14



por sua vez, quando presente em pacientes com cariétipo normal esta associada a
uma pior sobrevida, porém seu impacto nas taxas de sobrevida e recidiva depende

da proporgéo alélica (DOHNER et al., 2017; PORT et al., 2014).

Dessa forma, a LMA é uma doenga complexa, dinamica e heterogénea, com a
presenga de varios subclones (DE KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016). Assim,
analises moleculares e cariotipicas auxiliam na estratificagdo dos pacientes em
grupos de risco favoravel, intermediario e adverso (DOHNER et al., 2017). A defini¢ao
do risco permite a escolha do tratamento adequado e sua intensidade (DE

KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016).

Em geral, o tratamento da LMA consiste nas fases de indugéo, consolidagéo e
manutengao (KHWAJA et al., 2016). Nesse contexto, os pacientes elegiveis vao para
a quimioterapia de indugao, a qual consiste no regime “7+3”, que combina 7 dias de
infusdo de citarabina com 3 dias de uma antraciclina. Os pacientes que n&o atingem
remissdo podem ser direcionados para um segundo ciclo de indugdo (DE
KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016). Entretanto, cerca de 60 a 80% dos pacientes
atingem remissao e podem seguir para a terapia de consolidagdo para erradicar os
clones remanescentes e prevenir a recidiva (BUCHNER et al., 2012; DE
KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016). Na terapia de consolidagéo, a escolha é feita
entre tratamento citotoxico ou transplante de células tronco hematopoiéticas, e
depende do risco de morte associado ao tratamento, e de fatores como status de
performance e idade do paciente (DE KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016;
KHWAJA et al., 2016). Ainda, é possivel realizar a terapia de manutencao de longa

duracgao, entretanto é raramente necessario e pouco realizado (KHWAJA et al., 2016).
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Pacientes idosos geralmente possuem um perfil citogenético adverso, além de
menor probabilidade de responder a quimioterapia e maior suscetibilidade a
toxicidade associada ao tratamento (DE KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016).
Apesar disso, pacientes idosos elegiveis podem se beneficiar do regime 7+3, além de
regimes com baixas doses de citarabina, quando em comparagdo a cuidados
paliativos (BURNETT et al., 2007; DE KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016). Para
aqueles nao elegiveis, existem evidéncias que agentes hipometilantes sdo capazes
de promover uma melhora na sobrevida geral (DOMBRET et al., 2015; FENAUX et

al., 2010).

No caso da leucemia promielocitica aguda (subtipo FAB M3), até 90% dos
pacientes conseguem atingir a remissdo completa (KHWAJA et al., 2016). Isso se
deve em grande parte, a satisfatoria resposta ao tratamento com acido trans-retindico
(ATRA - all-trans retinoic acid) e tridxido de arsénio, que degradam a proteina
aberrante formada pela fusdo entre os genes PML e RARA, a qual impede a
diferenciagao das células mieldides e esta presente na maioria dos pacientes desse

grupo (LO-COCO et al., 2013; SANZ et al., 2009).

A resposta ao tratamento € idealmente avaliada através da detec¢do da
doenca residual minima (DRM), e é realizada inicialmente, logo apo6s o ciclo de
inducdo e/ou consolidagdo, ou, pode ser avaliada sequencialmente ao longo da
terapia de consolidag&o para detectar recidiva morfologica (DOHNER et al., 2017). A
analise é feita através de citometria de fluxo ou técnicas moleculares como PCR
quantitativo em tempo real (RT-gPCR) e sequenciamento de nova geragao, e seu
monitoramento permite a reestratificacdo do risco dos pacientes quando necessario

(DOHNER et al., 2017).
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O resultado do tratamento convencional é de remissao completa para cerca de
70% dos pacientes, no entanto, a sobrevida em 5 anos é de cerca de 30 a 45%
(BOSE; VACHHANI; CORTES, 2017; BUCHNER et al., 2012). Além disso, em torno
de 25% apresentam resisténcia ao tratamento (BUCHNER et al., 2012). Ainda, um
dos principais problemas no tratamento da LMA ¢é a recidiva, sendo que neste grupo
a sobrevida a longo prazo é de cerca de apenas 10% (ROWE et al., 2005). Assim,
posto que os resultados do tratamento da LMA ainda sdo insatisfatorios, ha a
necessidade de identificar mecanismos de resisténcia ao tratamento, como
mecanismos de evasao imune, por exemplo, com o objetivo de aliar novos alvos

terapéuticos ao tratamento citotoxico ja consolidado.

1.2. Leucemia Mieloide Aguda e mecanismos de evasao imune

Diversos estudos relatam que o microambiente da LMA é imunotolerante, o
que se demonstra a partir de mecanismos de evasao imune ou imunossupressao
realizada ativamente pelos blastos (Figura 1) (BARRETT, 2020). Nesse contexto, ha
prejuizos na apresentacdo de antigenos, por exemplo, como demonstrado pela
diminui¢cao da expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
de classe Il (MHC Il) observada em pacientes apds transplante de células tronco
hematopoiéticas (CHRISTOPHER et al., 2018). Xiao e colaboradores reportaram que
a diminuicdo da diferenciacao de células dendriticas plasmocitdides esta fortemente
correlacionada com uma doenga residual minima positiva e menor sobrevida (XIAO

et al., 2019).

Além disso, os blastos sdo capazes de expressar ligantes de moléculas de

checkpoint imune como PD-L1 e galectina-9, que, ao se ligarem nos seus receptores
17



em linfécitos T e células natural killer (NK), induzem a disfungédo dessas células (JIA
et al.,, 2018; TETTAMANTI et al., 2022). Notavelmente, a frequéncia de linfocitos T
CD8" que expressam moléculas de checkpoint imune e a superexpressao da
molécula inibitéria NKG2A sao fatores preditivos de falha na resposta ao tratamento
quimioterapico de inducéo e de transplante de células tronco hematopoiéticas, além
de estarem associados a maior taxa de recidiva em pacientes com LMA (KONG et al.,

2016; STRINGARIS et al., 2014).

Os blastos de LMA também produzem uma gama de fatores soluveis
inibitérios, como IL-10, TGF-f e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que sao capazes
de induzir linfocitos T regulatérios, cuja frequéncia também esta associada com um
pior prognostico (SHENGHUI et al., 2011; TETTAMANTI et al., 2022). Dentre as
outras populagdes regulatorias expandidas durante o curso da LMA, também est&o
0s macrofagos caracterizados pelo perfil anti-inflamatério, historicamente conhecidos
como M2, e as células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs -

myeloid-derived suppressor cells) (TETTAMANTI et al., 2022).

18



Tcell
dysfunction

HLAI & HLAII
loss/downregulation

AML blast

NK cell s 0t :
2 aysfunction T oo ooire
p 0 Pror milieu & inhibitory
. g
’ IL-35 soluble factors

Immunosuppressive
cell types increase

Figura 1. Mecanismos de evasdo imune exercidos pelos blastos na progressao

da LMA (retirado de TETTAMANTI et al. 2021).

1.2.1. Células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs)

As MDSCs sdao uma populacdo heterogénea derivada de progenitores
mieloides que dariam origem a mondcitos e neutrdfilos classicos. Dessa forma,
existem duas principais populagbes de MDSCs: MDSCs monociticas (M-MDSCs) e
MDSCs polimorfonucleares ou granulociticas (PMN-MDSCs ou G-MDSCs). Ainda
existe um terceiro subgrupo, menos estudado, de células chamadas de e-MDSCs
(early-stage MDSCs), caracterizadas por um fendtipo mais imaturo (VEGLIA;

SANSEVIERO; GABRILOVICH, 2021).
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Apesar do interesse no estudo das MDSCs ter aumentado consideravelmente
nos ultimos anos, ainda existe muita discussdo acerca de marcadores padrdes para
definir estas células, assim como seu estagio de maturagdo (BERGENFELZ;
LEANDERSSON, 2020; BRONTE et al., 2016; HEGDE; LEADER; MERAD, 2021).
Em geral, os marcadores CD11b e CD33 s&o considerados consenso para M-MDSCs
e PMN-MDSCs humanas. As M-MDSCs ainda sao descritas pelo fenétipo CD14*HLA-
DR, sendo o ultimo marcador responsavel pela separagdo de mondcitos normais, os
quais sao HLA-DR* (BRONTE et al, 2016). Ja as PMN-MDSCs s&o
CD15*/CD66b*HLA-DR", fendtipo que nado faz distingdo de neutrdfilos classicos
(BRONTE et al., 2016; HEGDE; LEADER; MERAD, 2021). Dessa forma, em muitos
casos ainda se faz necessaria a separagao por gradiente de densidade, posto que as
PMN-MDSCs permanecem na fase das células mononucleares, ao passo que 0s
neutrofilos normais separam na camada de alta densidade (BRONTE et al., 2016).
Nos ultimos anos, estudos tém proposto novos marcadores para diferenciar as PMN-
MDSCs de neutrdfilos classicos, como as proteinas CD36 e LOX-1 (AL-KHAMI et al.,

2017; CONDAMINE et al., 2016).

Durante muito tempo os pesquisadores definiram PMN-MDSCs como células
imaturas, mas trabalhos recentes tém desafiado essa conclusdo (MUSOLINO et al.,
2017; ORTIZ et al.,, 2015). Nesse contexto, alguns autores classificam as PMN-
MDSCs como células presentes no compartimento maduro de neutréfilos
CD11b*CD13*CD16", ou ainda como uma mistura de células em diferentes estagios
maturativos (MEHMETI-AJRADINI et al., 2020; PEREZ et al., 2020). Assim, ainda sdo
necessarios estudos para avaliar o estagio de maturacdo de PMN-MDSCs, assim

como para descrever marcadores definitivos para estas células.
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Em contrapartida as células analogas, as MDSCs s&o caracterizadas por sua
acado imunossupressora (Figura 2). Assim, a expansao dessas células no cancer
prejudica a resposta imune anti-tumoral e consequentemente facilita a progresséo da

doenga (GROTH et al., 2019).
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Figura 2. Fungbes imunossupressoras mediadas pelas MDSCs (retirado de GROTH

et al. 2019).

Dentre a ampla gama de mecanismos imunossupressores demonstrados em

células humanas e modelos animais, as MDSCs sao capazes de suprimir a

21



proliferagao e inibir a ativagédo de linfécitos T efetores (BAUMANN et al., 2020; BIAN
et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2004). Isso ocorre por meio da deplecdo de
metabdlitos essenciais como a arginina e o triptofano, através da atividade das
enzimas arginase e IDO, além do sequestro da cistina, um precursor da cisteina,
aminoacido necessario para a viabilidade dos linfécitos T (GROTH et al., 2019;
RODRIGUEZ et al., 2004). Além disso, as MDSCs paralisam as atividades dos
linfocitos T através da transferéncia do metabdlito metilglioxal, e da expressao de
moléculas inibitérias como o checkpoint imune PD-L1 (BAUMANN et al., 2020;

GROTH et al., 2019).

Ademais, as MDSCs liberam espécies reativas de oxigénio (EROs) e 6xido
nitrico (NO), através da atividade das enzimas NAPDH oxidase e 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS), respectivamente (GROTH et al., 2019). As EROs podem se
combinar com o NO e formar peroxinitritos (ONOO"), que causam a nitragdo de
residuos de tirosina na membrana de linfocitos T, induzindo a dissociacdo do
complexo TCR-CD3 e prejudicando a interagao fisica entre o TCR e CD8, o que
resulta no impedimento da resposta antigeno-especifica pelos linfocitos (NAGARAJ

et al., 2010).

Outro mecanismo utilizado pelas MDSCs €& a producdo da molécula
imunossupressora adenosina, através da expressdao das ectoenzimas CD39,
responsavel por metabolizar o ATP a AMP, e CD73, que converte o AMP em
adenosina (GROTH et al., 2019). A adenosina, por sua vez, inibe a proliferacéo
celular, a producéao de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y e TNF-a, e a expressao
de moléculas efetoras como perforina e Fas ligante de linfécitos T (HOSKIN et al.,

2008). A reducdo da frequéncia de MDSCs CD39*CD73" circulantes devido ao
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tratamento com metformina aumentou a fungao pro-tumoral de linfécitos T, o que foi
correlacionado com uma maior sobrevida de pacientes diabéticas com cancer de

ovario (LI et al., 2018).

Apesar de sua principal atividade supressora ser sobre linfécitos T, as MDSCs
ainda inibem as fungdes citotoxicas, a produgao de citocinas e a transdug¢éao de sinal
por células NK, o que é causado pelo menos em parte, pela liberagdo de NO
(ELKABETS et al., 2010; STIFF et al., 2018). Além disso, as MDSCs s&o capazes de
impedir a maturagdo de células dendriticas, promover a reducao do uptake de
antigenos, mudar o padrédo de produgdo de citocinas destas células para um perfil
anti-inflamatério, bloquear a habilidade de induzir linfécitos T produtores de IFN-y,
além de inibir a apresentacdo cruzada de antigenos (POSCHKE et al., 2012; UGOLINI

et al., 2020).

Ainda, estudos demonstram que as MDSCs promovem a expansao € o
recrutamento de outras populagdes regulatorias ou anti-inflamatérias. As MDSCs
induzem linfécitos T regulatérios em um mecanismo dependente de IL-10 e IFN-y,
além de aumentar seu recrutamento possivelmente através de quimiocinas como
CCL5 (HUANG et al., 2006; SCHLECKER et al., 2012). Além disso, a produgéo de IL-
10 por estas células também promove a mudancga do perfil de macréfagos para M2-

like, caracterizado por fungdes anti-inflamatérias (BEURY et al., 2014).

Por fim, além de proteger o tumor da agdo do sistema imune, as MDSCs
favorecem a progressao do cancer de diferentes maneiras. Estas células produzem
fatores de crescimento como bFGF e VEGF, além da metaloproteinase de matriz 9
(MMP9), importantes mediadores da remodelacao tecidual necessaria para a invasao

e estabelecimento de células tumorais (LECHNER; LIEBERTZ; EPSTEIN, 2010;
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TARTOUR et al., 2011; YAN et al., 2010). As MDSCs estdo associadas a formagéao
do nicho pré-metastatico, e através da produgao de MMP9, promovem a remodelacao
do microambiente vascular por meio da degradacédo da matriz extracelular e indugéo
de capilarizagao aberrante, ao passo que a deplecdo de MMP9 diminui a formacgao
de metastase (YAN et al., 2010). Por ultimo, as MDSCs s&o capazes de induzir um
fendtipo similar a células-tronco em células tumorais, contribuindo para a transigcéo
epitélio mesenquimal (EMT do inglés epithelial-to-mesenchymal transition), fenbmeno
importante para a invaséo do tecido pelo cancer (CUI et al., 2013; TOH et al., 2011).
Isso ocorre através da inducdo da expressdo de genes associados a EMT, e da
producdo de moléculas como TGF-B, EGF e HGF pelas MDSCs, o que é
concomitante com um aumento na incidéncia de tumor e metastase (CUl et al., 2013;

TOH et al., 2011).

1.2.1.1. MDSCs na Leucemia Mieloide Aguda

Diversos trabalhos ja relataram que a frequéncia de MDSCs esta elevada em
pacientes com LMA (PYZER et al., 2017; SUN et al., 2015; WANG et al., 2020). Pyzer
e colaboradores demonstraram que o cultivo de blastos de pacientes com LMA
juntamente com células mononucleares do sangue periférico (PBMC) induz a
expansédo de MDSCs CD11b*HLA-DR", e que a proliferagdo promovida pela linhagem
celular THP-1 é dependente da indugdo da expressdo de c-myc pela oncoproteina
MUC1 presente nas vesiculas extracelulares derivadas das células neoplasicas

(PYZER et al., 2017).

Além disso, a frequéncia elevada de blastos MDSCs-like CD11b*CD33*HLA-

DR na medula éssea foi relatada como um fator preditivo de menor sobrevida em
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pacientes com LMA (HYUN et al., 2020). Em concordéncia com isso, Wang e
colaboradores reportaram que a frequéncia de M-MDSCs CD45*CD14*HLA-DR-
circulantes no momento do diagnostico estava aumentada em pacientes que néo
atingiram remissdo completa, e estava associada a uma menor sobrevida (WANG et
al., 2020). Uma analise multivariada confirmou o valor prognostico independente dos
niveis de M-MDSCs CD45*CD14*HLA-DR"°* no sangue periférico de pacientes com
LMA, que predizem uma menor sobrevida. Entretanto, os mesmos autores relataram
que pacientes que tiveram uma diminuicao na frequéncia de M-MDSCs apés a terapia
de inducdo apresentaram menor sobrevida em comparagdo aos pacientes que
tiveram um aumento destas células (PETERLIN et al., 2022). Por outro lado, em
pacientes que atingem remissao completa, o numero de MDSCs CD33*CD11b*HLA-
DR diminui significativamente apds o tratamento, o que ndo é observado naqueles

com remissao parcial ou que ndo atingem a remiss&o (SUN et al., 2015).

Os trabalhos avaliando MDSCs em pacientes com LMA focaram
majoritariamente em fenotipos generalistas de células mieloides ou fendtipos
associados com M-MDSCs, resultando em uma lacuna de dados sobre o valor
prognostico e potenciais marcadores de PMN-MDSCs na LMA. Além disso, posto que
a LMA é uma forte candidata para abordagens que incluam imunoterapias, e que
apresenta diversos mecanismos de evasao imune que podem prejudicar o resultado
deste tipo de tratamento, sdo necessarios estudos que elucidem o perfil de células
imunes em pacientes com LMA, bem como a associagcado destes componentes com o

prognostico desses pacientes (BARRETT, 2020; TETTAMANTI et al., 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o valor preditivo da frequéncia de M-MDSCs, PMN-MDSCs e do
enriquecimento de estagios maturativos de neutrofilos da medula 6ssea de pacientes

com Leucemia Mieloide Aguda em relacao a fatores progndésticos da doenca.

2.2 Objetivos especificos

I.  Verificar as frequéncias de estagios maturativos de neutréfilos, de PMN-
MDSCs e M-MDSCs na medula 6ssea do paciente com LMA e relacionar com
a estratificacao de risco, a resposta ao tratamento de inducéo e a presenca ou

auséncia de alteracdes cariotipicas e da mutagao FLT3-ITD.

II.  Avaliar o impacto do enriquecimento dos estagios maturativos de neutrdfilos e

dos niveis de PMN-MDSCs e M-MDSCs na sobrevida de pacientes com LMA.

lll.  Avaliar a CD36 como potencial marcador de PMN-MDSCs em pacientes com

LMA a partir de sua significancia clinica.
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4. DISCUSSAO GERAL

A caracteristica inata da LMA, sua policlonalidade, assim como suas funcdes
adquiridas durante a tumorigénese devido ao surgimento de mutagdes impulsionado
por pressdes seletivas, a torna uma doenga com forte carater imunoevasivo
(BARRETT, 2020). Além disso, o conhecimento de que o transplante alogénico de
células tronco hematopoiéticas tem capacidade de controlar a progressao da LMA,
aumentar a sobrevida e reduzir a taxa de recidiva através do efeito do enxerto contra
leucemia, encoraja o uso de abordagens imunoterapéuticas na LMA (BARRETT,
2020; CORNELISSEN et al., 2012; KAYSER et al., 2020). Nesse contexto, o uso de
anticorpos monoclonais como o gentuzumabe ozogamicina, um anticorpo anti-CD33
conjugado com farmacos ja foi aprovado, e outras alternativas como anticorpos
biespecificos e inibidores de checkpoints estdo em fase de testes (ISIDORI et al.,
2021). Assim, o papel dos componentes imunes do microambiente neoplasico da LMA
vem sendo estudado nos ultimos anos como uma tentativa de criar novas

imunoterapias para a doenca (TETTAMANTI et al., 2022).

Assim, posto que as MDSCs sao reconhecidamente um elemento central para
a evasdo imune tumoral, neste trabalho, buscamos elucidar o potencial valor
prognostico destas células em pacientes com LMA (LI et al., 2021). Entretanto, a falta
de definicdo de um fendtipo padrao para caracterizar MDSCs e de informagdes sobre
seu estagio maturativo € um grande empecilho para a realizagdo de estudos como
estes (BRONTE et al., 2016). Assim, avaliamos o enriquecimento dos estagios de
maturacao dos neutrofilos dos pacientes com LMA, utilizando os marcadores CD11b

e CD16, com o intuito de encontrar possiveis diferengas na frequéncia de algum dos
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compartimentos maturativos entre pacientes estratificados de acordo com fatores
prognosticos. A significancia clinica do aumento da frequéncia de um dos
compartimento em pacientes que possuem um prognostico ruim, pode indicar a
expansdo de MDSCs, uma vez que varios trabalhos ja relataram o aumento dessas
células em pacientes com menor taxa de remissdo e pior sobrevida na LMA e em

outros tipos de cancer (HYUN et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2016).

De acordo com a teoria da hematopoiese de emergéncia, primeiramente
descrita para a origem das MDSCs, estas células surgem a partir de alteragdes na
mielopoiese causadas por condigdes de inflamagao cronica presentes em patologias
como o cancer (LI et al., 2021; VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018). Em
condigdes fisioldgicas, o dano tecidual ou infecgdes induzem sinais como ligantes de
TLR (Toll-like receptor), padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs -
pathogen-associated molecular patterns) e padroes moleculares associados a danos
(DAMPS - damage-associated molecular patterns), os quais mobilizam rapidamente
as ceélulas mieloides da medula 6ssea. Isso resulta na ativagao classica de mondécitos
e granulécitos, que tem curta duragao e termina com a eliminagado do patégeno ou
ameaga (LI et al., 2021). Entretanto, na inflamagdo nao-resolvida presente nas
condicbes do cancer, os sinais de ativagcdo da hematopoiese séo relativamente
fracos, porém com uma longa duracdo (VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).
Os mediadores da expansao e ativagcédo patolégica dos precursores mieloides s&o
comumente classificados em dois grupos: o primeiro grupo consiste principalmente
de fatores de crescimento produzidos pelas células cancerosas e pelo estroma da
medula 6ssea como GM-CSF, G-CSF, M-CSF, S-SCF, VEGF, e é responsavel pela
proliferagdo das células mieloides imaturas; o segundo grupo de mediadores €

responsavel pela conversao das células mieloides imaturas em MDSCs no tumor, ou
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sua ativagao patoldgica, e € composto principalmente por citocinas como IFN-y, IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-13, TNF-a, TGFf, e outros fatores soluveis como prostaglandina E2
(PGE2), HMBG1, S100A8 e S100A9 (LI et al., 2021; VEGLIA; PEREGO;
GABRILOVICH, 2018). Essa teoria sustenta que as MDSCs sao células imaturas que

surgem logo no inicio da diferenciagéo de células mieloides (Figura 3).
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Figura 3. Diferenciacédo e acumulo de MDSCs de acordo com o modelo da

hematopoiese de emergéncia. (Retirado de VEGLIA et al. 2018).

De acordo com esse modelo, Brandau e colaboradores relataram que a
porcentagem de PMN-MDSCs SSC"s"CD66b* com caracteristicas de granuldcitos
imaturos esta elevada no sangue periférico de pacientes com diversos tipos de
tumores soélidos em comparacéao a individuos saudaveis (BRANDAU et al., 2011). A
partir da observagdo da morfologia nuclear dessas células, os autores as
descreveram como uma populacdao em diferentes estagios de diferenciacdo de

neutrofilos imaturos, variando de células com morfologia mielocitica, metamielocitica
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e de banda. Além disso, as PMN-MDSCs apresentaram menor nivel de apoptose e
menor capacidade migratoria em resposta ao meio condicionado de células tumorais
quando em comparagcdo a neutrofilos classicos dos mesmos doadores. Esses
resultados indicam que estas células possuem um perfil imaturo, uma vez que
neutrofilos classicos entram em apoptose logo apds a maturagao e s&o as primeiras
a migrar em resposta a estimulos inflamatérios (BRANDAU et al., 2011; GEERING;
SIMON, 2011; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Entretanto, o mesmo trabalho
demonstrou que os pacientes possuiam niveis variaveis de populagdes CD11b-CD16"

, CD11b*CD16- e CD11b*CD16" (BRANDAU et al., 2011).

Em concordancia, a analise morfologica de PMN-MDSCs
SSChehCD33*CD11b*CD14-CD64-CD15* também revelou uma mistura heterogénea
de populagdes com morfologias mielocitica e do tipo banda, porém com
predominancia de células polimorfonucleares, caracteristica de neutréfilos maduros.
E interessante salientar, entretanto, que a analise de células CD15* de baixa
densidade de PBMCs de individuos saudaveis, pacientes com cancer de mama,
melanoma e sepse, demonstrou que o0s pacientes com cancer possuiam uma
subpopulagao unica caracterizada pela downregulacdo dos marcadores associados

a maturidade de neutréfilos CD45, CD13 e CD10 (MEHMETI-AJRADINI et al., 2020).

Nés observamos que pacientes que atingiram remissdo completa possuem
menor porcentagem de neutréfilos imaturos CD11b-CD16- em comparagcéo a
neutrofilos maduros CD11b*CD16*. Esse resultado esta em concordancia com os
trabalhos que caracterizam PMN-MDSCs como uma populagao imatura, pois a menor
frequéncia de neutrofilos imaturos parece ser favoravel para a resposta ao tratamento.

Notavelmente, a alta frequéncia de neutréfilos imaturos CD15*CD244-CD16'°" estava
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associada com menor sobrevida geral e sobrevida livre de progressdo em pacientes
com cancer de pulmdo de células ndao pequenas tratados com inibidores de
checkpoint imune (MEZQUITA et al., 2021). Entretanto, apesar desta subpopulacéo
possuir certo grau de imaturidade (CD16'°%), ela ndo inclui células com o fendtipo
ainda mais imaturo CD11b"CD16-, e tanto quanto sabemos, ndo existem outros
trabalhos associando MDSCs deste compartimento a um pior prognostico em

pacientes com cancer.

Contudo, em contrapartida ao conceito de que a populacdo de MDSCs seria
composta primariamente de células imaturas estabelecido pelo modelo de
hematopoiese de emergéncia, alguns pesquisadores sustentam a teoria de que as
MDSCs surgem a partir da reprogramacgao ou ativagao alternativa de mondcitos e
neutrofilos ja maduros, que assumem entdo um perfil imunossupressor (MILLRUD;

BERGENFELZ; LEANDERSSON, 2017; PILLAY et al., 2013).

De acordo, Marini e colaboradores demonstraram que a populagdo de PMN-
MDSCs CD66b*CD339MHLA-DR- de pacientes com linfoma é majoritariamente
composta de células maduras CD11b*CD16*, apesar dos outros subsets CD11b"
CD16 e CD11b*CD16 também estarem presentes (MARINI et al., 2016). Além disso,
a expressao aumentada de CD11b em comparacgao aos neutréfilos CD11b*CD16* de
densidade alta dos mesmos doadores ou de doadores saudaveis sugere um estado
de ativacdo nas PMN-MDSCs. Os autores demonstraram que estas células possuem
o efeito supressor sobre a proliferagdo de linfécitos T, caracteristica funcional
necessaria para confirmar que o fenétipo em questao se trata de PMN-MDSCs. Ainda,

os pacientes com altos niveis de PMN-MDSCs CD66b*CD339m™HLA-DR-
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apresentaram menor sobrevida, apesar dos autores nao terem encontrado

associagao de nenhum dos compartimentos de maturagao com fatores prognésticos.

Na mesma linha, PMN-MDSCs CD14CD66b*CD339MHLA-DR"°% de
pacientes com cancer de cabecga e pescogo sdo compostas de células CD11b-CD16"
, CD11b*CD16- e CD11b*CD16*, o que foi confirmado pela analise da morfologia
nuclear. Das trés subpopulagdes, apenas a populagdo madura estava associada a
uma pior sobrevida nos pacientes, além de ser a subpopulagdo com maior capacidade
imunossupressora (LANG et al., 2018). Entretanto, o mesmo trabalho relatou que a
infiltrac&o de células CD15"MPO- com uma morfologia imatura do tipo blasto no tumor
estava associada com o marcador de MDSCs S100A9, e demonstrou uma tendéncia
de correlacdo com menor sobrevida livre de recidiva em uma coorte de cancer de
mama. O mesmo foi observado em um estudo com pacientes com mieloma multiplo,
que demonstrou que as PMN-MDSCs destes pacientes se encontram no
compartimento maduro CD11b*CD13*CD16"* baseado na significancia clinica destas
células, que estavam associadas com menor sobrevida livre de progresséo, além de
possuirem a atividade imunossupressora mais forte quando comparado as células

intermediarias ou imaturas (PEREZ et al., 2020).

Um estudo muito interessante de Sagiv e colaboradores analisou as
caracteristicas de neutrofilos de alta densidade (HDN do inglés high density
neutrophils) e neutrdéfilos de baixa densidade (LDN do inglés low density neutrophils)
do sangue periférico de pacientes com cancer de mama e de pulméo, baseado no
conhecimento de que as MDSCs co-purificam com as células de baixa densidade na
centrifugacéo por gradiente de densidade (BRONTE et al., 2016). Os LDNs CD66b*

dos pacientes estavam aumentados em comparacao a individuos saudaveis, além de
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apresentarem maior expressao de CD11b e CD66b em comparacdo aos HDNs
(neutrdfilos classicos) dos mesmos pacientes, sugerindo um fenétipo ativado (SAGIV
et al., 2015). Ainda, os LDNs dos pacientes consistem de células heterogéneas com
morfologia imatura e madura, ao passo que as HDNs dos mesmos pacientes
possuem uma morfologia homogénea madura. Curiosamente, no mesmo trabalho,
através do rastreio de HDNs e LDNs marcados em camundongos, os autores
observaram que os LDNs deixam a medula 6ssea rapidamente, enquanto os HDNs
necessitam de 24 horas adicionais para maturar e deixar a medula. Ainda, os HDNs
sdo capazes de mudar para a fragdo dos LDNSs, sugerindo que os LDNs consistem
de PMN-MDSCs imaturas que deixam a medula 6ssea precocemente, além de
neutrofilos ja maduros presentes na fragdo de alta densidade que mudam para a
fragdo de baixa densidade ao longo do tempo. De fato, os LDNs apresentaram menor
atividade antitumoral e maior atividade imunossupressora, consistente com o perfil de
MDSCs. Ainda, a transigao de HDNs a LDNs é observada apenas em camundongos
com tumores em estagios avangados, demonstrando que esta mudanca é
provavelmente mediada por uma longa exposi¢gao a citocinas e quimiocinas do

microambiente tumoral.

Os trabalhos que caracterizam as PMN-MDSCs como células maduras estao
de acordo com nosso resultado de que pacientes com LMA que apresentam baixa
razdo de células CD11b"CD16/CD11b*CD16* possuem menor sobrevida geral. E
importante salientar que a exclusdo de pacientes com APL resultou em perda de
significancia da analise, possivelmente devido a redugdo do numero amostral ou ao
bom prognéstico comum a APL (WANG; CHEN, 2008). Contudo, o dado de sobrevida
entra em conflito com a observacéo de que pacientes que atingem remissao completa

possuem menor frequéncia de neutrdfilos imaturos, posto que isso indica um possivel
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impacto negativo das células duplo-negativas para a resposta ao tratamento, um

efeito ja observado para M-MDSCs em pacientes com LMA (WANG et al., 2020).

Dessa forma, as PMN-MDSCs parecem ser, na verdade, uma populacao
altamente heterogénea com células em diferentes estagios maturativos
caracterizados pela expressao de diferentes marcadores, além de potencialmente
apresentarem um estado de ativagao especifico (VEGLIA et al., 2021). Entretanto,
apenas PMN-MDSCs com fendtipo maduro impactaram negativamente na sobrevida
de pacientes com cancer, em concordancia com nosso trabalho (LANG et al., 2018;
PEREZ et al., 2020). Além disso, apesar de haver trabalhos relatando o impacto
prognostico de fatores como a raz&o de neutrofilos sobre linfécitos na LMA, a literatura
carece de dados sobre a influéncia de diferentes estagios maturativos de neutrofilos
na progressao desta doenga (ZHANG et al., 2021). Assim, estudos prospectivos com
maior numero amostral sdo necessarios para avaliar o impacto destas subpopulagdes
no prognostico de pacientes com LMA, bem como para definir a expressédo dos

marcadores de maturidade de PMN-MDSCs no contexto dessa doenca.

Na tentativa de encontrar marcadores que diferenciam PMN-MDSCs de suas
células analogas, Al-Khami e colaboradores demonstraram que a CD36 esta
upregulada em PMN-MDSCs do tumor de pacientes com adenocarcinoma de colo e
carcinoma de células renais, quando em comparacado aos neutrofilos classicos dos
mesmos pacientes ou de individuos saudaveis (AL-KHAMI et al., 2017). A CD36 &
uma glicoproteina transmembrana com fungéo de translocase de acidos graxos, e no
cancer, exerce uma funcido pro-tumoral induzindo o crescimento do tumor, o
surgimento de metastases e aumentando a resisténcia através da regulagdo do

metabolismo de lipidios (RUAN; MENG; SONG, 2022; WANG,; LI, 2019). Além disso,
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ela é expressa por diversas células imunes como macrofagos, MDSCs, linfécitos T
regulatorios e células apresentadoras de antigeno, participando da modulagcédo da
imunidade tumoral (RUAN; MENG; SONG, 2022; WANG; LI, 2019). Na LMA, a
expressédo de CD36 nos blastos esta associada com menor sobrevida e maior risco
de recidiva (PEREA et al., 2005). Além disso, blastos de LMA resistentes ao
tratamento com citarabina upregulam CD36 e apresentam um perfil de alta oxidagao
de acidos graxos e fosforilagdo oxidativa, o que esta associado com uma pior resposta
ao tratamento (FARGE et al., 2017). Ainda, o bloqueio de CD36 aumentou a
citotoxicidade da citarabina em blastos de LMA in vitro e em um modelo animal

(ZHANG et al., 2022).

A expressao de CD36 em PMN-MDSCs é induzida por fatores soluveis do
microambiente tumoral como G-CSF, GM-CSF e IL-6, aumentando a captagao e o
acumulo de lipidios e o metabolismo oxidativo. Isso ocorre em paralelo com um
aumento da expressao das enzimas arginase e iINOS e da capacidade de supresséo
da proliferagdo de linfocitos T (AL-KHAMI et al., 2017). No presente trabalho,
observamos que a frequéncia de PMN-MDSCs CD45*CD33"°“HLA-DR-CD36" esta
elevada em pacientes com LMA de risco adverso quando comparado ao grupo de
risco intermediario. Entretanto, a analise ndo atingiu significancia estatistica em
comparagao aos pacientes de risco favoravel, o que acreditamos que seja devido ao
pequeno numero amostral deste grupo (n=7). O mesmo ocorre quando retiramos os
pacientes com APL da analise, possivelmente devido ao mesmo efeito de reducéo do
tamanho amostral. Entretanto, considerando que MDSCs estao associadas a um pior
prognostico, o resultado da analise de toda a coorte de LMA indica a CD36 como um

potencial marcador de PMN-MDSCs no contexto da LMA, dada a sua relevancia

73



clinica e caracterizagado imunofenotipica em outros tipos de cancer (AL-KHAMI et al.,

2017; ZHANG et al., 2016).

O aumento do efeito antitumoral promovido pelo nocaute de CD36 em modelos
animais de cancer de colo e carcinoma de pulméo é dependente de linfocitos T (AL-
KHAMI et al., 2017). De fato, € amplamente conhecido que o efeito imunossupressor
das MDSCs é majoritariamente exercido sobre estas células (GROTH et al., 2019).
Corroborando com a frequéncia de PMN-MDSCs, demonstramos que a razao PMN-
MDSCsl/linfocitos T esta aumentada em pacientes do grupo de risco adverso, desta
vez em comparagao ao grupo de risco intermediario e favoravel, na analise da coorte
completa. Apesar da elevada razdo PMN-MDSCsl/linfocitos T em pacientes do risco
adverso nao representar uma relacdo de causalidade, posto que a estratificagcao de
risco € definida primariamente no momento do diagndstico do paciente, € possivel
que as PMN-MDSCs estejam exercendo funcgdes pré-tumorais ja no inicio do
desenvolvimento da LMA, como ja relatado em outros modelos de cancer (MEHMETI-
AJRADINI et al., 2020; VEGLIA et al., 2021). Além disso, as PMN-MDSCs induzem a
disfuncao de linfocitos T de diversas maneiras, dentre elas a liberagdo de espécies
reativas de oxigénio, peroxinitritos e produgdo de fatores como PGE2 e arginase
(VEGLIA; SANSEVIERO; GABRILOVICH, 2021). Em concordéncia com isso, estudos
relatam uma associagao entre a disfungao de linfécitos T e falha na resposta ao
tratamento e menor sobrevida na LMA (KONG et al., 2016; TANG et al., 2020).
Coincidentemente, pacientes com LMA do grupo de risco adverso demonstraram

maior porcentagem de linfécitos T CD8* senescentes (TANG et al., 2020).

Assim, posto que o CD36 esta envolvido na malignidade da LMA e associado

com um pior progndstico nos pacientes com essa doenga, nossos resultados
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incentivam futuros trabalhos buscando estratégias imunoterapéuticas que tenham
como alvo a CD36 de células PMN-MDSCs (FARGE et al., 2017; PEREA et al., 2005;

ZHANG et al., 2022).

Em uma coorte de LMA, foi demonstrada a presencga de blastos MDSC-like
com o fendtipo CD45*CD11b*CD33"HLA-DR" na medula éssea dos pacientes. Esta
subpopulagao expressava niveis elevados das enzimas arginase e iINOS, e foi capaz
de diminuir a citotoxicidade de linfécitos T CD8"* sobre a linhagem celular de LMA
NB4, bem como de suprimir a proliferagao dos linfécitos T, quando em comparagao
aos blastos ndo MDSC-like. Esta populacao estava associada a estratificagao de risco
adversa dos pacientes, e era composta por uma maioria de células CD14*. De acordo,
nos relatamos uma maior frequéncia de M-MDSCs CD45*CD14*HLA-DR-, bem como
uma maior razdo M-MDSCs/linfécitos T no grupo de risco adverso na analise de toda
nossa coorte. A estratificacdo de risco dos pacientes com LMA é definida
principalmente por caracteristicas citogenéticas (DOHNER et al., 2017).
Curiosamente, Pyzer e colaboradores observaram que em alguns pacientes com
LMA, as MDSCs possuem uma origem em comum com o0s blastos, pois apresentam

as mesmas anomalias citogenéticas presentes nos clones (PYZER et al., 2017).

Em tempo, as M-MDSCs utilizam mecanismos como liberacdo de NO e
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-[3, além da expressao de moléculas
inibitérias como PD-L1 para induzir a apoptose e disfuncdo de linfocitos T (VEGLIA;
SANSEVIERO; GABRILOVICH, 2021). A deplecdo de M-MDSCs de PBMCs de
pacientes com LMA previamente ao tratamento com o anticorpo biespecifico anti-
CD33 (BiTe - Bispecific T-cell engaging antibody) AMG 330 aumentou a lise dos

blastos mediada pelo anticorpo in vitro (JITSCHIN et al., 2018). Além disso, apesar
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de na nossa coorte ndo termos encontrado significancia estatistica na diferenga de
sobrevida entre pacientes com alta e baixa frequéncia de M-MDSCs, Peterlin e
colaboradores demonstraram que a alta porcentagem de M-MDSCs
CD45*CD33*CD11b*CD14*HLA-DR"°" no sangue periférico de pacientes com LMA
no momento do diagndstico é um fator preditivo independente para menor sobrevida
(PETERLIN et al., 2022). Ainda, pacientes com baixa frequéncia destas células
apresentaram menor taxa de recidiva apos atingir remissao (PETERLIN et al., 2022).
Possivelmente, ndo encontramos diferenga estatistica na analise de sobrevida devido
ao baixo numero amostral e ao pouco tempo de acompanhamento. Contudo, em
conjunto, estes dados encorajam o desenvolvimento de terapias para LMA que

tenham como alvo as M-MDSCs.

Além disso, nossos resultados demonstraram um aumento da porcentagem de
M-MDSCs e da razdo M-MDSCs/linfocitos T em pacientes com a mutagéo FLT3-ITD.
O FLT3 € um receptor tirosina quinase ativado através da dimerizagcdo e
transfosforilagdo induzida por ligantes, o que resulta na proliferagao celular (KIYOI;
KAWASHIMA; ISHIKAWA, 2020). Na mutagdo FLT3-ITD, o dominio justamembrana
possui duplicagdes internas em tandem (ITD do inglés internal tandem duplications)
que resultam em uma ativacdo constitutiva da funcao tirosina quinase, levando
proliferagdo descontrolada dos blastos de LMA (ZHAO et al., 2022). Na LMA, a
mutacdo FLT3-ITD ocorre em aproximadamente 20% dos pacientes, e € um fator
preditivo independente para pior sobrevida (KIYOI; KAWASHIMA; ISHIKAWA, 2020).
Por isso, ela € utilizada para definir o prognostico dos pacientes, além de ser um alvo
de terapias em desenvolvimento na LMA (DOHNER et al., 2017; KIYOI;
KAWASHIMA; ISHIKAWA, 2020; ZHAO et al., 2022). Nesse contexto, resultados

promissores de Chen e colaboradores demonstraram que pacientes com
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oligometastases de varios tipos de cancer tratados com Sunitinibe, um inibidor de
tirosina quinase multi-alvos contra VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR, c-kit, FLT3,
e RET, apresentaram uma reducido da frequéncia de M-MDSCs e seus niveis de
arginase, concomitantemente com um aumento da proliferagcédo de linfécitos T, o que
foi correlacionado com uma diminuigdo de linfécitos T regulatorios em pacientes
responsivos (CHEN et al., 2015). Assim, estes dados incentivam futuros estudos para

elucidar o efeito de inibidores de FLT3 nas MDSCs de pacientes com LMA.

Mesmo os modelos incorporando caracteristicas demograficas, clinicas,
variagbes na resposta ao tratamento e alteragbes citogenéticas como fatores
preditivos para a sobrevida dos pacientes com LMA, possuem uma probabilidade de
acerto de 75 a 80% (DOHNER et al., 2017). Assim, dada a significancia clinica de M-
MDSCs e PMN-MDSCs na LMA constatada neste trabalho, nossos resultados
estimulam futuros trabalhos que busquem confirmar o potencial prognostico destas
células. Para isso, é necessario que se defina o cut-off da frequéncia destas células
nos pacientes para definir um valor progndstico. Na LMA, Wang e colaboradores
observaram uma frequéncia média de 4,21% para M-MDSCs em PBMCs dos
pacientes, ao passo que outra coorte apresentou uma mediana de 0,19% de M-
MDSCs em células nucleadas CD45"" do sangue periférico (PETERLIN et al., 2022;
WANG et al., 2020). Jitschin e coautores relataram uma porcentagem média de
28,98% de M-MDSCs dentre os mondcitos CD14+ de pacientes com LMA (JITSCHIN
et al., 2018). Além disso, a contagem absoluta de M-MDSCs por 10%/mL de PBMCs
foi de 0,4687 em uma coorte de 30 pacientes com a mesma doenca (WANG et al.,
2018). Como podemos observar, ndo ha padronizagao nos relatos dos niveis destas
células na LMA, o que dificulta a definicdo de um ponto de corte para a possivel

estratificacdo dos pacientes na pratica clinica. Considerando a excluséo dos blastos
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da analise, nds encontramos uma frequéncia média de 1,090% M-MDSCs na medula
ossea dos pacientes de toda a nossa coorte, enquanto a remogao dos pacientes com
APL resultou em uma média de 1,390%. Para as PMN-MDSCs, a porcentagem média
foi de 0,6723% para todos os pacientes, e de 0,8228% apss a exclusido dos pacientes
com APL. Apesar de alguns trabalhos demonstrarem a expressdo do marcador
caracteristico das PMN-MDSCs CD15 na populacéo geral de MDSCs nos pacientes
com LMA, nao ha relatos da frequéncia exata destas células nesta doenca, o que
também ressalta a falta da definicdo de um imunofendtipo padrao para estas células
(HYUN et al., 2020; PYZER et al., 2017). Notavelmente, nossos resultados
demonstram que nos pacientes com LMA, ha uma maior expansdo de M-MDSCs em
relagdo as PMN-MDSCs, entretanto, em um trabalho com pacientes com diversos
tipos de tumores sdlidos, foi demonstrado que a frequéncia de PMN-MDSCs supera
a de M-MDSCs no céancer (CASSETTA et al.,, 2020). Assim, mais estudos s&o
necessarios para estimar a frequéncia média de MDSCs na medula 6ssea e no
sangue periférico de pacientes com LMA, buscando uma padronizagao na reportagem

destes dados.

5. CONCLUSAO

A caracterizagdo da imunobiologia da LMA, assim como a definicdo da
influéncia dos componentes imunes no desenvolvimento e prognostico da doenga é
de suma importancia para melhorar a sobrevida dos pacientes. Neste trabalho,
indicamos que a baixa razdo de células CD11b-CD16/CD11b*CD16* impacta

negativamente na sobrevida de pacientes com LMA. Ainda, ressaltamos a CD36
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como um potencial marcador de PMN-MDSCs na LMA, além de apontarmos M-
MDSCs e PMN-MDSCs como fatores prognosticos negativos a serem considerados
nesta doenca, apesar da necessidade de estudos prospectivos com maior numero
amostral para confirmar estes dados. Ademais, nosso estudo retrospectivo possui
outras limitagcbes devido a sua natureza, como a impossibilidade de avaliar os
fendtipos ideais das subpopulagdes de MDSCs, e a falta de dados completos para
alguns pacientes. O ultimo fator reduziu nosso poder estatistico em algumas analises,
o que também pode estar influenciando os testes estatisticos excluindo os pacientes
com APL. Dessa forma, se fazem necessarios estudos com maior amostragem para
ambos os grupos, e idealmente, que permitam caracterizar a coorte de acordo com
as recomendagbes da OMS, algo que ainda é inviavel em diversos paises em
desenvolvimento devido aos altos custos dos testes genéticos necessarios. Ainda
assim, nossos resultados sugerem fortemente a realizacdo de trabalhos para
confirmar o potencial prognostico de MDSCs em pacientes com LMA, bem como para
o desenvolvimento de imunoterapias que contemplem estas células como alvo no

futuro.

6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, pretendemos aumentar o numero amostral do nosso
estudo, para que tenhamos maior poder estatistico e possamos concluir com mais
confianca os resultados, assim como estratificar os pacientes por idade e analisar a

coorte de pacientes com APL separadamente devido a sua distinta natureza clinica.
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Além disso, planejamos acrescentar uma analise univariada e multivariada

para confirmar o potencial prognostico das MDSCs.

Ainda, realizaremos um estudo prospectivo, avaliando a frequéncia de MDSCs
na medula 0ssea e no sangue periférico de pacientes com LMA, seu impacto

prognostico e seus mecanismos de imunossupressao.
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ANEXO |

Tabela 1. Fendtipos analisados no trabalho.

Analise da maturagao de neutroéfilos Analise das subpopulacdes de
MDSCs
Neutrofilos Neutrdfilos Neutrofilos PMN-MDSCs M-MDSCs
imaturos intermediarios maduros

Fendétipo CD11b-CD16 CD11b*CD16- CD11b*CD16* CD45'*HLA-DR- CD45*HLA-
CD33vCD36* DR-CD14*
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