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RESUMO

A leucemia linfoide aguda (LLA), possui uma incidéncia bimodal, caracterizada
pela perda de habilidade normal de diferenciacédo e proliferagdo, havendo um
acumulo de células progenitoras linfoides e expansao clonal em medula 6ssea,
sangue periférico e outros tecidos. E a mais comum na infancia e adolescéncia,
tendo diversos fatores associados a sua etiologia. O uso da citometria de fluxo,
em conjunto com a analise morfolégica, € fundamental para o diagndstico e
acompanhamento de tais enfermidades. Nesse contexto, a analise da
expressdo de moléculas na curva maturativa de precursores linfoides normais e
neoplasicos € uma ferramenta que contribui para elucidar o comportamento do
ambiente medular na andlise de Doenca Residual Mensuravel (DRM). A
molécula endoglina (ENG, CD105) € um co-receptor da familia do TGF-B que
desempenha um papel crucial na regulacdo da angiogénese. Apesar de ser
mais conhecida por sua expressao em células endoteliais, a endoglina também
€ expressa nas células-tronco hematopoiéticas (CTH) e recentemente tem sido
sugerida como marcador de mau prognostico para pacientes pediatricos com
LLA de células precursoras B (LLA-cpB). Neste contexto, o presente trabalho
avaliou a expressdo do CD105 em precursores normais de células B, também
denominados de hematogbnias, e em blastos leucémicos de pacientes
pediatricos com LLA-cpB. O estudo foi realizado em amostras de pacientes
onco-pediatricos do Hospital Aristides Maltez, Martagdo Gesteira e Santa Casa
de Itabuna, utilizando painéis pré-definidos para a analise da expressdo do
CD105. A aquisicdo dos eventos foi realizada no citbmetro de fluxo BD
FACSCalibur e as analises realizadas no software Infinicyt™ 9 1.8. As amostras
dos pacientes, avaliados ao diagnéstico ou durante DRM, foram analisadas
individualmente quanto a presenga ou auséncia da expressdo antigénica de
cada marcador utilizado na citometria de fluxo. O CD105, ao diagnostico, foi
expresso em 73,33% dos pacientes com LLA-cpB, tendo a maior expressao nos
blastos leucémicos. J& quando comparado com DRM, a maior expressao foi nas
hematogbnias em DRM negativa (67,28%), com média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) de 87,26. Quando analisado individualmente (paciente 1),
0os blastos tiveram uma maior expressao e MIF, 21,56% e 26,14,

respectivamente. CD105 pode ser considerado um potencial marcador
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progndstico para deteccédo de resposta a terapia de inducdo na infancia LLA-B,
e pode servir para otimizar as decisdes para tratamento.
Palavras-chave: Leucemia Linfoblastica Aguda B, pediatrico, CD105,

imunofenotipagem.

ABSTRACT

Acute lymphocytic leukemia (ALL) has a bimodal incidence, characterized by
loss of normal ability to differentiate and proliferate, with an accumulation of
lymphoid progenitor cells and clonal expansion in bone marrow, peripheral
blood, and other tissues. It is the most common in childhood and adolescence,
with several factors associated with its etiology. The use of flow cytometry, in
conjunction with morphological analysis, is essential for the diagnosis and follow-
up of such diseases. In this context, the analysis of the expression of molecules
in the maturation curve of normal and neoplastic lymphoid precursors is a tool
that contributes to elucidating the behavior of the medullary environment in the
analysis of Measurable Residual Disease (MRD). The endoglin molecule (ENG,
CD105) is a co-receptor of the TGF-B family that plays a crucial role in the
regulation of angiogenesis. Although best known for its expression in endothelial
cells, endoglin is also expressed in hematopoietic stem cells (HSC) and has
recently been suggested as a marker of poor prognosis for pediatric patients with
B Cell Precursor ALL (BCP-ALL). In this context, the present work evaluated the
expression of CD105 in normal precursors of B cells, also called hematogonia,
and in leukemic blasts from pediatric patients with BCP-ALL. The study was
carried out on onco-pediatric patients samples from Hospital Aristides Maltez,
Martagdo Gesteira, and Santa Casa de Itabuna, using pre-defined panels for the
analysis of CD105 expression. Events were acquired using a BD FACSCalibur
flow cytometer and analyzes were performed using the Infinicyt™ 9 1.8 software.
Patient samples, evaluated at diagnosis or during MRD, were individually
analyzed for the presence or absence of antigenic expression of each marker

used in flow cytometry. CD105, at diagnosis, was expressed in 73.33% of



patients with BCP-ALL, with the highest expression in leukemic blasts. When
compared with MRD, the highest expression was in hematogonia in negative
MRD (67.28%), with a mean MFI of 87.26. When analyzed individually (patient
1), the blasts had a higher expression and MFI, 21.56 and 26.14, respectively.
CD105 can be considered a potential prognostic marker for the detection of
response to induction therapy in childhood BCP-ALL, and may serve to optimize
treatment decisions.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia B, pediatric, CD2105,

immunophenotyping..
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1. INTRODUCAO

As leucemias agudas (LA) sdo neoplasias mais comuns na infancia,
representando 25-35% dos casos em criangcas abaixo de 15 anos em paises
desenvolvidos (PARKIN et al., 1988). No Brasil, estudos desenvolvidos pelo grupo
de pesquisa do INCA mostram que existem diferencas regionais importantes nas
taxas de incidéncia de LA, que demandam estudos sobre a etiologia da doenca
(REIS et al., 2011 e 2016), tendo sido observada para LA, uma taxa de incidéncia
ajustada por idade de 53,3 por milhdo em criancas de 0-14 anos. Em Salvador foi
observada uma taxa de incidéncia de 25,6 casos por milhdo em criancas de 0-14
anos, e entre criangas com menos de 5 anos uma taxa de 44,8 por milh&o. Poucos
estudos foram realizados avaliando a populagcdo do estado de maneira mais
especifica. Um trabalho publicado pelo grupo de pesquisa do IGM (CEZAR et al.,
2015), sugere que o perfl imunofenotipico e  prognéstico em
pacientes pediatricos LLA-B do estado estdo relacionados a mistura racial, além de
mostrar uma sobrevida global em 6 anos de 67,5% nessa populacdo, que esta

abaixo do encontrado em paises com maior nivel socioeconémico (PUI et al., 2015).

A leucemia linfoide aguda (LLA), também conhecida como leucemia
linfoblastica aguda, € uma neoplasia hematolégica maligna, que se possui uma
incidéncia bimodal (dois picos), o primeiro na infancia e o segundo por volta dos 50
anos, caracterizada pela perda de habilidade normal de diferenciacéo e proliferacéo,
havendo um acumulo de células progenitoras linfoides e expansao clonal em medula
0ssea, sangue periférico e outros tecidos (JABBOUR et al., 2015). A LLA é a mais
comum na infancia e adolescéncia, sendo sua maior ocorréncia em homens (INCA,
2020). A classificagcdo como leucemia ocorre com presenca de mais de 20% de

blastos neoplasicos em medula 6ssea e/ou sangue periférico (WHO, 2017).

Diferentes fatores podem estar diretamente associados a etiologia das LLA,
incluindo fatores genéticos, imunolégicos e ambientais (WIEMELS, 2012). O uso da
citometria de fluxo, em conjunto com a analise morfologica, é fundamental para o
diagndstico e acompanhamento de tais enfermidades. Protocolos quimioterapicos

podem levar a remissdo da leucemia, mas eventos refratarios e recidivas da



patologia podem ocorrer, sendo essencial o0 monitoramento da resposta terapéutica.
Tal acompanhamento € realizado através da avaliacdo da Doenca Residual Minima
(DRM), um protocolo de rotina que permite a identificacdo da presenca de blastos
leucémicos em niveis muito baixos durante o tratamento, possibilitando a adequacéo
do tratamento para baixo ou alto risco, e a indicagdo para transplante de medula
0ssea, quando necessario. Nesse contexto, a andlise da expressédo de moléculas na
curva maturativa de precursores linféides normais e neoplasicos € uma ferramenta
gue contribui para elucidar o comportamento do ambiente medular na analise de
DRM (PETERS et al, 2011).

A molécula endoglina (ENG, CD105) € um co-receptor da familia do TGF-8
(do inglés Transforming growth factor f) que desempenha um papel crucial na
regulacdo da angiogénese (COSIMATO et al, 2018). Apesar de ser mais conhecida
por sua expressdo em células endoteliais, a endoglina também € expressa nas
células-tronco hematopoiéticas (HSC) (PRONK et al., 2007; CHEN et al., 2002). Em
2017, um estudo utilizando modelo de xenotransplante mostrou que os blastos
positivos para endoglina (CD105) obtidos de pacientes com leucemia, apresentam
maior capacidade leucemogénica do que blastos CD105 negativos. Outro trabalho
muito recente sugere CD105 como marcador de mau progndéstico para pacientes
pediatricos com LLA de células B (LLA-B) (ELKHOLY ET AL, 2021).Neste contexto,
0 presente trabalho pretende avaliar a expressdo do CD105 em precursores normais
de células B, também denominadas de hematogbnias, e em blastos leucémicos de

pacientes pediatricos com LLA-B.

Durante a ontogénese de células B observam-se que algumas substancias,
como as interleucinas, sdo responsaveis pela modulacdo na expressdo de
marcadores, sendo o CD19 de membrana o mais precoce e que perde sua
expressdo apenas nos plasmacitos. Outros marcadores caracterizam cada fase de
maturacdo das células, nas imaturas pode-se observar o CD34, TdT, CD22, CD34,
CD10, CD45, CD19, e em células maduras CD19, CD20, CD22, CD45, SmigM;
sendo o0s principais marcadores de células B o CD19, CD20, CD22 e CD79a
(ZAGO,2013). A fungao imune tem sido associada a probabilidade de sobrevivéncia
em varias doencas, incluindo doencas autoimunes, doengas infecciosas, tumores

sélidos, doenga de Alzheimer e leucemia. A interagao entre o sistema imunoldgico e



a LLA é complexa e abrange diversas células e citocinas. Alteragdes na expressao
dessas citocinas podem ter um importante papel na imunopatogénese da LLA
(GALLEGOS- ARREOLA et al., 2013).

O Fator de Crescimento Transformante-B (em inglés Transforming Growth
Factor- beta, TGF-8 ) € o membro fundador de uma grande familia de fatores de
crescimento de polipeptidios segregados, constituido por mais de 30 membros em
seres humanos, incluindo isoformas do TGF-8 (TGF-B 1, TGF-B 2, TGF-B 3), ativinas
e outras proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) (SCHMIERER; HILL, 2007). A
familia TGF-B constitui um conjunto multifuncional de citocinas que regulam uma
surpreendente variedade de processos celulares durante e além do
desenvolvimento. No organismo, os membros do TGF-8 regulam o tecido
homeostase e regeneragao (GORDON et al., 2009). Em relagdo a hematopoiese,
endoglina via TGF-B8 desempenha um papel importante na regulagdo do
comportamento HSC, em especial a quiescéncia e na auto-renovagdo (WATABE;
MIYAZONO, 2009).

O TGF-B 1 é um fator pleiotropico detectado pela maioria das células. Regula
um amplo espectro de respostas celulares, incluindo a hematopoiese. A fim de
processar as respostas de TGF-B 1 no tempo e no espaco de maneira apropriada,
ha uma regulacdo rigida de sua sinalizacdo em varias etapas. A sinalizagdo a
jusante é mediada pelos receptores tipo | e tipo Il e modulada pelo receptor
"acessorio" Endoglina, também denominado cluster de diferenciacdo 105 (CD105). A
endoglina foi inicialmente identificada em células de leucemia pré-B, mas tem
recebido mais atencao devido a sua alta expressdo em células endoteliais ativadas.
Por sua vez, a endoglina foi descoberta como o fator causador de doencas
associadas a disfuncdo vascular, como telangiectasia hemorragica hereditaria-1
(HHT-1), pré-eclampsia e restricdo de crescimento intrauterino (IJUPR). Como os
pacientes com HHT geralmente apresentam sinais de inflamacdo nas lesdes
vasculares, e a perda de endoglina na linhagem mieloide leva a inflamagéo
espontanea, especula-se que a endoglina tenha impacto nos processos inflamatorios
(MEUKER SK et al, 2020). Em linha, a endoglina é expressa em células
progenitoras/precursoras durante a hematopoiese, bem como em células maduras e

diferenciadas do sistema imune inato e adaptativo. No entanto, até agora, apenas



pré-mondcitos e macréfagos foram o foco da pesquisa, embora a endoglina tenha
sido identificada em muitos outros subconjuntos de células do sistema imunologico.
Esses achados implicam um papel funcional da endoglina na maturacdo e funcao
das células imunes. Além da relevancia funcional da endoglina nas células
endoteliais, o CD105 é expresso diferencialmente durante a hematopoiese,
defendendo um papel desse receptor no desenvolvimento de linhagens celulares
individuais. Além disso, a expressao de endoglina esta presente em células imunes
maduras do sistema imunoldgico inato (ou seja, macréfagos e mastocitos) e
adaptativo (ou seja, células T), sugerindo ainda a endoglina como um fator que
molda as respostas imunes (MEUKER SK et al, 2020).

O CD105 é outro marcador que € observado na maturacdo de células B,
sendo um receptor da superfamilia do TGF-B8 , expresso nas células-tronco
hematopoiéticas de todos os sitios hematopoiéticos, incluindo a medula 6ssea. Sua
principal funcdo estd relacionada a angiogénese, sendo um importante ator na
patogénese de doengas vasculares e na progressao tumoral (WIKSTROM P et al,
2002; COSIMATO et al, 2018; A ELKHOLY et al, 2021). Foi observada a expressao
do CD105 em 81,8% dos pacientes com LLA-B e 8,5% em pacientes LLA-T. Neste
mesmo trabalho € sugerido um maior potencial leucemogénico em blastos positivos

para CD105, quando comparados aos blastos negativos (DOURADO et al, 2017).

A LLA-B é caracterizada pela expanséao clonal, bloqueio na diferenciacéo, e
resisténcia a morte, podendo aparecer em duas fases, na infancia e fase adulta,
possui uma boa resposta a quimioterapia, e alta taxa de recaida (INABA, H. et al,
2013; PAUL et al, 2016; RASHED et al, 2019). E o cancer mais frequente na infancia
e adolescéncia, correspondendo a 85% dos casos de LLA (PUI CH et al, 2008). De
acordo com a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a LLA-B
atualmente possui 11 subtipos, sendo 2 entidades provisorias, obedecendo o critério
de diferenciacao genética (ARBER et al, 2016).

O uso da citometria de fluxo é fundamental para o diagndéstico das leucemias
agudas, e atrelado a analise morfolégica pode-se chegar a um diagndstico preciso e
suficiente. Os protocolos de quimioterapia podem levar a remissao, no entanto,

podem ocorrer eventos de refratariedade e recaida a patologia, tornando o



monitoramento da Doenca Residual Minima (DRM) um protocolo rotineiro, que
guiara a utlizagdo de tratamentos mais ou menos intensos ou a indicagédo de
transplante de medula éssea. Nesse contexto, além da observacédo das expressoes
dos marcadores, as curvas de maturacdo sao ferramentas que contribuem bastante
para elucidacdo do comportamento do ambiente medular nas andlises de DRM
(PETERS et al, 2011), consequentemente, a identificacdo de novos marcadores
prognosticos ndo s6 promove a acuracia da estratificacdo de risco dos pacientes,
mas também minimiza a chance de recaida, otimizando a terapia no inicio do
tratamento (RASHED et al., 2019).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a expressao imunofenotipica do CD105 (Endoglina) em curva maturativa de
precursores da linhagem B e blastos leucémicos de criancas com diagnostico de

Leucemia Linfoblastica Aguda de células B.

2.2. Objetivos especificos

° Avaliar a expressdo do CD105 nos casos de LLA-B;
° Avaliar a expressdo do CD105 da linhagem B precursora normal;
° Correlacionar a expressao de CD105 com doenca, em precursores e

linfécitos maduros.



3. CAPITULO 1 — Revisdao de Literatura

3.1. Leucemia Linfoide Aguda de Células B

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é o cancer mais comum na infancia e
adolescéncia. No Brasil, estima-se que para cancer infantojuvenil, 4.150 novos
casos de leucemia sejam diagnosticados para o sexo feminino e 4.310 para 0 sexo
masculino, predominantemente LLA (INCA, 2020). Essa neoplasia hematologica €
caracterizada por alteracfes genéticas e epigenéticas nas células progenitoras da
linhagem linféide, resultando em bloqueio da diferenciacdo, estimulo da proliferacédo
e resisténcia a morte celular (INABA, H. et al., 2013). Cerca de 90% das LLA tém
alteracdo de cariétipo ao diagnostico. A incidéncia de LLA geralmente segue uma
distribuicdo bimodal, com o primeiro pico ocorrendo na infancia e o segundo pico por
volta dos 50 anos. Com estratificacdo de risco adequada, a LLA responde bem a
guimioterapia, mas a mortalidade precoce durante a fase de introdugdo da
quimioterapia ndo € incomum. Além disso, a alta taxa de recidiva continua sendo um
grande problema (TZORTZATOU-STATHOPOULOU et al.,, 2001). Portanto, a
identificacdo de novos marcadores prognoésticos ndo apenas ajudara a aumentar a
precisdo da estratificacdo de risco dos pacientes, mas também minimizara as
chances de recaida, otimizando a terapia nos estagios iniciais do tratamento
(RASHED et al., 2019). Com a maior taxa de cura da oncologia moderna, parece
razoavel considerar a terapia de reducéo de disparidade para reduzir toxicidades de
curto e longo prazo sem comprometer os resultados (STANULLA M et al., 2009;
ANSARI M et al., 2009).

3.2. CLASSIFICACAO OMS

Em decorréncia do avanco da imunofenotipagem e citogenética molecular a
classificagdo da OMS divide as LLA em neoplasias de precursor B ou T. A OMS, em
2016, trouxe atualizacbes sobre as classificacdes das leucemias/linfomas B, tendo
11 tipos, sendo duas entidades provisoérias. As alteracdes genéticas ( Tabela 1)
observadas sao: t (9;22) (q34.1;q11.2) - BCR-ABL1,; rearranjo t(v;11923.3) - KMT2A;
t(12;21)(p13.2;922.1) - ETV6-RUNX1,; hiperploidia; hipoploidia; t(5;14)(g31.1;932.3) -



IL3-IGH; t(1;19)(g23;p13.3) - TCF3-PBX1; BCR-ABL1-like; iAMP21, as duas ultimas
sdo as entidades provisérias (ARBER et al., 2016). Todos esses marcadores
auxiliam na orientacdo de estudos genéticos, definem grupos com melhor ou pior
prognostico, identificam expressdes aberrantes e facilitam estudos poés-tratamento

de doenca minima residual.

Tabela 1 — Alteracdes genéticas associadas a fenétipos classicos / OMS-2016.

Alteracdo geneticaassociado a fenotipo classico
Caracteristicas imunofenotipicas
Alteracao genetica  Fenotipo classico Principais Secundarias
MLL-r Pro-B NG2+, CD15+, CD66¢c-, CD24- CD33+, CD65+
BCR-ABL Comun CD25+, CD66c+ CD33+, CD13+,CD21+,CD27+
TEL-AML Comun CD9-, CD66¢c-, CD27+,CD44- CD33+ CD13+ CD20-
Hiperdiploide Comun CD123+, CD66c- CD21-,CD27-,CD13-, CD33-
Dados insuficientes (baixa
Hipodiploide Comun frequencia) CD66¢c+
E2A-PBX Pre-B CD9+, CD34-, CD66c- CD10-
iAMP21 Pre-B/Comun Dadosinsuficientes
BCR-ABL1-like Comun Dadosinsuficientes

3.3. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagndstico de leucemia aguda é feito pela presenga de 220% de blastos no
sangue periférico ou na medula 6ssea, identificados através de analise morfologica
de esfregaco. A classificacdo das neoplasias linfoides de 2016 da organizacao
Mundial da saude (OMS) leva em consideracdo dados genéticos, caracteristicas
clinicas, morfologia celular e imunofendtipo, todos com implicac6es importantes para

0 prognostico e tratamento da doenca (ARBER et al., 2016).

Testes histoquimicos, citogenéticos e imunofenotipicos ajudam a distinguir
blastos de leucemia linfoblastica aguda daqueles de leucemia mieloide aguda ou
outros processos patologicos. Determinacdo de indicadores imunofenotipicos
especificos, como CD3 (para células linfoides T) e CD19, CD20 e CD22 (para células

linféides B) sdo essenciais para a identificacdo de leucemia aguda.



O tratamento para leucemia linfoblastica aguda recém-diagnosticada
geralmente consiste em 3 a 4 ciclos de quimioterapia resistente ndo cruzada nos
primeiros 9-12 meses, seguidos por 2,5 a 3 anos quimioterapia de manutencéo. As
quatro principais fases da quimioterapia para a leucemia linfoblastica aguda sao
inducdo da remissdo, consolidacdo apods remissdo, manutencdo e intensificacdo
temporarias e manutencdo. O objetivo do tratamento de indugcdo € a remissao
completa, definida como < 5% de blastos na medula 6ssea. Em pacientes em
remissao completa, a doenca residual minima é o fator prognostico mais importante.
A doenca residual minima (< 0,01 a 0,1% de células leucémicas na medula éssea) é
uma doenca microscopica que ndo é detectada por exames convencionais, mas pode
ser medida por exames mais sensiveis, como a imunofenotipagem por citometria de
fluxo (BERRY et al., 2017).

3.4. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo multiparamétrica fornece um perfil veloz e
pormenorizado da expressao antigénica na leucemia aguda que, quando usado em
conjunto com a avaliacdo morfolégica, leva ao diagnéstico diferencial estreito.
Apesar da crescente importancia das caracteristicas moleculares e genéticas na
subclassificacdo das leucemias agudas, as analises morfolégicas e imunofenotipicas
continuam sendo as principais modalidades pelas quais essas doencas séao
consideradas pela primeira vez. A imunofenotipagem por citometria de fluxo pode
ajudar em estabelecer um diagnéstico de leucemia aguda, confirmando de forma
mais objetiva e definitiva a presenca de progenitores hematopoiéticos expandidos e
demonstrando anormalidades imunofenotipicas nos progenitores que se encontram
fora das perturbacbes observadas durante a regeneracdo medular normal (Wood
BLaB, MJ 2010), como demosntrado nos painéis descritos nas tabela 2 e tabela 3 no
guais apresentamos 0s anticorpos monoclonais tanto para diagnostico, quanto para

a avaliacdo de Doenca Residual Mensuravel (DRM) respectivamente.

A analise por citometria de fluxo pode ser realizada em poucas horas em
praticamente todos 0s casos e muitas vezes € suficiente, quando combinada com o
exame morfolégico convencional, para chegar a uma diagnose diferencial estreito ou

7

mesmo definitivo de LLA. Uma grande variedade de amostras € adequada para
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avaliagédo por citometria de fluxo, embora, em geral, os melhores resultados sejam
obtidos com amostras a base de fluido, como sangue periférico e aspirado de
medula 6ssea (PETERS et al., 2011).

As Leucemia Linfoblastica Aguda Precursora de Células B (B-Cell Precursor
Acute Lymphoblastic Leukemia / BCP-ALL) sédo malignidades de células B imaturas
envolvendo medula 6ssea (Bone Marrow - BM), sangue periférico (Peripheral Blood -
PB) e até mesmo apresentando envolvimento primario de locais nodais ou
extranodais (BCP-LBL). A BCP-ALL imunofenotipicamente é diagnosticada pelas
diferengas entre os padrfes de expressdo do antigeno em células leucémicas e suas
contrapartes normais (BELTRAME et al., 2021). A maioria dos casos de leucemia /
linfoma linfoblastico B apresenta niveis elevados de expressdo de varios marcadores
de linhagem B, incluindo CD19, CD22 e CD79a. A expressao de CD10, muitas vezes
ligeiramente superior a de precursores linféides B imaturos normais (ou
hematog6nias), é classica, mas néo é especifica nem necesséaria para a diagnose.
Embora PAX5 e TdT também sejam usuais, a expressado de antigenos leucocitarios
CD45, CD34 e CD20 pode mostrar padrdo de expressao de fraca a negativa. As
imunoglobulinas de superficie sado extremamente raras, mesmo no caso de
rearranjos de genes de imunoglobulinas. A expressao inadequada de marcadores de
linhagem mieldide é comum, especialmente CD13 e CD33, raramente CD15
(SEEGMILLER et al., 2009), mas a positividade da mieloperoxidase indicaria uma

leucemia aguda de fendtipo misto (PETERS et al., 2011) .
3.5. TGF-B e hematopoiese

A regulacdo da hematopoiese depende do equilibrio da proliferacao,
diferenciacdo e sinais apoptoticos das células progenitoras hematopoiéticas. Desta
forma desempenhando um papel importante, mas demonstra efeitos especificos da
célula e do contexto. Ensaios de células-tronco humanas CD34+ tratadas com TGF-
B 1 exdgeno in vitro levam a interrupcao do crescimento e inibicdo da formacéo de
colénias (OTTMANN, O.; PELUS, L.M., 1998; SING, G.K.;ET al., 1988). TGF-8 1
parece preferencialmente manter a quiescéncia de progenitores hematopoiéticos
precoces (OTTMANN, O.; PELUS, L.M., 1998). Notavelmente, o nocaute condicional

de TGF-8 R1 em camundongos adultos leva a um numero normal de células
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progenitoras hematopoiéticas funcionais com capacidade normal de autorrenovagao
e regeneracao (LARSSON, J.; et al, 2003). Isso pode refletir a sinalizagdo do TGF-
1 por meio de receptores alternativos, o que foi relatado em outros tipos de células
(DONG, M.; et al, 2006). Alternativamente, outras citocinas ou fatores de
crescimento podem compensar a perda de TGF-B8 R1. Enquanto o TGF-B 3 parece
ser um potente regulador negativo de células-tronco hematopoiéticas (HSCs), o
TGF-B 2 exibe um potencial regulador negativo mais modesto e, em alguns estudos,
até promove a atividade de HSC (LANGER, J.C.; et al, 2004 & JACOBSEN, S.; et al,
1991). Claramente, h4 uma interacdo complexa entre as isoformas de TGF-8 e
outros membros da superfamilia para manter a hematopoiese e o pool de HSC. O
acumulo de evidéncias destaca o TGF-8 como um importante regulador das células
B, incluindo desenvolvimento, ativacdo e diferenciacdo. Alguns desses efeitos sao
acOes diretas do TGF-B, mas alguns aspectos da resposta das células B sé&o

indiretos por meio da comunicacao intercelular.

Além de regular o pool de HSC, o TGF-8 modula o desenvolvimento e a
ativacdo subsequentes das células B. O TGF- 1 inibe a expressdo da cadeia leve
kappa em clones de células pré-B murinas, exercendo um efeito seletivo inibitério na
aquisicdo de cadeias gama de superficie (LEE, G.; et al., 1987 & REHMANN, J.A; et
al.,1994). Além disso, o TGF-8 tem sido associado ao controle do centro germinativo
(GC) (ALBRIGHT, A.R; et al., 2019 & STELLING, A.; et al. ,2018). Camundongos
sem TGF-B R2 especificamente em células B GC, exibem hiperproliferacdo de
centroblastos, centrdcitos e células GC (Stelling, A.; et al. ,2018). No entanto,
diferentes modelos murinos mostraram resultados contrastantes de TGF-8 na
capacidade de resposta de células B e producdo de imunoglobulina (LI, R.; et al.
,2006 & SATO, S.; etal., 2005).

O TGF-B claramente desempenha um papel na regulacdo da proliferacao e
sobrevivéncia de células B. In vitro, o TGF- 1 desencadeia apoptose em células B
normais e algumas linhas de células B transformadas, levando a indugédo de pro-
apoptotica e regulacéo negativa de proteinas antiapoptoticas (LAMO, J.; et al. ,1995
& SPENDER, L.; et al, 2009). No entanto, enquanto modelos in vivo de
camundongos com deficiéncia seletiva de TGF-8 R2 de células B mostram

diminuicdo do tempo de vida de células B convencionais, um acumulo de células B1
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peritoneais, bem como hiperplasia de células B em placas de Peyer, foi observado
no mesmo modelo (CAZAC, B.B.; et al. ,2000). Isso sugere que a sinalizacado do
TGF-B pode ter efeitos pr6 e antiapoptéticos nas células B, dependendo do contexto,
estagio de desenvolvimento e microambiente. Coletivamente, esses estudos
destacam a complexidade da biologia das células B do TGF-B e refletem as
interacOes relativamente mal compreendidas entre a sinalizagdo do TGF-8 e a
regulacdo normal das células B (TAMAYO, E.; et al. ,2018).

Compreender o impacto do TGF-B na hematopoiese normal € importante, pois
a recaida da linfoproliferacdes B leva a faléncia da medula 6ssea (M.O) e a morte.
De fato, as neoplasias linfoproliferativas B estdo de contramao a diferenciacdo das
HSCs em relacdo aos progenitores mieldéides em detrimento dos progenitores
eritréides na circulacdo periférica (SANTORO, A. et al, 2020). E importante ressaltar
gue o TGF-B 1 promove HSCs com viés mieloide in vitro e in vivo (CHALLEN, G.A.
et al, 2010). Alteracdes induzidas pela doenca no nicho de BM, mediadas em parte
por TGF-B , poderiam, portanto, desempenhar um papel na redistribuicdo observada

de HSCs na linfo-proliferacées B.
3.6.CD105 (ENDOGLINA)

O gene ENG (Endoglina) humano fica localizado no cromossomo 99q34.11 e
codifica a endoglina, uma glicoproteina transmembranar que funciona como um
receptor auxiliar da familia TGF-8 (CHEIFETZ et al., 1992; GOUGOS; LETARTE,
1990). Endoglina (CD105) € um receptor do TGF-B tipo | e lll, uma citocina
pleiotrépica que rege a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e adeséo celular. A
endoglina é considerada um poderoso marcador da angiogénese e um potencial ator
essencial na patogénese de doencas vasculares e nha progressdo tumoral
(FONSATTI et al., 2003). Isso sugere que o nivel de expressdo de CD105 define
uma hierarquia entre as células hematopoiéticas aorticas, permitindo a purificacao
de progenitores hematopoiéticos clonogénicos versus mais imaturos, e que a via do
TGF-B desempenha um papel critico nesse processo (MARIO ROQUES et al, 2012).
O CD105 tem sido proposto como alvo para diagndstico por imagem, bem como
para terapia personalizada em tumores soélidos (FONSATTI et al., 2009). No entanto,

muito menos se sabe sobre a expressdo de endoglina em células neoplasicas
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hematopoiéticas em grande numero de malignidades sanguineas. Muitos anos atras,
Buhring et al. descobriram que a endoglina nao foi detectavel em células precursoras
hemopoiéticas positivas para CD34 da medula 6ssea, bem como em células B
'maduras’, células T, NK e mieloides, mas estava presente em um subconjunto de
células mononucleares positivas para glicoforina A. Em um estudo seguinte, Rokhlin
et al. demonstraram através da citometria de fluxo a existéncia de duas popula¢des
endoglina positivas na medula dssea fetal: células precursoras da linhagem B e pro-

eritroblastos.

A endoglina foi relacionada ao potencial de coloniza¢do de células-tronco de
vida longa (Long-term Hematopoietic Stem Cells — Lt-HSC) e ter propriedades
associadas a precursores hematopoiéticos primitivos (PIERELLI et al., 2000). Mais
recentemente, Della Porta et al. descreve que pacientes com sindromes
mielodisplasicas tiveram uma expresséao significativamente maior de endoglina em
eritroblastos comparados com controles patologicos e saudaveis. No seguimento da
radio/quimioterapia, € realizado rotineiramente o transplante de células-tronco
hematopoiéticas para reconstituir o sistema hematopoiético dos pacientes
oncoldgicos tratados. Para contornar os problemas de neutropenia e trombocitopenia
como consequéncia de curto prazo do transplante, as células tronco mesenquimal
(Mesenchymal stem cells - MSC)/células-tronco hematopoiéticas (Hematopoietic
stem cells - HSC) é frequentemente usado (KOC, O.N et al, 2000). As MSCs
representam uma populacdo de células-tronco somaticas multipotentes presentes
em varios tecidos, incluindo a medula 6ssea Seu fenoétipo € caracterizado pela
expresséo de Endoglina entre outros marcadores. (DA SILVA MEIRELLES, L. et al,

2006).

Neste contexto, recentemente estudou o papel da endoglina nas leucemias
agudas e demonstrou que a endoglina é encontrada distintamente expressa na
grande maioria dos blastos leucémicos em LLA e LMA, podendo ser considerada um
marcador de leucemias agudas (DOURADO et al, 2017), no estudo ainda
demonstraram que blastos positivos para endoglina apresentam maior atividade
leucemogénica em comparacdo com sua contraparte negativa. Cosimato et al.,
2018, analisando os diversos subtipos de LLAB, observou que apenas 0s tipos mais

imaturos expressam o antigeno. Notavelmente, endoglina estava consistentemente
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ausente em 'Burkitt-like' LLA-B com fenétipo maduro. A expressdo de endoglina foi
correlacionada com mau prognostico em muitos tipos de neoplasias sdlidas, no
entanto, sua influéncia em neoplasias hematolégicas ainda € uma area de forte
interesse a ser explorada (A ELKHOLY et al., 2021).

A habilidade de iniciar leucemia em um modelo de xenotransplante foi restrita
(LLA) ou enriquecida (LMA) na fragdo endoglina positiva. De forma interessante,
este estudo revelou ainda que o bloqueio da endoglina em um modelo de LMA in
vivo, utilizando anticorpo bloqueador TRC105, inibiu a progressao da leucemia apos
0 estabelecimento da doenca, mas em LLA, o TRC105 sozinho foi ineficaz devido a
uma maior secrecdo da forma soltvel da endoglina (SENG). No entanto, tanto em
LLA e LMA, TRC105 combinado com quimioterapia padrao, potencializou a inibi¢cao
da progressao da doenca, indicando que TRC105 pode representar uma nova opc¢ao
terapéutica para LLA e LMA (DOURADO et al, 2017).

Tabela 2- Painel descritivo de anticorpos utilizado para triagem e diagnéstico.

Fluorocromos Tubos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FITC HLA- CD45 | CD2 CD7 CD64 CD8 CD36 CD15 CD9 MPO
DR (cit)
PE CD117 | CD10 | CD13 CD34 CD14 CDh4 CD105 | CD16 CD56 CD79a
(cit)
PerCP- CD34 CD20 | CD45 CD45 CD45 CD3 CD34 CD45 CD45 CD3
Cy5.5 (cit)
APC CD45 CD19 | CD11b | CD123 | CD300e | CD45 CD45 CD10 CD38 CD45

Fonte: Elaboracdo do autor, 2022.



Tabela 3 - Painel de anticorpos utilizado para Doenga Residual Minima.
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Fluorocromos Tubos
1 2 3 4 5 6 7
FITC CD38 CD38 CD81 CD45 CD38 CD38 CD38
PE CD34 CD13 CD20 CD10 CD66¢ CD73+ CD10
+33 304 5
PerCP-Cy 5.5 CD45 CD45 CD45 CD20 CD45 CD45 CD45
APC CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19

Fonte: Elaborac&o do autor, 2022.
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4. CAPITULO 2 - Artigo Cientifico 1.

ANALISE DA EXPRESSAO DE CD105 (ENDOGLINA) EM PRECURSORES
LINFOIDES NORMAIS E EM BLASTOS NEOPLASICOS DE PACIENTES
PEDIATRICOS COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS
PRECURSORAS B

Geraldo P Sampaio?, Chaislan Igor da S Nascimento?!, Eugénia Terra Granado
Pina3, Roberto José Meyer?

Resumo: A leucemia linfoide aguda (LLA), possui uma incidéncia bimodal,
caracterizada pela perda de habilidade normal de diferenciagcédo e proliferacao,
havendo um acumulo de células progenitoras linfoides e expansédo clonal em medula
6ssea, sangue periférico e outros tecidos. E a mais comum na infancia e
adolescéncia, tendo diversos fatores associados a sua etiologia. O uso da citometria
de fluxo, em conjunto com a analise morfoldgica, é fundamental para o diagndéstico e
acompanhamento de tais enfermidades. Nesse contexto, a andlise da expressao de
moléculas na curva maturativa de precursores linfoides normais e neoplasicos é uma
ferramenta que contribui para elucidar o comportamento do ambiente medular na
analise de Doenca Residual Mensuravel (DRM). A molécula endoglina (ENG,
CD105) é um co-receptor da familia do TGF-8 que desempenha um papel crucial na
regulacdo da angiogénese. Apesar de ser mais conhecida por sua expressao em
células endoteliais, a endoglina também € expressa nas células-tronco
hematopoiéticas (CTH) e recentemente tem sido sugerida como marcador de mau
progndéstico para pacientes pediatricos com LLA de células precursoras B (LLA-cpB).
Neste contexto, o presente trabalho avaliou a expressdao do CD105 em precursores
normais de células B, também denominados de hematogbnias, e em blastos
leucémicos de pacientes pediatricos com LLA-cpB. O estudo foi realizado em
amostras de pacientes onco-pediatricos do Hospital Aristides Maltez, Martagao
Gesteira e Santa Casa de Itabuna, utilizando painéis pré-definidos para a anélise da
expressdo do CD105. A aquisicao dos eventos foi realizada no citbmetro de fluxo BD
FACSCalibur e as analises realizadas no software Infinicyt™ 9 1.8. As amostras dos
pacientes, avaliados ao diagnostico ou durante DRM, foram analisadas
individualmente quanto a presenca ou auséncia da expressao antigénica de cada
marcador utilizado na citometria de fluxo. O CD105, ao diagnostico, foi expresso em
73,33% dos pacientes com LLA-cpB, tendo a maior expressdo nos blastos
leucémicos. Ja quando comparado com DRM, a maior expressdo foi nas
hematogbnias em DRM negativa (67,28%), com média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) de 87,26. Quando analisado individualmente (paciente 1), os
blastos tiveram uma maior expressao e MIF, 21,56% e 26,14, respectivamente.
CD105 pode ser considerado um potencial marcador prognostico para deteccdo de
resposta a terapia de inducdo na infancia LLA-B, e pode servir para otimizar as
decisdes para tratamento.
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Palavras-chave: Leucemia Linfoblastica Aguda B, pediatrico, CD105,
imunofenotipagem.

ANALYSIS OF CD105 (ENDOGLIN) EXPRESSION IN NORMAL LYMPHOID
PRECURSORS AND IN NEOPLASTIC BLASTS FROM PEDIATRIC PATIENTS
WITH B-CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA

Abstract: Acute lymphocytic leukemia (ALL) has a bimodal incidence, characterized
by loss of normal ability to differentiate and proliferate, with an accumulation of
lymphoid progenitor cells and clonal expansion in bone marrow, peripheral blood,
and other tissues. It is the most common in childhood and adolescence, with several
factors associated with its etiology. The use of flow cytometry, in conjunction with
morphological analysis, is essential for the diagnosis and follow-up of such diseases.
In this context, the analysis of the expression of molecules in the maturation curve of
normal and neoplastic lymphoid precursors is a tool that contributes to elucidating the
behavior of the medullary environment in the analysis of Measurable Residual
Disease (MRD). The endoglin molecule (ENG, CD105) is a co-receptor of the TGF-8
family that plays a crucial role in the regulation of angiogenesis. Although best known
for its expression in endothelial cells, endoglin is also expressed in hematopoietic
stem cells (HSC) and has recently been suggested as a marker of poor prognosis for
pediatric patients with B Cell Precursor ALL (BCP-ALL). In this context, the present
work evaluated the expression of CD105 in normal precursors of B cells, also called
hematogonia, and in leukemic blasts from pediatric patients with BCP-ALL. The study
was carried out on onco-pediatric patients samples from Hospital Aristides Maltez,
Martagdo Gesteira, and Santa Casa de Itabuna, using pre-defined panels for the
analysis of CD105 expression. Events were acquired using a BD FACSCalibur flow
cytometer and analyzes were performed using the Infinicyt™ 9 1.8 software. Patient
samples, evaluated at diagnosis or during MRD, were individually analyzed for the
presence or absence of antigenic expression of each marker used in flow cytometry.
CD105, at diagnosis, was expressed in 73.33% of patients with BCP-ALL, with the
highest expression in leukemic blasts. When compared with MRD, the highest
expression was in hematogonia in negative MRD (67.28%), with a mean MFI of
87.26. When analyzed individually (patient 1), the blasts had a higher expression and
MFI, 21.56 and 26.14, respectively. CD105 can be considered a potential prognostic
marker for the detection of response to induction therapy in childhood BCP-ALL, and
may serve to optimize treatment decisions.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia B, pediatric, CD105, immunophenotyping.
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INTRODUCAO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA), também conhecida como leucemia
linfoide aguda, € uma neoplasia hematologica maligna, caracterizada pela presenca
de mais de 20% de blastos neoplasicos em medula 6ssea e/ou sangue periférico
(STEVEN et al., 2017), possui uma incidéncia bimodal (dois picos), o primeiro na
infancia e o segundo por volta dos 50 anos, caracterizada pela perda de habilidade
normal de diferenciacdo e proliferacédo, havendo um acumulo de células progenitoras
linfoides e expansdo clonal em medula 0ssea, sangue periférico e outros tecidos
(JABBOUR et al.,, 2015). A LLA é a leucemia mais comum na infancia e
adolescéncia (INCA, 2020). No Brasil, estima-se que para cancer infantojuvenil,
4.150 novos casos de leucemia sejam diagnosticados para o sexo feminino e 4.310

para o sexo masculino, predominantemente LLA (INCA, 2020).

Diferentes fatores podem estar diretamente associados a etiologia das LLA,
incluindo fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais (WIEMELS, 2012). O uso da
citometria de fluxo, em conjunto com a analise morfolégica, € fundamental para o
diagnéstico e acompanhamento de tais enfermidades. Protocolos quimioterapicos
podem levar a remissdo da leucemia, mas eventos refratarios e recidivas da
patologia podem ocorrer, sendo essencial 0 monitoramento da resposta terapéutica.
Tal acompanhamento € realizado através da avaliacdo da Doenca Residual
Mensuravel (DRM), um protocolo de rotina que permite a identificacdo da presenca
de blastos leucémicos em niveis muito baixos durante o tratamento, possibilitando a
adequacao do tratamento para baixo ou alto risco, e a indicacéo para transplante de
medula 6ssea, quando necessario. Nesse contexto, a andlise da expressdo de
moléculas na curva maturativa de precursores linfoides normais e neoplasicos é uma
ferramenta que contribui para elucidar o comportamento do ambiente medular na
analise de DRM (PETERS et al, 2011).

A molécula endoglina (ENG, CD105) € um co-receptor da familia do TGF-8
(do inglés Transforming growth factor B) que desempenha um papel crucial na
regulacéo da angiogénese (COSIMATO et al, 2018). Apesar de ser mais conhecida
por sua expressao em celulas endoteliais, a endoglina também €& expressa nas
células-tronco hematopoiéticas (HSC) (PRONK et al., 2007; CHEN et al., 2002). Em
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2017, um estudo utilizando modelo de xenotransplante mostrou que os blastos
positivos para endoglina (CD105) obtidos de pacientes com leucemia, apresentam
maior capacidade leucemogénica do que blastos CD105 negativos. Outro trabalho
muito recente sugere CD105 como marcador de mau prognostico para pacientes
pediatricos com LLA de células precursoras B (LLA-cpB) (ELKHOLY ET AL, 2021).
Neste contexto, o presente trabalho avaliou a expressdo do CD105 em precursores
normais de células B, também denominadas de hematogbnias, e em blastos

leucémicos de pacientes pediatricos com LLA-B.
MATERIAIS E METODOS
2.1 Pacientes e amostras

Neste estudo foram incluidos 21 pacientes diagnosticados com LLA-cpB, com
idade entre 0 e 18 anos, com amostras recebidas entre janeiro de 2019 a dezembro
de 2021 no servico de imunofenotipagem do Laboratorio de Analises Clinicas do
Hospital Aristides Maltez (HAM)/ Liga Bahiana Contra o Cancer. Como descrito no
Quadro 1, entre os pacientes analisados, 9 apresentavam apenas amostras de
diagndstico, 6 apresentavam amostras de diagnéstico e de DRM coletadas em torno
dos dias 15 (D15), 33 (D33) e/lou 78 do tratamento (D78), 2 desses pacientes
também com amostras de recaida. E 6 pacientes apresentavam apenas amostras de
DRM D78.

Os pacientes selecionados foram diagnosticados através do que é
preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (ARBER et al., 2016; WHO, 2017).
O critério de diagndstico foi baseado na apresentacdo clinica, hemograma completo,
esfregacos morfolégicos e imunofenotipagem de medula 6ssea (MO) e/ou sangue
periférico (SP). Foi considerado leucemia aguda a presenca de 20% ou mais de
blastos na medula 6éssea ou no sangue periférico, avaliados através de esfregacos
morfologicos. Dos participantes deste estudo foram obtidos dados demograficos e
laboratoriais, como: idade, sexo, naturalidade, tipo de amostra utilizada no
diagnéstico, percentual de blastos leucémicos, leucometria, idade do inicio do

tratamento.

2.2 Imunofenotipagem
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A andlise de imunofenotipagem foi feita em amostras de MO e SP coletadas
em tubos contendo EDTA. A LLA-cpB foi diagnosticada usando o painel de leucemia
aguda, utilizado na rotina do laboratério, que incluiu as seguintes combinacdes de
marcadores de superficie: HLA-DR/CD117/CD34/CD45, CD45/CD10/CD20/CD19,
CD2/CD13/CD45/CD11b, CD7/CD33/CD45/CD123, CD64/CD14/CD45/CD300e,

CD8/CD4/CD3/CD45, CD36/CD105/CD34/CD45, CD15/CD16/CD45/CD10,

CD9/CD56/CD45/CD38, e o tubo contendo marcadores intracitoplasmaticos (cit)
MPOcit/CD79acit/CD3cit/CD45. Para avaliacdo de DRM foi utilizado o painel com as
seguintes combinacbes de marcadores de superficie: CD38/CD34/CD45/CD19,
CD38/CD13+CD33/CD45/CD19, CD81/CD20/CD45/CD19, CD45/CD10/CD20/CD19,

CD38/CD66¢/CD45/CD19, CD38/CD73+CD304/CD45/CD19 e
CD38/CD105/CD45/CD19.

Amostras de MO (10X10”5 / Leucograma) ou SP (50 pL), foram marcadas
com os anticorpos para moléculas de superficie referidos acima, e incubadas por 15
minutos (min) em temperatura ambiente (TA), em ambiente escuro. Em seguida, 500
uL de FACS Lysing Solution® (BD Biosciences, CA, EUA) previamente diluido 1:10
em agua destilada, foram adicionados as amostras que foram entdo incubadas por
15 min em TA, no escuro. As células foram lavadas em solucéo fisiolégica de cloreto
de sédio 0,9%, e o sedimento foi suspenso na mesma solucdo. Nas marcacles
intracitoplasméaticas, apds transcorrer o periodo de incubacdo do anticorpo de
superficie, foi utilizado 50uL da solucéo de fixacao (kit de fixacdo e permeabilizacao
- FIX & PERM; Nordic Mubio), acondicionando as amostras em TA, no escuro, por
10 min. As células foram entdo lavadas em solucao fisioldgica de cloreto de sédio
0,9%, e apds adicionados 50uL da solucdo de permeabilizacdo (kit de fixacdo e
permeabilizacdo - FIX & PERM; Nordic Mubio) ao sedimento, junto com os
anticorpos para moléculas intracitoplasmaticas e incubagédo por 15 min, em TA, no
escuro. As células foram entdo lavadas em solucéo fisiologica de cloreto de sédio
0,9%, e o sedimento suspenso na mesma solucdo, seguindo-se aquisicdo das
amostras. Pelo menos 30.000 eventos para diagnostico e 500.000 eventos para
DRM por tubo foram adquiridos no citbmetro de fluxo de 4 cores BD FACSCalibur
(BD Biosciences, CA,
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EUA) e analisados usando o software Infinicyt™ 9 1.8 (Cytognos, 10 Salamanca,
Espanha). A compensacdo dos diferentes fluorocromos foi previamente realizada,

utilizando amostras de SP de pacientes n&o leucémicos.

As populacdes de blastos leucémicos, hematogonias, linfocitos maduros e
plasmacitos foram identificadas com base na expressdo da molécula CD45 versus
caracteristicas de granulosidade interna (CD45 X SSC), além de CD45 X CD19,
SSC X CD38 em conjunto com a expressao de outras moléculas. Marcadores foram
considerados positivos em uma populagcédo celular, quando pelo menos 20% das
células apresentarem sua expressdo. Para avaliacdo da expressdo da molécula
CD105, utilizou-se a porcentagem de células marcadas e a média da intensidade de
fluorescéncia (MIF). Como controle negativo para CD105, foi utilizada a populacéo
de linfocitos B maduros na mesma amostra, € como controle positivo a expressao

em células vermelhas.
2.3. Analises estatisticas

Os dados foram analisados usando o pacote de software GraphPad Prism
version 9.0. As amostras dos pacientes incluidos no estudo, com diagnéstico de
LLA-cpB, avaliados ao diagnéstico ou durante DRM foram analisadas
individualmente quanto a presenca ou auséncia da expressao antigénica de cada
marcador utilizado na citometria de fluxo. Inicialmente, foi realizada a avaliagédo
exploratéria e descritiva dos dados, buscando identificar diferencas em subgrupos
de pacientes de acordo com informacdes como idade, sexo, leucometria, faixa

etaria, e resultados de DRM.
2.4 Consideracoes éticas

Este projeto possui aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero
CAAE 03826318.2.0000.5662 ICS/UFBA. Os pacientes foram incluidos no estudo

apos assinatura do termo de consentimento por seus responsaveis legais.
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RESULTADOS

Este estudo foi conduzido avaliando 21 criangas diagnosticadas com LLA-
cpB, sendo 11 meninas (52%) e 10 meninos (48%), com idades variando de 0 a 18
anos com um valor mediano 6,57 anos. Foram avaliadas 15 amostras ao diagndéstico
e 20 amostras de DRM, coletadas em torno do D15, D33 e D78 do tratamento
(Quadro 1).

QUADRO 1 - Dados demograficos e laboratoriais dos pacientes.

ID LEUCOMETRIA
PACIENTE FASE| SEXO|IDADE | AMOSTRA | %BLASTOS (mm)

1 D F 15 SP 72 34.810
1 D15 |F 15 MO 2,6 28.790
1 D33 |F 15 MO 0 57.420
1 D78 |F 15 MO 0,74 17.880
1 R F 15 MO 0 143.070
2 D F 5 SP 39 8.120
2 D33 |F 5 MO 0 11.600
2 D78 |F 6 MO 0 30.710
3 D F 18 SP 92 118.660
3 D15 |F 18 MO 4 5.280
3 D33 |F 18 MO 0 9.220
3 R F 18 MO 46 121.150
4 D M 0 MO 68 3.070
4 D15 (M 0 MO 0,02 7.830
4 D33 |M 0 MO 0 21.380
4 D78 (M 1 MO 0,15 7.830
5 D M 2 MO 75 31.180
5 D15 (M 2 MO 0,05 49.290
5 D78 (M 3 MO 0 57.000
6 D F 6 SP 87 53.420
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7 D M 7 MO 47,4 2.130

8 D F 3 MO 92,51 134.550
9 D M 14 MO 88,38 484.300
10 D M 4 MO 93 313.250
11 D F 3 MO 62,47 41.250
12 D M 15 MO 68,18 40.950
13 D F 4 MO 82,35 9.050
14 D M 4 MO 82,05 140.480
14 D15 (M 4 MO 0,01 13.100
14 D78 |M 4 MO 0 57.200
15 D F 4 MO 76,54 15.040
16 D78 (M 6 MO 0 63.000
17 D33 |F 6 MO 0 48.800
18 D78 |F 5 MO 0 13.390
19 D78 |F 11 MO 0 11.200
20 D78 (M 3 MO 2,76 75.200
21 D78 (M 3 MO 7,8 32.200

Fonte: elaboracéo do autor, 2022.

Ao diagndéstico foi observada uma média de 75% de blastos, com mediana e
meédia para a contagem total de leucdcitos de 49,95 (x10/mm3) e 95,35 (x10/mm3).
Entre as DRM, em D15 a média de blastos foi de 1,33%, em D78 3,37% e nas
amostras de D33 n&o foram observados blastos.

Na figura 1 é mostrado um caso representativo de paciente leucémico, onde
sao identificadas as populacdes presentes na amostra, e a expresséao de CD105. As
células blasticas LLA-cpB foram identificadas por expressao intermediaria CD45,
positiva de CD19, além de CD10 e/ou CD79a, e foi observada a presenca de
alteracdes imunofenotipicas em outros marcadores. Como controle negativo interno
para marcacdo de CD105, foram utilizados linfécitos B maduros presentes em cada
amostra, identificados pela alta expressao do CD45, expresséo positiva para CD19 e
negativa para CD38. Enquanto como controle positivo interno para CD105, foi
utilizada a populacao eritroide, identificada por ser CD45 negativa e CD36 positiva.
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Figura 1. Caso representativo de diagnéstico e controles internos. Em A, as
populacdes sdo separadas pelo tamanho e granulosidade (FSC x SSC). Em B,
através do CD45 x SSC, é possivel observar as populacdes de granuldcitos (roxo),
eritroide (laranja), blastos (vermelho) e linfécitos maduros (verde). Por meio do dot
plot C observa-se as duas populacdes com positividade para o CD105 (eritroide e
blastos). Os linfécitos maduros foram utilizados como controle interno negativo para
CD105 (D). Os dot plots E e F, mostram blastos negativos e positivos para o CD105,
respectivamente.

Quanto aos resultados da imunofenotipagem, o CD19 foi expresso em todos
0s casos 21/21 (100%) de LLA-cpB. Ao diagnostico, CD105 foi detectada em 11/15
(73,33%) pacientes, e teve uma variagcdo de expressao de 83,55 — 100%, com
mediana do valor de percentual 97,48%. Em relagédo ao valor de MIF, observou-se
uma mediana de 42,61%. A expressdo de CD105 em relacdo ao MIF foi estratificada
em baixa (< 20), intermediaria (220 < 60) e alta (260). Sendo observados 33,33%
dos casos com alta expressao, 26,66% com expressao intermediaria e 13,33% com

baixa expressdo. (Figura 2 e Tabela 1).
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Figura 2. A) Mediana e intervalo interquartil da porcentagem de expressao de CD105
nos blastos leucémicos de pacientes ao diagnéstico. B) Distribuicao de frequéncia da
porcentagem de expressao de CD105 nos blastos leucémicos de pacientes ao
diagnéstico. C) Mediana e intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos
blastos leucémicos de pacientes ao diagnostico. D) Distribuicdo de frequéncia dos
valores de MIF de CD105 nos blastos leucémicos de pacientes ao diagndstico. MIF:
Média de Intensidade de Fluorescéncia. Inter.: Intermediaria.
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Tabela 1. Expressdo do antigeno CD105 de acordo com caracteristicas
demograficas e clinico-laboratoriais de pacientes com LLA-cpB.

Total n  %CD105 MIF CD105
(%)
CD105 CD105
Negativo n Positvo n Baixa Intermediaria Alta
(%)
(%)
Idade (anos)
1
0-1 1 (100) 0 1 0 0
(4,76)
15
2-10 2 (13,33) 13 (86,66) 2 7 6
(71,42)
5
11-18 2 (40) 3 (60) 2 1 2
(23,80)
Sexo
11 4 (36,36) 7 (63,63) 4 3 4
Feminino
(52,38)
10
Masculino 3 (30) 7 (70) 3 3 4
(47,61)
Leucometria
(X10°/L) 13 4 (30,76) 9 (69,23) 4 6 3
<50 (61,90)
=50 ° 2 (25) 6 (75) 2 1 5
(38,09)
DRM D33

Negativo  ,  (gg) 3(75) 1(25) 3 0 1
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Positivo 1 (20) 1 (100) 0 1 0 0

DRM D78

Negativo 4 1(25) 3 (75) 1 0 3
(57,14)

Positivo 3 1 (33,33) 2 (66,66) 1 1 1
(42,85)

Recaida

Nao 19 4 (21,05) 15 (78,94) 4 8 7
(90,47)

Sim 2 1 (50) 1 (50) 1 0 1
(9,52)

Total 21 6 (28,57) 15 (71,42)

Fonte: elaboracéo do autor, 2022.

Avaliamos a expressdo de CD105 durante o monitoramento de DRM dos
pacientes. Para a identificacdo dos blastos e linfécitos maduros foi utilizada a mesma
estratégia do diagndstico. As hematogbnias foram identificadas pela expressao
intermediaria da molécula CD45, heterogénea de CD10, alta expressdo de CD38 e
expressdo de CD34 nas células mais imaturas. Os controles internos foram mantidos

conforme descrito no diagnéstico. (Figura 3).
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Figura 3. Caso representativo de Doenca Residual Minima (DRM), evidenciando
blastos leucémicos em vermelho, hematogonias (azul) e linfocitos maduros (verde).
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Blastos de tamanho e complexidade baixa (A), CD45 intermediario (B), duplo
positivo para CD19 e CD105 (C) e heterogénea para CD38 (D). Células de tamanho
e complexidade baixa (E), em F, hematogobnias (azul) CD45 intermediario e linfécitos
maduros CD45 forte (verde). Hematogbnias possuem expresséao forte de CD38, e
positividade para CD105, diferente dos linfécitos maduros, que € duplo negativo para
ambos os marcadores (G). Em H, populacdo de hematogbdnias em azul e linfocitos
maduros B em verde.

Comparamos a expressdo de CD105 nas populacdes celulares encontradas
nas amostras de DRM (Figura 4). Entre as hematogbénias de pacientes DRM-,
observamos um maior percentual e maior MIF na expressédo de CD105, em relacéo
aos blastos e hemagondnias de pacientes DRM+, no entanto, tais aumentos nao
representam diferencas estatisticas em relacéo as outras duas populacdes citadas.
Ja entre os linfécitos B maduros, confirmamos a expressdo negativa (abaixo de

20%) e MIF de baixa a intensidade negativa.
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Figura 4. A) Média e desvio padrdo da expressdo de CD105 nas populagbes de
células em DRM D78. B) Média e devio padrdo do MIF da expressao do CD105 nas
populacdes em DRM D78.

Em um dos pacientes (paciente 1), foi possivel avaliar a expressao de CD105
desde o diagnéstico até a recidiva (Figura 5). Observou-se que o0s blastos
leucémicos estiveram presentes em todas as avaliacbes tendo um aumento

significativo da expressdo do CD105 na recidiva. As hematogOnias foram
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encontradas apenas em D78, sendo a maior expressdo do CD105 na analise. Os
linfécitos maduros apresentaram uma variacdo da expressao de CD105, com média
de 1,63%. A partir do MIF as amostras foram estratificadas em baixa expressao (D,
D15, D33), intermediaria (D78) e alta expresséo (R). (Figura 5).
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Figura 5. Caso representativo (paciente 1), avaliando a expresséao e MIF do CD105
do seu diagnédstico a recidiva dentro das populacdes de blastos leucémicos,
hematogo6nias e linfécitos maduros. A) Expressdo do CD105 nos blastos leucémicos.
B) Expressdo do CD105 em hematogbnias. C) Expressdo do CD105 nos linfécitos
maduros. D) Valores de MIF de CD105 nos blastos leucémicos. E) Valores de MIF
de CD105 em hematogobnias. F) Valores de MIF de CD105 nos linfécitos maduros.
MIF: Média de Intensidade de Fluorescéncia.

DISCUSSAO

Novos alvos terapéuticos para LLA s&o urgentemente necessarios e
continuam sendo um desafio clinico (INABA et al., 2013). Embora progressos
significativos tenham sido feitos na ultima década para o tratamento da LLA, em
pacientes com LLA refrataria ou recidivante, a quimioterapia de segunda linha
mostrou um efeito ruim, raramente resultando em sobrevivéncia a longo prazo
(ELKHOLY et al., 2021; DIAS et al., 2016). Assim, ha uma necessidade critica de

novas opg¢des terapéuticas, onde a imunoterapia, em especial com o0 uso de
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anticorpos monoclonais, mostra resultados promissores com efeitos terapéuticos
significativos e baixa toxicidade (FARHADFAR; LITZOW, 2016).

O CD105 ou endoglina é um receptor do TGF-B tipo | e Ill, uma citocina
pleiotropica que rege a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e adesdo celular. A
endoglina é considerada um poderoso marcador da angiogénese e um potencial ator
essencial na patogénese de doencas vasculares e na progressdo tumoral
(FONSATTI et al., 2001). CD105 é um alvo promissor, com potencial terapéutico
para pacientes com tumores solidos e outras doencgas neoplésicas, que apresentam
aumento da angiogénese (CHAKHACHIRO et al.,, 2013). Dourado et al. (2017),
estudaram o uso de anticorpo monoclonal TRC105, especifico para endoglina, em
modelo de xenotransplante para o estabelecimento de leucemia aguda. Observaram
que o anticorpo é capaz de inibir o desenvolvimento de leucemia a partir de blastos
primarios de LMA, além de inibirem a progressdo da leucemia apdés o
estabelecimento da doenca, mas em LLA-cpB TRC105 sozinho foi ineficaz devido a
presenca de CD105 solavel. No entanto, tanto em LLA quanto em LMA, TRC105
combinado com quimioterapia padrdo, potencializou a inibicdo da progressédo da
doenca, indicando que TRC105 pode representar uma nova opcao terapéutica.
Assim, a andlise da expressdo de CD105 pode ser de grande valia ndo sé para
avaliar o prognéstico, mas também a aplicacdo de terapia direcionada as leucemias

agudas.

Nos estudos de Elkholy et al. (2021) a andlise multivariada mostrou que a
positividade de CD105 é um fator independente que estd associado a um resultado
desfavoravel para terapia de inducao, onde a maior taxa de falha de inducao foi nos
pacientes positivos para o CD105. Isso destaca a importancia de CD105 como
marcador prognostico em LLA-cpB. Isso é comparavel ao que Kauer et al. (2019)
encontraram em seu estudo de CD105 em Leucemia Mieloide Aguda (LMA), onde foi
observada uma correlacdo entre a expressao de CD105 e com resultados
desfavoraveis e falhas de resposta a quimioterapia. Neste trabalho é recomendado o
uso da expressdo de CD105 como marcador prognoéstico na LMA, o que poderia
ajudar a otimizar o acompanhamento e as decisdes de tratamento para esses
pacientes. Os autores sugerem que o resultado desfavoravel observado em
pacientes com LMA CD105 positivos esta relacionado a participacdo da molécula na

desregulacéo das vias de sinalizacdo dependentes de TGF-B e independentes de
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TGF-B, levando a um aumento na angiogénese, 0 que da uma maior chance para
sobrevivéncia de células malignas, com o aumento do risco de doenca residual

mensuravel positiva.

Por mais que se saiba da expressdo do CD105 nas leucemias, ainda é
preciso melhorar os dados sobre a sua relacdo com o prognéstico (KAUER et al.,
2019). Em nosso trabalho foi mostrada a expressao positiva de CD105 em 73,33%
dos casos diagnosticados com LLA-cpB. Este resultado é um pouco mais elevado do
gue o apresentado por Cosimato et al. (2018), que relataram expresséo positiva de
CD105 em 68,4% dos casos de LLA-cpB e do que Elkholy et al. (2021), com 41,2%
dos casos positivos. A expressdo de CD105 nas hematogbnias, tanto em pacientes
com DRM positiva quanto negativa, mostra que a molécula pode estar relacionada
ao processo de diferenciacdo normal de células B, o que néo foi ainda mostrada na
literatura. Tal avaliagdo traz ainda a possibilidade de uso da molécula na
identificacdo de blastos leucémicos como durante avaliacdo de DRM. Esses dados
sdo ainda bastante iniciais, mas trazem dados novos e que podem contribuir tanto
no diagnoéstico e prognéstico das LLA-cpB, assim como no processo de
diferenciacao normal de precursores B.

Nosso estudo contribui com os conhecimentos sobre a expressao de CD105
em pacientes pediatricos com LLA-cpB, e amplia a discussao de sua utilizacdo como
marcador de DRM. O aumento do nimero de pacientes avaliados € uma importante
perspectiva do estudo, de forma a ser possivel avaliar a correlacdo da expresséo da
molécula com o progndstico, e ter resultados mais contundentes da sua expressao

na curva maturativa de linfécitos B.

CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com dados da literatura, e resultados observados em nosso trabalho, a
molécula CD105 pode ser considerada um potencial marcador para o prognostico de
pacientes pediatricos com LLA-cpB, pode estar relacionada a maturacdo de células
B, favorecendo uma otimizacdo nas tomadas de decisfes de tratamento para

pacientes diagnosticados com LLA-cpB.
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5. CAPITULO 3 - Artigo Cientifico 2.

EXPRESSAO DE CD105 (ENDOGLINA) EM PRECURSORES LINFOIDES
NORMAIS E EM BLASTOS NEOPLASICOS NA LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA B NA INFANCIA

Geraldo P Sampaio, Chaislan Igor da S Nascimento, Yasmim Cristina Ferreira de Almeida, ,
Keina Maciele Campos Dourado , Soraya Castro Trindade, Eugénia Terra Granado Pina,
Roberto José Meyer

Resumo: A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o cancer mais frequente na infancia e na
adolescéncia, caracterizada pela proliferacdo clonal maligna de blastos leucémicos acima de
20% na medula e/ou sangue periférico. No Brasil, estima-se que para cancer infantojuvenil, a
maior parte corresponde ao sexo masculino, predominantemente LLA. O uso da citometria de
fluxo, em conjunto com a analise morfoldgica, ¢ fundamental para o diagndstico e
acompanhamento de tais enfermidades. A molécula endoglina € um co-receptor da familia do
TGF-B que desempenha um papel crucial na regulacdo da angiogénese. Apesar de ser mais
conhecida por sua expressdao em células endoteliais, a endoglina também é expressa nas
células-tronco hematopoiéticas (CTH) e recentemente tem sido sugerida como marcador de
mau prognostico para pacientes pediatricos com LLA de células precursoras B (LLA-cpB).
Neste contexto, o presente trabalho avaliou a expressdo do CD105 em precursores normais de
células B, também denominadas de hematogdnias, em blastos leucémicos de pacientes
pediatricos com LLA-B e Linfdcito Maduros B. O estudo foi realizado em amostras de
pacientes onco-pediatricos do Hospital Aristides Maltez, utilizando painéis pré-definidos para
a analise da expressdo do CD105. A aquisi¢cdo dos eventos foi realizada no citdmetro de fluxo
BD FACSCalibur e as analises realizadas no software Infinicyt. As amostras dos pacientes,
foram analisadas quanto a presenca ou auséncia da expressao antigénica de cada marcador. O
CD105, ao diagndstico, foi expresso em 48/58 (82,75%) paciente e apresentou obteve uma
média de expressdo do MIF de 61,13 no total de blastos dos pacientes com LLA-cpB, tendo a
maior expressdo nos blastos leucémicos. A mediano do MIF foi maior nas hematogbénias
quando comparado com as outras popula¢ées. CD105 pode, ser considerado um potencial
marcador prognostico para deteccdo de resposta a terapia de inducdo na infancia LLA-B,
servir para otimizar as decisdes para tratamento e estar relacionado em outros processos

bioldgicos.

Palavras-chave: Leucemia Linfoblastica Aguda B, pediatrico, CD105, imunofenotipagem.
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CD105 (ENDOGLIN) EXPRESSION IN NORMAL LYMPHOID PRECURSORS AND
NEOPLASTIC BLASTS IN CHILDHOOD B-ACUTE LYMPHOBLASTIC
LEUKEMIA

Abstract: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most frequent cancer in childhood
and adolescence, characterized by malignant clonal proliferation of leukemic blasts above
20% in the marrow and/or peripheral blood. In Brazil, it is estimated that for childhood
cancer, most correspond to males, predominantly ALL. The use of flow cytometry, in
conjunction with morphological analysis, is essential for the diagnosis and follow-up of such
diseases. The endoglin molecule is a co-receptor of the TGF-p family that plays a crucial role
in the regulation of angiogenesis. Although best known for its expression in endothelial cells,
endoglin is also expressed in hematopoietic stem cells (HSC) and has recently been suggested
as a marker of poor prognosis for pediatric patients with B-precursor cell ALL (CpB-ALL). In
this context, the present study evaluated the expression of CD105 in normal precursors of B
cells, also called hematogonia, in leukemic blasts from pediatric patients with ALL-B and
Mature B lymphocytes. Hospital Aristides Maltez, using predefined panels for the analysis of
CD105 expression. Events were acquired using a BD FACSCalibur flow cytometer and
analyzes were performed using Infinicyt software. Patient samples were analyzed for the
presence or absence of antigenic expression of each marker. CD105, at diagnosis, was
expressed in 48/58 (82.75%) and obtained an average expression of 61.13% of patients with
ALL-cpB, with the highest expression in leukemic blasts. The MIF was higher in
hematogonia when compared to the other populations. CD105 may be considered a potential
prognostic marker for detecting response to childhood ALL-B induction therapy, serve to
optimize treatment decisions, and be related to other biological processes.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia B, pediatric, CD105, immunophenotyping.
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o cancer mais frequente na infancia e na
adolescéncia, caracterizada pela proliferacdo clonal maligna de blastos leucémicos acima de
20% na medula e/ou sangue periférico (STEVEN et al., 2017). No Brasil, estima-se que para
cancer infantojuvenil, a maior parte corresponde ao sexo masculino (4.310:4.150),
predominantemente LLA (INCA, 2020), sendo que, 85% dos casos de LLA s&o derivados de
linhagens de células B e 15% de linhagens de celulas T (PUI CH et al, 2008).

Cerca de 90% das LLA tém alteracdo de cari6tipo ao diagndstico, e diferentes fatores
podem estar diretamente associados a sua etiologia, incluindo fatores genéticos, imunoldgicos
e ambientais (WIEMELS, 2012). A FAB classificava as LLA pela morfologia (FAB L1, L2
ou L3), porém uma vez que a imunofenotipagem se mostrou mais Util na determinacdo do
grau de diferenciacdo ou maturacdo da célula leucémica, a classificacdo da OMS divide-as em
neoplasias de precursor B ou T. O uso da citometria de fluxo, em conjunto com a analise
morfolégica, é fundamental para o diagndstico e acompanhamento de tais enfermidades.
Protocolos quimioterapicos podem levar a remissao da leucemia, mas eventos refratarios e
recidivas da patologia podem ocorrer, sendo assim, a identificacdo de novos marcadores
progndsticos ndo apenas ajudara a aumentar a precisdo da estratificacdo de risco dos
pacientes, mas também minimizara as chances de recaida, otimizando a terapia nos estagios
iniciais do tratamento (RASHED et al., 2019).

A molécula endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor acessdrio para TGF-B uma
citocina pleiotropica que rege a proliferacdo, diferenciacdo, migracao e adesdo celular, sendo
fundamental na angiogénese (COSIMATO et al, 2018). Endoglina é, portanto, sugerido como
um marcador de angiogénese relacionada ao tumor e neovascularizacdo. Os seus pap€is no
progndstico, diagndstico e o tratamento de neoplasias tem sido alvo de estudos (WIKSTROM
P et al. 2002; WANG JM et al. 1994). Apesar de ser mais conhecida por sua expressdo em
células endoteliais, a endoglina também ¢é encontrada expressa nas células-tronco
hematopoiéticas (HSC) de todos os sitios hematopoiéticos, incluindo a medula éssea (PRONK
et al. 2007; CHEN et al. 2005), onde é descrita como um marcador para HSC de longo prazo
(CHENG et al. 2005; ROQUES et al. 2012). Um estudo baseado em analises de
imunohistoquimica, encontrou endoglina altamente expressa na medula de pacientes com
LMA (CHAKHACHIRO et al. 2013) e um estudo de expressdo génica identificou endoglina
associada a pior prognostico em criangas com LLA (CATCHPOOLE et al. 2007). Em 2017,
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um estudo utilizando modelo de xenotransplante mostrou que o0s blastos positivos para
endoglina (CD105) obtidos de pacientes com leucemia, apresentam maior capacidade
leucemogénica do que blastos CD105 negativos. Outro trabalho muito recente sugere CD105
como marcador de mau prognostico para pacientes pediatricos com LLA de células
precursoras B (LLA-cpB) (ELKHOLY ET AL, 2021). Neste contexto, o presente trabalho
avaliou a expressdo do CD105 em precursores normais de células B, também denominadas de
hematogonias, em blastos leucémicos de pacientes pediatricos com LLA-B e Linfécito
Maduros B.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Pacientes e amostras

Neste estudo foram incluidos 58 pacientes diagnosticados com LLA-cpB, 9 pacientes
controle , avaliados para o diagnostico diferencial de doenca oncohematologica,
caracterizados como negativos com idade entre O e 18 anos, totalizando em 67 amostras
recebidas entre janeiro de 2016 a dezembro de 2021 no servigo de imunofenotipagem do
Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Aristides Maltez (HAM)/ Liga Bahiana Contra o
Cancer oriundos dos servicos de oncopediatria do Hospital Martagdo Gesteira, Hospital

Aristides Maltez e da Santa Casa da Misericordia de Itabuna.

Os pacientes selecionados foram diagnosticados através do que é preconizado pela
Organizagdo Mundial da Satde (ARBER et al., 2016; WHO, 2017). O critério de diagnostico
foi baseado na apresentacdo clinica, hemograma completo, esfregacos morfoldgicos e
imunofenotipagem de medula dssea (MO) e/ou sangue periférico (SP). Foi considerado
leucemia aguda a presenca de 20% ou mais de blastos na medula 6ssea ou no sangue
periférico, avaliados através de esfregacos morfolégicos. Dos participantes deste estudo foram
obtidos dados demograficos e laboratoriais, como: idade, sexo, naturalidade, tipo de amostra
utilizada no diagnostico, percentual de blastos leucémicos, leucometria, idade do inicio do

tratamento.
2.2 Imunofenotipagem

A analise de imunofenotipagem foi feita em amostras de MO e SP coletadas em tubos
contendo EDTA. A LLA-cpB foi diagnosticada usando o painel de leucemia aguda, utilizado

na rotina do laboratério, que incluiu as seguintes combinagdes de marcadores de superficie:
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HLA-DR/CD117/CD34/CD45, CD45/CD10/CD20/CD19, CD2/CD13/CD45/CD11b,
CD7/CD33/CD45/CD123, CD64/CD14/CD45/CD300e, CD8/CD4/CD3/CD45,
CD36/CD105/CD34/CD45, CD15/CD16/CD45/CD10, CD9/CD56/CD45/CD38, e o tubo
contendo marcadores intracitoplasmaticos (cit) MPOcit/CD79acit/CD3cit/CD45. Para
avaliacdo de DRM foi utilizado o painel com as seguintes combinacfes de marcadores de
superficie: CD38/CD34/CD45/CD19, CD38/CD13+CD33/CD45/CD19,
CD81/CD20/CD45/CD19, CD45/CD10/CD20/CD19, CD38/CD66¢c/CD45/CD19,
CD38/CD73+CD304/CD45/CD19 e CD38/CD105/CD45/CD19. Amostras de MO (10x1075 /
Leucograma) ou SP (50 L), foram marcadas com os anticorpos para moléculas de superficie
referidos acima, e incubadas por 15 minutos (min) em temperatura ambiente (TA), em
ambiente escuro. Em seguida, 500 puL de FACS Lysing Solution® (BD Biosciences, CA,
EUA) previamente diluido 1:10 em agua destilada, foram adicionados as amostras que foram
entdo incubadas por 15 min em TA, no escuro. As células foram lavadas em solugéo
fisiologica de cloreto de sddio 0,9%, e o sedimento foi suspenso na mesma solucdo. Nas
marcacgdes intracitoplasmaticas, apds transcorrer o periodo de incubacdo do anticorpo de
superficie, foi utilizado 50uL da solucédo de fixacdo (Kkit de fixacdo e permeabilizacdo - FIX &
PERM; Nordic Mubio), acondicionando as amostras em TA, no escuro, por 10 min. As
células foram entdo lavadas em solucdo fisiolégica de cloreto de sédio 0,9%, e apoOs
adicionados 50pL da solucdo de permeabilizacdo (kit de fixacdo e permeabilizacdo - FIX &
PERM; Nordic Mubio) ao sedimento, junto com o0s anticorpos para moléculas
intracitoplasmaticas e incubacdo por 15 min, em TA, no escuro. As células foram entdo
lavadas em solucdo fisioldgica de cloreto de sddio 0,9%, e o sedimento suspenso na mesma
solucdo, seguindo-se aquisicdo das amostras. Pelo menos 30.000 eventos para diagnéstico e
500.000 eventos para DRM por tubo foram adquiridos no citbmetro de fluxo de 4 cores BD
FACSCalibur (BD Biosciences, CA, EUA) e analisados usando o software Infinicyt™ 9 1.8
(Cytognos, 10 Salamanca, Espanha). A compensacdo dos diferentes fluorocromos foi

previamente realizada, utilizando amostras de SP de pacientes ndo leucémicos.

As populagdes de blastos leucémicos, hematogénias e linfocitos maduros foram
identificadas com base na expressdo da molécula CD45 versus caracteristicas de
granulosidade interna (CD45 X SSC), além de CD45 X CD19, SSC X CD38 em conjunto
com a expressdo de outras moléculas. Marcadores foram considerados positivos em uma
populacdo celular, quando pelo menos 20% das células apresentaram sua expressdo. Para

avaliacdo da expressdo da molécula CD105, utilizou-se a porcentagem de células marcadas e
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a média da intensidade de fluorescéncia (MIF). Como controle negativo para CD105, foi
utilizada a populagdo de linfocitos B maduros na mesma amostra, e como controle positivo a

expressao em células vermelhas.
2.3. Analises estatisticas

Os dados foram analisados usando o pacote de software GraphPad Prism version 9.0 e
SPSS estatitiscas versdo 24. As amostras dos pacientes incluidos no estudo, com diagnéstico
de LLA-cpB, avaliados ao diagnostico foram analisadas individualmente quanto a presenca
ou auséncia da expressdo antigénica de cada marcador utilizado na citometria de fluxo.
Inicialmente, foi realizada a avaliacdo exploratdria e descritiva dos dados, buscando
identificar diferencas em subgrupos de pacientes de acordo com informagdes como idade,
sexo, leucometria, faixa etéria. Foi realizado andlise ANOVA com teste Post Hoc de Games-

Howell.
2.4 Consideracdes éticas

Este projeto possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa sob 0 nimero CAAE
03826318.2.0000.5662 ICS/UFBA. Os pacientes foram incluidos no estudo apds assinatura

do termo de consentimento por seus responsaveis legais.
3 RESULTADOS

Este estudo foi conduzido avaliando 58 criancas diagnosticadas com LLA-cpB, sendo
30 meninas (51,72%) e 28 meninos (48,27%), com idades variando de 0 a 18 anos com um
valor mediano 4 anos (Tabela 1). Foram avaliadas 58 amostras ao diagndstico e 9 amostras

de controle .
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Tabela 1. Expressdo do antigeno CD105 de acordo com caracteristicas demograficas de
pacientes com LLA-cpB.

Total %CD105 MIF CD105

CD105 (CD105
n (%) Negativo Positivo Baixa Intermediaria  Alta
n (%) n (%)

Idade (anos)

10 1 9

022 (17,24) (10) (90) 6 3 0
2210 (63;4) (20?51) (7:,18) 17 9 5
10-18 (15?51) (11?11) (882,388) / 1 0
Sexo
Masculino (4527) (21?42) (7;?57) 15 > 2
Feminino (513,(;2) (131,‘33) (862,665) 15 8 3
Leucometria
(X10°/1)
0 (6??,31) (19?23) (83,176) 19 2 0
=50 (361,558) (33?33) (651,%5) 8 2 0
5
fotal (15080) (171,25) (sg,is) 623, oo 27,1038% 10,41%
Média MIF 60,81 1401 70,56 ] ] )
Mi::i"a 40,01 1575 44,99 i ] ]

Fonte: elaboracdo do autor, 2023.

Ao diagnostico foi observada nos blastos leucémicos uma média de 60,81 e mediana
de 40,01 de MIF. Quanto aos resultados da imunofenotipagem, o CD19 foi expresso em
todos os casos 58/58 (100%) de LLA-cpB. Ao diagndstico, CD105 foi detectada em 48/58
(82,75%) pacientes, e teve uma variagéo de expressdo de 20% — 96%. Em relagdo ao valor de
MIF no grupo CD105+_, observamos uma média de 70,56 e mediana de 44,99 do MIF. Os
pacientes que tiveram valores considerados negativos 10/48 (17,25%) observamos uma média
do MIF de 14,01 e mediana de 15,75. Ja no controles (Tabela 2.) foi observado uma média
de 13,11% e mediana de 13% de células precursoras B, que evidenciaram a presenca do
CD105 juntamente com a populacdo de celulas precursoras da linhagem  linfoide B
denominadas de hematog6nias CD34+ onde foi detectada 9/9 (100%) pacientes, e teve uma
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variacdo de expressdo de 3,97% — 29,16% dentro desta populacdo. Em relacdo ao valor de
MIF do CD105, observamos uma média de 44,56 e mediana de 45,6 (Tabela 2).

Tabela 2. Expressdo do antigeno CD105 de acordo com as caracteristicas demograficas e
laboratoriais dos controles.

Idade (anos) Sexo Leucometria Total Média Mediana
0>2 2>10 10--18 Masculino Feminino <50 >50 MIF MIF
n 4 3 2 5 4 3 6 9

(%) (4444) (3333) (2222)  (5555)  (4444)  (3333) (6666) (100) O 450

Fonte: elaboragéo do autor, 2023.

Na figura 1 é mostrado um caso representativo de paciente leucémico, onde séo
identificadas as populacbes presentes na amostra, e a expressdo de CD105. As células
blasticas LLA-cpB foram identificadas por expressao intermediaria CD45, positiva de CD19,
além de CD10 e/ou CD79a, e foi observada a presenca de alteracdes imunofenotipicas em
outros marcadores. Como controle negativo interno para marcacdo de CD105, foram
utilizados linfocitos B maduros presentes em cada amostra, identificados pela alta expressao
do CD45, expressdo positiva para CD19 e negativa para CD38. Enquanto como controle
positivo interno para CD105, foi utilizada a populacédo eritroide, identificada por ser CD45

negativa e CD36 positiva.
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Figura 1. Caso representativo de diagnostico e controles internos. Em A, as populagdes sdo separadas pelo
granulosidade e fluorescencia evidencianco a populagdo de células doentes e linfécitos maduros presentes no
material (SSC x CD19). Em B, através do CD45 x SSC, é possivel observar as populacdes de blastos (vermelho)
e linfocitos maduros (verde e laranja). Por meio do dot plot C Em B, através do CD45 x SSC, é possivel observar
total celular e as populagdes de granuldcitos (roxo), blastos (vermelho) e linfécitos maduros (verde e laranja).
Dot Plot de CD34 versus CD105, demosntranda a presenca parcial de CD34 e expressdo do CD105 (D).
Segundo caso representativo mostrado em E,F e G. Em E, as populagdes sdo separadas pelo granulosidade e
fluorescéncia evidenciando a populagéo de células doentes e linfocitos maduros presentes no material e p total
celular (SSC x CD19). Em A, as populacfes sdo separadas pelo granulosidade e fluorescéncia evidencianco a
populagdo de células doentes e linfocitos maduros presentes no material (SSC x CD19). Os dot plots F e G,
representam positividades das células blasticas em vermelho para o CD105 e CD10, respectivamente.
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Figura 2. A) Mediana e intervalo interquartil da porcentagem de expressdo de CD105 nos blastos leucémicos de
pacientes ao diagnostico. B) Distribuicdo de frequéncia dos valores de MIF de CD105 nos blastos leucémicos de
pacientes ao diagnodstico. MIF: Média de Intensidade de Fluorescéncia. Inter.: Intermedidria. C) Média e
intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos blastos leucémicos positivos e negativos paro o0 CD105
de pacientes ao diagndstico. D) Mediana e intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos blastos,
hematogonias e linfécitos maduros. E) Média e intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos blastos,
hematogonias e linfocitos maduros.

Avaliamos também a expressdo de CD105 nos individuos controles, nas hematogdnias
e linfocitos maduros desses individuos. Para a identificacdo de hematogonias e linfocitos
maduros foi utilizada a mesma estratégia do diagnostico. Nos casos controles identificamos as
hematogbnias pela presenca do CD19 e expressdo intermediaria da molécula CDA45,
heterogénea de CD10, alta expressdo de CD38 e expressdao de CD34 nas células mais

imaturas. Os controles internos foram mantidos conforme descrito no diagnostico. (Figura 3).
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Figura 3. Amostra de individuo controle representado pelo de perfil de hematogdnias (azul) e linfcitos maduros
(verde). Hematogonias apresentando complexidade baixa e CD10 (SSC X CD10) (A), CD19 presente em
diversas fases maturativas das células B precursoras e maduras (B), duplo positivo para CD105 e CD34
evidenciando a presenca do CD105 em fase inicial das hematogonias (C) e positividade do CD105 com baixa
complexidade associada aos percussores B (D).

Como observado na figura 2 D comparamos a mediana MIF do CD105 nas diferentes
populacBes celulares encontramos diferenca estatistica significante entre a populacdo de
linfocitos maduros em relacdo as hematogonias e blastos leucémicos (p 0.05), contudo quando
comparamos a mediana de MIF do CD105 nas populacdes de células precursoras B e células
blasticas B, tais diferencas ndo representam diferencas estatisticas . J& entre os linfécitos B

maduros, confirmamos a expressdo negativa (abaixo de 20%) e MIF de baixa expresséo.
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Figura 4. A) Média e desvio padréo da expressao de CD105 nas populacdes blastos . B) Média e devio padréo do
MIF da expressdo do CD10, CD34 e CD105 nas populacdes de blastos.

Contudo, quando comparamos dentro do grupo de pacientes com LLA a expresséo de
CD105 em relacdo ao MIF (Tabela 1.) foi estratificada em baixa (20>60), intermediaria
(60>140) e alta (140-300). Sendo observados 10,41% dos casos com alta expressdo, 27,08%

com expressdo intermediaria e 62,5 % com baixa expressao (p 0.05).

4 DISCUSSAO

A leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL) é o cancer pediatrico mais
comum. Embora a taxa de cura realmente exceda 85%, o0 progndstico dos pacientes
recidivantes/refratarios é sombrio. Dados recentes da literatura indicam que o microambiente
da medula dssea (MO) pode desempenhar um papel crucial no inicio, manutencdo e
progressao da doenca (FALLATI, A.; et al 2022).

O microambiente hematopoiético € composto por varias células e moléculas que
regulam a hematopoiese. A disfungéo nesse microambiente pode levar ao desenvolvimento de
distdrbios hematoldgicos, como a LLA B. Estudos (MEURER SK, WEISKIRCHEN R; 2020)
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recentes mostraram que a endoglina CD105, uma proteina de membrana expressa em células
estromais, esté envolvida na regulagdo do microambiente hematopoiético e pode desempenhar
um papel na progressdo da LLA B. Nos ultimos anos, antecipou-se que a expressao/funcéo da
endoglina ndo se restringe aos precursores endoteliais. Especialmente sua expressao
diferencial durante a hematopoiese defende um papel desse receptor no desenvolvimento de
linhagens celulares individuais. Isso abre caminho para uma melhor compreensdo da
hematopoiese em geral, usando o CD105 como um marcador para purificar e analisar 0s
estagios individuais das células de desenvolvimento durante a hematopoiese. Além disso,
pode ser usado como marcador para identificar diferentes tipos de leucemia a partir da
ocorréncia de células precursoras no sangue periférico (MEURER SK, WEISKIRCHEN R;
2020).

A interacdo entre as células da LLA B e as células estromais no microambiente
hematopoiético é critica para a sobrevivéncia e proliferagdo das células leucémicas. Estudos
in vitro e in vivo mostraram que a expressao de endoglina CD105 em células estromais esta
aumentada na LLA B e pode promover a sobrevivéncia das células leucémicas por meio da
ativacdo da via de sinalizacdo do TGF-4 . O fator transformador de crescimento  (TGFp) é
um dos mais importantes reguladores da hematopoiese e tem papel fundamental na regulacéo
do equilibrio entre proliferacdo e diferenciacdo nas células hematopoiéticas (TIMMINS,
M.A.; RINGSHAUSEN, I.; 2022). Alteracbes na via do TGFf sdo frequentemente
encontradas na leucemia, embora a interrupcdo do TGFS ndo seja suficiente para iniciar a
transformacdo maligna. No entanto, a perda da sinalizacdo de TGFf por meio da inativacdo
mutacional de componentes da via de sinalizacdo ou pela modulacdo negativa de sua
expressdo pode ser um segundo golpe critico que contribui para a manifestacdo da doenca
(KIM, S.J.; & LETTERIO, J.; 2003)

Estudos recentes (FALLATI, A.; et al 2022), mostraram que as células leucémicas e as
ceélulas estromais na LLA B liberam EVs que contém proteinas e RNAs que podem afetar a
sobrevivéncia, proliferacdo e quimiorresisténcia das células leucémicas. Alem disso, foi
demonstrado que as EVs podem afetar a funcdo das células estromais no microambiente
hematopoiético, aumentando a expressdo da endoglina CD105 e afetando a via de sinalizagdo

do TGF-p favorecendo assim o ambiente tumoral.

Nos estudos de Elkholy et al. (2021) a analise multivariada mostrou que a positividade

de CD105 é um fator independente que esta associado a um resultado desfavoravel para
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terapia de inducdo, onde a maior taxa de falha de indugédo foi nos pacientes positivos para o
CD105. Isso destaca a importancia de CD105 como marcador prognostico em LLA-cpB. Isso
é comparavel ao que Kauer et al. (2019) encontraram em seu estudo de CD105 em Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), onde foi observada uma correlagdo entre a expressdo de CD105 e
com resultados desfavoraveis e falhas de resposta a quimioterapia. Neste trabalho é
recomendado o uso da expressdo de CD105 como marcador prognoéstico na LMA, o que
poderia ajudar a otimizar o acompanhamento e as decisfes de tratamento para esses pacientes.
Os autores sugerem que o resultado desfavoravel observado em pacientes com LMA CD105
positivos esta relacionado a participacdo da molécula na desregulacéo das vias de sinalizagdo
dependentes de TGF-B e independentes de TGF-$ , levando a um aumento na angiogénese, 0
gue d& uma maior chance para sobrevivéncia de células malignas, com o aumento do risco de

doenca residual mensuravel positiva.

Por mais que se saiba da expressdo do CD105 nas leucemias, ainda € preciso melhorar
0s dados sobre a sua relacdo com o prognostico (KAUER et al., 2019). Em nosso trabalho foi
mostrada a expressao positiva de CD105 em 82,75% dos casos diagnosticados com LLA-cpB.
Esse resultado € um pouco mais elevado do que o apresentado por Cosimato et al. (2018), que
relataram expresséo positiva de CD105 em 68,4% dos casos de LLA-cpB e do que Elkholy et
al. (2021), com 41,2% dos casos positivos.

A expressdo de CD105 nas hematogonias, esteve presente em fase maturativa mais
inicial das hematogénias juntamente com o CD34, onde evidenciamos a presenca do CD105
em torno de de 13,11% com variacdo de expressao de 3,97% — 29,16% nas células precusoras
B denominadas de hematogonias. Em relagdo ao valor de MIF do CD105, observamos uma
média de 44,56 e mediana de 45,6 nestas células. O que demonstra que a molécula pode estar
relacionada ao processo de diferenciacdo normal de células B, o que ndo foi ainda mostrada

na literatura.

Tal avaliacdo traz ainda a possibilidade de uso da molécula na identificagdo de blastos
leucémicos durante avaliagdo de DRM. Dentro dos casos de LLA -cB ao diagnostico, CD105
foi detectada em 48/58 (82,75%) pacientes, e teve uma variagao de expressdo de 20% — 96%.
Em relacdo ao valor de MIF, observamos uma média de 70,56 e mediana de 44,99. Os
pacientes que tiveram valores considerados negativos 10/48 (17,25%) observamos uma media
de 14,01 e mediana de 15,75. A auséncia de molécula também néo deve ser deixada de lado,

pois alem de servir como marcador aberrantes na avalicdo das DRM diferenciando por
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exemplo precursores normais que expressam CD19+/CD34+/CD105+ de células blasticas
aberrantes CD19+/CD34+/CD105- auxiliando no monitoramento e seguimento clinico do
paciente durante a quimioterapia. Esta relacdo pode se dar também pela auséncia do CD34 e
presenca do CD105 como ferramenta muito Gtil no diagndstico e DRM. Esses dados séo
ainda bastante iniciais, mas trazem novas informag0es, que podem contribuir tanto no
diagndstico e prognostico das LLA-cpB, assim como no processo de diferenciacdo normal de
precursores B. Além das diferencas entre MIF do CD105, apresentam diferenca significante
quando comparamos com o MIF de linfocitos maduros (p<0,05), também houve diferenga
significativa entre a intensidade de expressdo desta molécula entre as celulas doentes
permitindo assim correlacionar a expressdo com baixa, média e a alta. Desta forma, podendo

ser outro fator observacional na hora de uma avalicdo para DRM.

Nosso estudo contribui com 0s conhecimentos sobre a expressdo de CD105 em
pacientes pediatricos com LLA-cpB, e amplia a discussao de sua utilizagdo como marcador de
DRM. O aumento do nimero de pacientes avaliados € um importante perspectiva do estudo,
de forma a ser possivel avaliar a correlacdo da expressdo da molécula com o progndstico, e ter

resultados mais contundentes da sua expressdo na curva maturativa de linfécitos B.
5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desses estudos sugerem gue a endoglina CD105 é um alvo terapéutico
promissor na LLA-cpB e que a compreensao do papel da endoglina CD105 no microambiente
hematopoiético pode ser atil no desenvolvimento de novas terapias. No entanto, mais
pesquisas sdo necessarias para entender completamente a funcdo da endoglina CD105 e sua

interacdo com outras células e moléculas no microambiente hematopoiético na LLA B.

Além disso, é importante destacar que a modulacdo da endoglina CD105 pode ter efeitos em
outros processos bioldgicos, ndo apenas na regulacdo do microambiente hematopoiético.
Portanto, é crucial avaliar cuidadosamente os efeitos potenciais de terapias direcionadas a

endoglina CD105 em outros sistemas bioldgicos antes de sua aplicagéo clinica.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A crianca (nome completo
em letra de forma), sob sua responsabilidade, estd sendo convidado (a) como voluntirio (a) a
participar da pesquisa “ANALISE DA FREQUENCIA DE VARIANTES GENETICAS NO
GENE DA ENDOGLINA E EXPRESSAO DO CD105 EM PACIENTES COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA B INFANTIL". Antes de decidir pela participagdo na pesquisa, ¢ importante
que entenda o por qué a pesquisa serd realizada ¢ o que cla envolve. Por favor, dedique um tempo para
ler atentamente as informagdes scguintes. Pergunte-nos se surgir alguma divida, se alguma
informacdo ndo for clara ou caso necessite de maiores informagdes. Utilize o tempo que for necessario
para decidir. A participacdo no estudo ¢ voluntéria ¢ os dados fornecidos serdio sigilosos.

Nesta pesquisa pretendemos avaliar se as variantes genéticas no gene da endoglina podem
estar associadas a um maior risco para leucemia e como se di a expressio da endoglina nas
células leucémicas. O motivo que nos leva a estudar ¢ devido a possibilidade de contribuir para
a comunidade médica e cientifica na melhor compreensio da leucemia linfoide aguda B
infantil.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: a partir da coleta de 10ml de
amostras de sangue e/ou medula déssea colhidas na pritica diagnéstica pelo Médico
Oncologista e cedida ao estudo apés o consentimento deste termo, ALEM DISSO DEVEM
SER COLHIDAS AMOSTRAS DE SALIVA COM O USO DE SWAB (UM
PROCEDIMENTO SIMPLES, INDOLOR E NAO INVASIVO). POSTERIORMENTE AS
AMOSTRAS SERAO ENCAMINHADAS PARA SEREM FEITAS AS ANALISES necessarias
para atingir os objetivos da pesquisa. Em seguida, essas amostras serdo descartadas em residuos
apropriados para seu destino final e incineragdo. Devido o estudo envolver analise genética
(estudo dos genes), ¢ necessario que responda o Questiondrio de cor autodeclarada (Anexo A).

Informamos que podem ndo ocorrer beneficios clinicos diretos para a crianga, mas a sua participa¢io
podera colaborar para a comunidade médica e cientifica na melhor compreensdo da leucemia
linfoide aguda B infantil, vias de diagndstico e tratamento.

Os riscos relacionados a este estudo se devem a eventual identificacdo do registro do participante,
mas faremos um banco de dados que identificardo as amostras com niimeros ¢ o cadastro desses
nimeros s6 serd acessado pelo grupo de pesquisa, garantindo, desta forma, o seu anonimato:
durante a coleta de sangue para investigacdo clinica e diagndstica vocé pode sentir dor no local,
existe um pequeno risco de infeccdo e, muito raramente, algumas pessoas podem desmaiar apos a
agulha ter sido inserida ou retirada da pele, mas a equipe estara presente para tomar as medidas
necessarias com vistas a reduzir qualquer eventualidade, como deitar o paciente para que a
pressdo sanguinea seja reestabelecida.

Para participar deste estudo a crianca sob sua responsabilidade ndo terd nenhum custo, nem receberd
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso seja identificado ¢ comprovado danos provenientes

desta pesquisa, a crianga sob sua responsabilidade tem assegurado o direito a indenizagio.
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A crianga devera ser esclarecida sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar. O (a) Sr. (a), responsavel pela crianca podera retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo da crianga a qualquer momento. A participacdo dela
¢ voluntéria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma
em que ¢ atendido e cuidado pela equipe de satide do Hospital.

Ao se tratar de criancas com idade igual ou inferior a 06 anos, deve haver o compromisso por
parte do (a) Responsavel e Pesquisador que esta aplicando este Termo, em esclarecer a crianca
sobre os objetivos ¢ etapas desta pesquisa de forma clara ¢ adequada a sua idade. antes da sua
inclusdo neste estudo.

Caso o (a) Sr. (a) tenha alguma divida ou necessite de qualquer esclarecimento ou ainda deseje
retirar-se da pesquisa. por favor, entre em contato com os pesquisadores: Pesquisador responsavel
— Camila Alexandrina Viana de Figueiredo, Pesquisadores colaboradores — Yasmim Cristina
Ferreira de Almeida ou Geraldo Pedral Sampaio, Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto
de Ciéncias da Satde — 5° andar, Vale do Canela, CEP 40.110-902 Salvador, Bahia, Brasil,
Telefone: (71) 3283-8921.

Também em caso de divida, o(a) senhor(a) poderd entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA),
4° andar, Vale do Canela.. Telefone: (71) 3283-8951.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. O nome da crianga sob sua
responsabilidade ou o material que indique sua participacdo ndo serd liberado sem a sua
permissdo. A crianga sob sua responsabilidade ndo serd identificado em nenhuma publicacdo que
possa resultar. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, deverdo
ser assinados e rubricados em todas as paginas. Uma via deverd ser arquivada pelo pesquisador
responsavel, no Laboratério de Imunofarmacologia e Biologia Molecular (UFBA) e a outra serd
fornecida ao senhor. Os dados ¢ instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Os
pesquisadores tratardo a identidade da crianga sob sua responsabilidade com padrdes profissionais
de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude), utilizando as informacdes somente para os fins académicos e cientificos.

Se vocé leu ou leram para vocé este termo e foi suficientemente informado(a) quanto a pesquisa,
procedimentos, beneficios, riscos e retirou suas duvidas, por favor preencha e assine o espaco
abaixo:

Eu, 5 portador do
documento de Identidade no. responsavel pelo
Menor , fui informado(a) dos objetivos da pesquisa

de maneira clara e detalhada. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
modificar minha decisdo de consentimento de participagdo do Menor sob minha responsabilidade,
se assim o desejar. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi

dada a oportunidade de ler ¢ esclarecer as minhas duvidas.
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Salvador, de de20__ .

NOME ASSINATURA: POLEGAR
(em letra de forma) LSe necessirio)

Participante/
Crianga:

Representante
Legal:

Pesquisador/
Profissional
delegado:

Testemunha:
(Se aplicavel)

Em caso de desisténcia da crianga sob minha responsabilidade em permanecer na pesquisa,
autorizo que os seus dados ja coletados referentes a resultados de exames. questionarios
respondidos e similares ainda sejam utilizados na pesquisa, com os mesmos propositos ja
apresentados neste TCLE.

Nome completo e assinatura do Representante Legal
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
MAIORES DE 7 ANOS

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Como nao ha consenso nacional sobre qual a idade minima para a aplicacdo do Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido, o CEP/ICS/UFBA decidiu em plenaria que este Termo devera
ser aplicdvel a participantes da pesquisa com idade igual ou superior a 7 (sete) anos.

Vocé estid sendo convidado(a) como voluntdrio(a) a participar da pesquisa “ANALISE DA
FREQUENCIA DE VARIANTES GENETICAS NO GENE DA ENDOGLINA E EXPRESSAO DO
CD105 EM PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA B INFANTIL".

0 nosso objetivo é entender se a endoglina (uma protefna) pode estar associada a um maior
risco para a leucemia.

Para esta pesquisa iremos coletar 10 ml de amostras de sangue e/ou medula éssea colhidas
pelo seu Médico Oncologista e cedida ao estudo apés a sua liberagio, ALEM DISSO
DEVEM SER COLHIDAS AMOSTRAS DE SALIVA COM O USO DE SWAB (UM
PROCEDIMENTO SIMPLES, INDOLOR E NAO INVASIVO). POSTERIORMENTE AS
AMOSTRAS SERAO ENCAMINHADAS PARA SEREM FEITAS AS ANALISES necessérias para
atingir os objetivos dessa pesquisa.

Além disso, é necessario que vocé responda o Questiondrio de cor autodeclarada (Anexo A).

Podem nao ocorrer beneficios clinicos diretos para vocé, mas a sua participagao é importante,
pois assim, vocé poderd colaborar com a comunidade médica e cientifica na melhor
compreensao da leucemia visando melhorar o diagnéstico e o tratamento.

Os riscos relacionados a este estudo se devem a eventual identificacao do seu registro (como o
seu nome), mas a equipe da pesquisa fara um banco de dados, garantindo, que o seu nome nao
serd identificado. Além disso, durante a coleta de sangue e medula 6ssea vocé pode sentir dor no
local, existe um pequeno risco de infeccdo e, muito raramente, algumas pessoas podem desmaiar
apés a agulha ter sido inserida ou retirada da pele, mas a equipe de satide estara presente para
evitar que isso ocorra, tomando todas as medidas necessarias.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢ao e do seu responsavel quando finalizada. Em

caso de desisténcia em permanecer na pesquisa, pe¢a ao seu responsavel que entre em contato
com o grupo de pesquisa.
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Caso vocé nao tenha entendido alguma explicacdo ou nao queira mais participar desta pesquisa,
por favor, fale com os pesquisadores abaixo:

Pesquisador responsdvel - Camila Alexandrina Viana de Figueiredo, Pesquisadores
colaboradores — Yasmim Cristina Ferreira de Almeida ou Geraldo Pedral Sampaio, Avenida
Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto de Ciéncias da Saide - 5° andar, Vale do Canela, CEP
40.110-902 Salvador, Bahia, Brasil, Telefone: (71) 3283-8921.

Se vocé leu ou leram para vocé este termo ¢ foi suficientemente informado(a) quanto a pesquisa,
procedimentos, beneficios, riscos e retirou suas dividas, por favor preencha ¢ assine o espaco abaixo:

Eu, (nome), portador(a) do
documento de Identidade no. (se ja tiver documento), fui informado(a) dos
objetivos deste trabalho, de maneira clara e detalhada e nao tenho dividas. Sei que a qualquer
momento poderei pedir novas informagdes, e 0 meu responsavel poderd modificar a decisao de
participar se achar melhor para mim. Tendo a autoriza¢ao em participar do meu responsavel ja
assinada, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma cépia deste
documento assinado.

Salvador, de de 20
NOME ASSINATURA: POLEGAR
(em letra de forma) (Se.
necessario)
Participante/
Criancga:
Representante
Legal:

Pesquisador/
Profissional
delegado:

Testemunha:
(Se aplicavel)
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7.1. Artigos publicados em 2016

> PLoS One. 2016 Sep 13;11(9):e0162793. doi: 10.1371/journal.pone.0162793.
eCollection 2016.

Detection of IgG Anti-Leishmania Antigen by Flow
Cytometry as a Diagnostic Test for Cutaneous
Leishmaniasis

Geraldo Pedral-Sampaio 1, Jessé S Alves 2, Albert Schriefer 2 3, Andréa Magalhdes 2,
Roberto Meyer 1, Marshall J Glesby 4, Edgar M Carvalho 2 3 5 Lucas P Carvalho 2 3 5

Affiliations -+ expand
PMID: 27622535 PMCID: PMC5021300 DOI: 10.1371/journal.pone.0162793
Free PMC article

Abstract

Diagnosis of cutaneous leishmaniasis (CL) relies on clinical presentation, parasite isolation,
histopathologic evaluation and positive Montenegro skin test. However, the low amounts of
parasites in the lesion of these individuals make parasite isolation and histopatologic diagnosis
unreliable, often leading to false-negative results. Also, 15% of people living in endemic areas
have sub-clinical infection characterized by positive Montenegro skin test, which may
contribute to misdiagnosis. Although the main Leishmania killing mechanism is through cell-
mediated immune response, antibodies against Leishmania antigens are found in infected
individuals. Here our goal was to develop a new serological technique using polystyrene
microspheres sensitized with soluble Leishmania antigens as a tool for the detection of IgG in
serum from CL patients by flow cytometry. To validate the assay we carried out a comparative
test (ELISA) commonly used as a diagnostic test for parasitic diseases. To determine cross-
reactivity we used serum from patients with Chagas disease, caused by a trypanosome that
has several proteins with high homology to those of the Leishmania genus. We observed that
the flow cytometry technique was more sensitive than the ELISA, but, less specific. Our results
show that the flow cytometry serologic test can be used to confirm CL cases in L. braziliensis
transmission areas, however, presence of Chagas disease has to be ruled out in these
individuals.
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> Anticancer Drugs. 2016 Nov;27(10):960-9. doi: 10.1097/CAD.0000000000000413.

The flavonoid apigenin from Croton betulaster Mull
inhibits proliferation, induces differentiation and
regulates the inflammatory profile of glioma cells

Paulo L C Coelho 1, Mona N Oliveira, Alessandra B da Silva, Bruno P S Pitanga, Victor D A Silva,
Giselle P Faria, Geraldo P Sampaio, Maria de Fatima D Costa, Suzana Braga-de-Souza,
Silvia L Costa

Affiliations <+ expand
PMID: 27622606 DOI: 10.1097/CAD.0000000000000413

Abstract

This study aimed to investigate the antitumor and immunomodulatory properties of the flavonoid
apigenin (5,7,4'-trihydroxyflavone), which was extracted from Croton betulaster Mull, in glioma
cell culture using the high-proliferative rat C6 glioma cell line as a model. Apigenin was found to
have the ability to reduce the viability and proliferation of C6 cells in a time-dependent and
dose-dependent manner, with an IC50 of 22.8 umol/l, 40 times lower than that of temozolomide
(1000 umol/l), after 72 h of apigenin treatment. Even after C6 cells were treated with apigenin for
48 h, high proportions of C6 cells entered apoptosis (39.56%) and autophagy (22%) as shown
by flow cytometry using annexin V/propidium iodide and acridine orange staining, respectively. In
addition, the flavonoid apigenin induced cell accumulation in the GO/G1 phase of the cell cycle
and inhibited glioma cell migration efficiently. Moreover, apigenin induced astroglial
differentiation and morphological changes in C6 cells, characterized by increased expression of
glial fibrillary acidic protein and decreased expression of nestin protein, a typical marker of
neuronal precursors. The immunomodulating effects of apigenin were also characterized by a
change in the inflammatory profile as evidenced by a significant decrease in interleukin-10 and
tumor necrosis factor production and increased nitric oxide levels. Because apigenin can induce
differentiation, apoptosis, and autophagy, can alter the profile of cytokines involved in regulating
the immune response, and can reduce the survival, growth, proliferation, and migration of C6
cells, this flavonoid may be considered a potential antitumor drug for the adjuvant treatment of
malignant gliomas.
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PORPHYROMONAS GINGIVALIS E
PERIODONTITE CRONICA - AVANGCOS
RECENTES

Victor Hugo Rocha Leon*, Ellen Karla Nobre dos Santos Lima*, Ana Carla Montino Pimentel**”,
Patricia Mares de Miranda****, Paulo Cirino de Carvalho Filho***** Soraya Castro Trindade******,
Mércia Tosta Xavier*******

Autor correspondente: Ellen Karla Nobre dos Santos Lima - ellenobre@hotmail.com

* Cirurgido-dentista

** Cirurgig-dentista. Doutoranda em Imunologia, Universidade Federal da Bahia

*** Deriodontista. Doutoranda em Imunologia, Universidade Federal da Bahia

**** Cirurgia-dentista. Mestranda em Imunologia, Universidade Federal da Bahia

*+*%* Doutor em Imunologia. Professor Assistente da Escola Bahiana de Medicina e Satide Publica
#*x%5% Doutora em Imunologia. Professora Titular da Universidade Estadual de Feira de Santana

**x#xx* Doutora em Bioquimica. Professora Adjunta da Escola Bahiana de Medicina e Salide Publica

Resumo

A periodontite é multifatorial e acomete os tecidos circundantes dos dentes. Sua etiologia inclui mi-
crorganismos como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemco-
mitans. Este trabalho objetivou discutir o papel de Porphyromonas gingivalis na periodontite crénica.
Foram pesquisadas as bases eletrénicas PubMed, BIREME e SciELO, buscando aspectos histéricos e
estudos publicados entre 2000 e 2015, usando, em portugués e inglés, os descritores: “Periodontite
Crénica”, “Porphyromonas gingivalis” e “Fatores de viruléncia”. Foram encontrados 205 artigos e 24
foram incluidos. Foram selecionados registros sobre doencas periodontais dos primérdios civilizaté-
rios até os dias atuais. Sua prevaléncia na populagio mundial permanece alta e diversas pesquisas
abordam a etiopatogenia da doenga. P. gingivalis é capaz de induzir resposta humoral e celular nos in-
dividuos infectados. Estudos sobre seus mecanismos de escape e fatores de viruléncia relatam dano
tecidual consequente 2 resposta imuno-inflamatéria exacerbada do hospedeiro que pode evoluir para
edentulismo. Estudos da resposta imune a P. gingivalis sugerem seu papel na perpetuagao do estado
inflamatério por interferir na produgio de citocinas e em mecanismos de morte celular em tecidos
do hospedeiro, resultando em destruicdo tecidual. Os conhecimentos atuais sobre mecanismos de
infecgdo e fatores de viruléncia de P. gingivalis indicam seu papel como componente-chave na perio-
dontite crénica.

Palavras-chave: Periodontite Crénica; Porphyromonas gingivalis; Fatores de Viruléncia.

- Artigo submetido para avaliagéio em 20/03/2016 e aceito para publicagéo em 23/05/2016 -

DOI: 10.17267/2238-2720revbahianaodontoy/i2.885 |© ®
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7.2. Artigos publicados em 2018

> Neurotoxicology. 2018 Mar;65:85-97. doi: 10.1016/j.neuro.2018.02.001. Epub 2018 Feb 6.

Agathisflavone, a flavonoid derived from
Poincianella pyramidalis (Tul.), enhances neuronal
population and protects against glutamate
excitotoxicity

Cleide Dos Santos Souza 1, Maria Socorro Grangeiro 1, Erica Patricia Lima Pereira 1,
Cleonice Creusa Dos Santos 1, Alessandra Bispo da Silva 1, Geraldo Pedral Sampaio !,
Daiana Dias Ribeiro Figueiredo 2, Jorge Mauricio David 2, Juceni Pereira David 2,
Victor Diogenes Amaral da Silva 1, Arthur Morgan Butt 4, Silvia Lima Costa 5
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PMID: 29425760 DOI: 10.1016/j.neuro.2018.02.001

Abstract

Flavonoids are bioactive compounds that are known to be neuroprotective against glutamate-
mediated excitotoxicity, one of the major causes of neurodegeneration. The mechanisms
underlying these effects are unresolved, but recent evidence indicates flavonoids may modulate
estrogen signaling, which can delay the onset and ameliorate the severity of neurodegenerative
disorders. Furthermore, the roles played by glial cells in the neuroprotective effects of flavonoids
are poorly understood. The aim of this study was to investigate the effects of the flavonoid
agathisflavone (FAB) in primary neuron-glial co-cultures from postnatal rat cerebral cortex.
Compared to controls, treatment with FAB significantly increased the number of neuronal
progenitors and mature neurons, without increasing astrocytes or microglia. These pro-neuronal
effects of FAB were suppressed by antagonists of estrogen receptors (ERa and ERB). In addition,
treatment with FAB significantly reduced cell death induced by glutamate and this was
associated with reduced expression levels of pro-inflammatory (M1) microglial cytokines,
including TNFa, IL1B and IL6, which are associated with neurotoxicity, and increased expression
of IL10 and Arginase 1, which are associated with anti-inflammatory (M2) neuroprotective
microglia. We also observed that FAB increased neuroprotective trophic factors, such as BDNF,
NGF, NT4 and GDNF. The neuroprotective effects of FAB were also associated with increased
expression of glutamate regulatory proteins in astrocytes, namely glutamine synthetase (GS) and
Excitatory Amino Acid Transporter 1 (EAAT1). These findings indicate that FAB acting via
estrogen signaling stimulates production of neurons in vitro and enhances the neuroprotective
properties of microglia and astrocytes to significantly ameliorate glutamate-mediated
neurotoxicity.

Keywords: Anti-inflammatory; Flavonoid; Neuroprotection; Phytoestrogen.

Copyright ©@ 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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> Int Immunopharmacol. 2018 Mar;56:51-57. doi: 10.1016/j.intimp.2018.01.012. FULL TEXT LINKS

Epub 2018 Jan 30. ELSEVIER

Th17 immune responses in Brazilian dyslipidemic
patients with atherosclerosis
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7.3. Artigos publicados em 2019

> Cytokine. 2019 Mar;115:24-31. doi: 10.1016/j.cyt0.2018.12.005. Epub 2019 Feb 14.

Atherogenic cytokines and chemokines in chronic
hepatitis C are not associated with the presence of
cardiovascular diseases

Taciana Pereira Sant'Ana Santos 1, Mariana de Menezes Pereira 1, Maria Isabel Schinoni 2,
Geraldo Pedral Sampaio 1, Roque Aras Jr 2, Maria Luiza Sousa Atta 3, Ajax M Atta 4

Affiliations -+ expand
PMID: 30771700 DOI: 10.1016/j.cyt0.2018.12.005

Abstract

There appears to be an associative link between chronic hepatitis C (CHC) and cardiovascular
diseases (CVDs). However, the exact nature of the relationship between CHC and CVDs has not
been elucidated. We investigated the presence of CVDs and the clinical and laboratory
alterations associated with these diseases in CHC patients. Twenty-six CHC patients, 35
individuals with atherosclerosis (Athero) and 27 healthy individuals were examined for risk
factors for CVD, lipid profile, atherogenic risk indexes, and insulin resistance (IR). Cardiac
biomarkers and the chemokines and cytokines involved in atherosclerosis were also evaluated. A
higher prevalence of prior acute myocardial infarction was found in the Athero group. Most CHC
patients were infected with the hepatitis C virus genotype 1 and exhibited either no hepatic
fibrosis or a mild to moderate liver fibrosis. The apolipoprotein Bfapolipoprotein A-l1 and
triglyceride/high-density lipoprotein cholesterol ratios and C-reactive protein levels were lower in
CHC patients than in the Athero group. Further, IR was elevated in the CHC group and associated
with the waist circumference. High GDF-15 levels were observed in the CHC group, which were
inversely correlated with APOB levels. Peripheral blood mononuclear cells from CHC patients
produced more IFN-y, TNF-a and IL-6 than CAD PBMC but the production of IL-10 and IL-1B was
similar. CHC and CAD groups presented similar levels of IL-8, MCP-1 and LAP-TGF-31. Increased
IR, elevated levels of GDF-15, and high production of atherogenic cytokines can be observed in
Brazilian CHC patients without association with diabetes and clinical manifestation of
cardiovascular diseases.

Keywords: Cardiac marker; Cardiovascular disease; Chronic hepatitis C; Cytokine; Insulin
resistance.

Copyright © 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Padronizaciao de técmnicas por citometria de fluxo para avaliar
Corynebacterium pseudotuberculosise células fagocitarias murinas

Geraldo Pedral Sampaio!” ®, Vera Lucia Costa Vale? ® | Lilia Ferreira de Moura Costa®> ¥,
Ricardo Evangelista Fraga®®, Herbert Henrique de Melo Santos®® , Maria da Conceicio
Aquino de S4°®, Bruno Lopes Bastos* ® , José Tadeu Raynal Rocha Filho” ® | Soraya Castro
Trindade® ® , Roberto José Meyer Nascimento® ®

!Discente do Programa de pés-graduacdo em Imunologia- Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil. *Professora plena, Universidade
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Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana, Brasil.*Professor Titular, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil.

*Autor para correspondéncia, E-mail: geraldopedral@gmail.com

Resumo. Com o avango no entendimento de bioprocessos, houve um significativo aumento
de novas técnicas as interagdes celulares. Dentre elas, a citometria de fluxo (CF), uma
importante ferramenta para contar e classificar particulas microscopicas suspensas em meio
liquido em fluxo. Os parametros analisados sdo conteudos celulares de todas as origens, como
a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etiologico da linfadenite caseosa.
Assim, objetivou-se padronizar técnicas, através da Citometria de fluxo para avaliar a
contagem absoluta e os aspectos fisiologicos de C. pseudotuberculosis e células fagocitarias
murinas. Foi cultivado o C. pseudotuberculosis em meio BHI —Tween 80 0,5%, seguido da
marcagdo deste microrganismo com corantes fluorescentes, em diferentes periodos e
diferentes estados fisiolégicos ao longo do seu crescimento. No ensaio de fagocitose
utilizaram-se células do peritonio de murinos de duas linhagens ap6s peritonite induzida por
Tioglicolato de Sédio. Apds a adesdo celular, foi feito o desafio com bactérias coradas e apos
1h 30 min as células aderentes foram tripsinizadas, lavadas e centrifugadas para o ensaio por
CF. Foi observado um periodo de crescimento similar a uma curva padrao de crescimento
microbiano, além de permitir a distingdo entres diferentes estados fisiologicos. Os dados
obtidos na citometria evidenciam populagdes de células fagociticas contendo bactérias no
citoplasma. Observou-se uma populagdo de baixa complexidade interna, similar a
apresentada por linfécitos, e uma populagdo com complexidade interna moderada similar a
apresentada por células de origem monocitica. A técnica de citometria de fluxo com a
marcagdo por florescéncia foi eficaz para a avaliagdo do crescimento e viabilidade de C.
pseudotuberculosis, bem como da interagdo das células bacterianas com as células
fagocitarias peritoneais murinas. A CF constitui-se, portanto, numa técnica eficiente para a
avaliagdo da curva de crescimento desta bactéria, permitindo a distingdo dos diferentes
estados fisioldgicos, inclusive podendo indicar um mecanismo de escape a fagocitose.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, bioprocessos, microrganismo intracelular

Standardization of flow cytometric techniques to evaluate
Corynebacterium pseudotuberculosis murine phagocytic cells

Abstract. The understanding of bioprocesses has been allowed the increase of techniques to
study cellular interactions, such as flow cytometry (FC). This technic is an important tool for
counting and classifying microscopic particles suspended in flowing liquid medium, analyzing

PUBVET v.13, n.11, a443, p.1-9, Nov., 2019
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In Vitro Immunomodulatory Effect of Linalool on P2 gingivalis

Infection
By Santos, R. P. B., Carvalho-Filho, P. C., Sampaio, G. P., Silva, R. R., Falcao,
M. M. L, Pimentel A. C. M., Oliveira, Y. A. Miranda, P. M., Santos,
E. K. N., Meyer, R., Xavier, M. T. & Trindade, S. C.
Federal University
Abstract- Introduction: Periodontitis is a multifactorial disease, characterized by an inflammatory
response of the periodontal tissues to a dysbiotic biofim in the subgingival surface. The
presence of keystone pathogens, such as Porphyromonas gingivalis, is one of the main causes
of dysbiosis, although the host response is preponderant in the beginning and the progression of
the disease. The periodontal treatment is based on the mechanic scaling of the biofilm but using
of chemicals adjuvants has been preconized. However, there are many restrictions related to the
antibiotics and other chemical adjuvants usage, which makes the use of herbal medicines for
this purpose very promising. In addition, many herbal medicines have been used in the folk
medicine, with various biologic effects.
Objective: To evaluate in vitro the effect of linalool in the periodontitis.
Keywords: periodontal inflammation, porphyromonas gingivalis, linalool, periodontal treatment.
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eCollection 2020.

Evaluation of systemic inflammatory response and
lung injury induced by Crotalus durissus cascavella
venom
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Abstract

This study investigated the systemic inflammatory response and mechanism of pulmonary
lesions induced by Crotalus durissus cascavella venom in murine in the state of Bahia. In order
to investigate T helper Th1, Th2 and Th17 lymphocyte profiles, we measured interleukin (IL) -2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, tumor necrosis factor (TNF) and interferon gamma (IFN-y) levels in the
peritoneal fluid and macerated lungs of mice and histopathological alterations at the specific
time windows of 1h, 3h, 6h, 12h, 24h and 48h after inoculation with Crotalus durissus
cascavella venom. The data demonstrated an increase of acute-phase cytokines (IL-6 and
TNF) in the first hours after inoculation, with a subsequent increase in IL-10 and 1L-4,
suggesting immune response modulation for the Th2 profile. The histopathological analysis
showed significant morphological alterations, compatible with acute pulmonary lesions, with
polymorphonuclear leukocyte (PMN) infiltration, intra-alveolar edema, congestion,
hemorrhage and atelectasis. These findings advance our understanding of the dynamics of
envenomation and contribute to improve clinical management and antiophidic therapy for
individuals exposed to venom.
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7.4. Artigos publicados em 2021

Hematology, Transfusion and Cell Therapy

Volume 43, Supplement 1, October 2021, Pages S168-S169

ELSEVIER

NEOPLASIA DE CELULAS BLASTICAS
DENDRITICAS PLASMOCITOIDES:
RELATO DE CASO
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Introducio

A Neoplasia de células blasticas dendriticas plasmocitoides (NCBDP) é rara e
representa 1% das neoplasias hematologicas (Wilson and Medeiros, 2015),
afetando principalmente homens com idade mais avancada (Alsidawi et al.,
2016). ANCBDP ¢ caracterizada pela co-expressio dos marcadores CD4 e
CD56, pelo menos um antigeno de células dendriticas e plasmocitoides e
auséncia de outros marcadores de linhagens hematopoiéticas (Pagano et al.,
2016).



