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RESUMO

As leucemias mieloides agudas e a leucemia mieloide crbénica consistem em
neoplasias mieloproliferativas de grande importancia epidemiolégica, mas apesar
dos avangos no entendimento dos aspectos que envolvem a fisiopatologia e a
progressao dessas doengas, muitos elementos ainda ndo sdo bem compreendidos.
Paralelamente, os exossomos, uma classe de microvesiculas secretadas pelas
células, emergem como elementos importantes para o processo de comunicagao
intercelular, podendo influenciar de maneira significativa o metabolismo das células-
alvo. Nesse contexto, os exossomos tém potencial de interferir na progressao de
diferentes canceres, incluindo as leucemias mieloides agudas e a leucemia mieloide
cronica. Tendo em vista a importancia epidemiolégica assumida pelas leucemias
mieloides, o presente trabalho buscou caracterizar essas neoplasias, abordando de
forma detalhada os principais aspectos que envolvem a epidemiologia,
fisiopatologia, tratamento e progndéstico dessas doengas. Ainda, dada a importancia
assumida pelos exossomos no contexto das neoplasias, esse trabalho teve como
objetivo caracterizar os exossomos, descrevendo sua estrutura, seus complexos
mecanismo de sintese, secrec¢ao e captagdo, bem como os aspectos que envolvem
a comunicacgao intercelular. Adicionalmente, diante da limitada literatura disponivel
em lingua portuguesa a respeito dos exossomos e sua relagdo com as leucemias
mieloides, o presente trabalho teve por objetivo levantar, por meio de uma revisao
narrativa da literatura, o papel dos exossomos na progressao das leucemias
mieloides agudas e da leucemia mieloide crénica, abordando alguns importantes
mecanismos ja elucidados de atuagcdo dos exossomos na progressao dessas
neoplasias. Apesar da escassez da literatura, os trabalhos explorados por essa
revisdo narrativa apresentaram resultados promissores, descrevendo diferentes
formas atuacdo dos exossomos como promotores da progressao das leucemias
mieloides, em mecanismos que envolvem a modulagdo do microambiente da medula
Ossea e da resposta imune, a regulagdo autdcrina das células malignas e a
transferéncia de tragos de resisténcia ao imatinibe.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares; leucemias mieloides; comunicacao
intercelular.



THE ROLE OF EXOSOMES IN THE PROGRESSION OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA
AND CHRONIC MYELOID LEUKEMIA: A NARRATIVE REVIEW OF THE LITERATURE.

Acute myeloid leukemias (AML) and chronic myeloid leukemia (CML) are
myeloproliferative neoplasms of great epidemiological importance. Despite advances
in understanding the pathophysiology and progression of these diseases, many
elements are still not well understood. Concurrently, exosomes, a class of cell-
secreted microvesicles, emerge as important elements in the process of intercellular
communication, with the potential to significantly influence the metabolism of target
cells. In this context, exosomes have the potential to interfere in the progression of
different cancers, including AML and CML. Considering the epidemiological
importance of myeloid leukemias, this study aimed to characterize these neoplasms,
providing a detailed overview of the key aspects involving their epidemiology,
pathophysiology, treatment, and prognosis. Furthermore, given the significance of
exosomes in the context of neoplasms, this study aimed to characterize exosomes
by describing their structure, complex mechanisms of synthesis, secretion, and
uptake, as well as the aspects involving intercellular communication. Additionally,
due to the limited literature available in the Portuguese language regarding
exosomes and their relationship with myeloid leukemias, this study aimed to
investigate, through a narrative review of the literature, the role of exosomes in the
progression of AML and CML, addressing some important mechanisms that have
already been elucidated regarding the action of exosomes in the progression of these
neoplasms. Despite the scarcity of literature, the studies explored in this narrative
review presented promising results, describing different ways in which exosomes act
as promoters of the progression of myeloid leukemias, involving the modulation of
the bone marrow microenvironment and immune response, autocrine regulation of
malignant cells, and the transfer of imatinib resistance traits.

Keywords: extracellular vesicles; myeloid leukemias; intercellular communication.
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1INTRODUGAO

O sangue é um tecido fluido formado por células que se encontram em
suspensdao em um meio liquido, o plasma. A producédo das células sanguineas é
chamada de hematopoiese e ocorre principalmente na medula déssea apds o
nascimento. Em termos quantitativos, os progenitores de granuldcitos, eritrocitos e
megacariécitos formam o maior contingente celular da medula Ossea, e o0s
processos relacionados com a divisao, diferenciagdo e maturagcéo dessas células é
conhecido como mielopoiese, um dos ramos da hematopoiese humana (Figura 1)
(MITROULIS et al., 2018).

Figura 1 — Representagdo esquematica da
hematopoiese humana.
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Apesar da complexa regulacdo envolvida nesses eventos, com participagao
de diferentes citocinas, interleucinas e fatores de transcrigao, sdo varias as fontes de

possiveis disturbios neste processo que podem caracterizar diferentes condigdes de



13

doenca, tais como anemias, sindromes mielodisplasicas, leucemias mieloides, entre
outras (WEISKOPF et al., 2016).

A leucemia mieloide crénica (LMC) consiste em uma neoplasia
mieloproliferativa caracterizada pela proliferacdo desordenada de granuldcitos
(neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos) sem o estabelecimento de bloqueio maturativo
(MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021). A LMC, apesar de rara, ¢
epidemiologicamente importante, ja que representa aproximadamente 10% de todos
0s casos de leucemia registrados no Brasil, sendo que quase metade dos pacientes
diagnosticados apresenta idade superior a 65 anos (BRASIL, 2021). Outra
importante caracteristica da LMC é a presenca do cromossomo Philadelphia (Ph+),
que participa de forma central na leucemogénese e tem origem a partir da
translocacao entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22 (KANG et al., 2016).

Ainda no ambito das leucemias, destacam-se as leucemias mieloides agudas
(LMAs), que consistem em um grupo heterogéneo de neoplasias malignas que
respondem pela extensa maioria dos casos de leucemia aguda registrados em
adultos, sendo caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de células
precursoras mieloides na medula 6ssea e no sangue periférico, acompanhada por
bloqueio maturativo no estagio de blasto ou promielécito e, consequentemente,
disfuncao da medula éssea (VAKITI et al., 2022; BRASIL, 2014). Na extensa maioria
dos casos, a fisiopatologia das LMAs tem como ponto central uma ampla variedade
de falhas na regulacdo da mielopoiese, as quais podem envolver diferentes
mutagcbes em uma vasta gama de genes regulatorios, o que confere grande
heterogeneidade genética a doenga, com pouquissimas mutagées comuns a mais
de 1/4 dos casos registrados mundialmente (PIPPA; ODERO, 2020).

Um dos diversos pontos importantes no que se refere a manutencao e a
progressao das neoplasias é a comunicagao intercelular, que pode participar de
forma central na modulagdo do microambiente tumoral e na potencializacido da
sobrevivéncia das células malignas. Levando em consideracdo esses aspectos, 0s
exossomos ganham destaque, ja que se tratam de vesiculas extracelulares que sao
secretadas pelas células em condigbes fisiologicas e patoldgicas, podendo
transportar uma variada gama de proteinas, além de citocinas, acido
desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico mensageiro (RNA) e micro acidos
ribonucleicos (miRNAs), assumindo um papel importante na comunicagdo entre
células, sejam estas saudaveis ou malignas (MELDOLESI, 2018; KOK; YU, 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

As LMAs e a LMC consistem em neoplasias malignas epidemiologicamente
importantes, assim, mostra-se necessaria a ampliagdo dos conhecimentos a respeito
dos aspectos que envolvem a progressdo dessas neoplasias. Nesse contexto, os
exossomos ganham destaque, ja que participam de forma relevante na comunicagéo
intercelular. Essa fungdo importante assumida pelos exossomos, bem como o
avanco cada vez mais acelerado das técnicas de isolamento e caracterizacao
dessas vesiculas e de seus mecanismos de interacdo com as células-alvo, fez
crescer o interesse da comunidade cientifica pelo estudo dos diversos aspectos que
envolvem 0s exossomos.

Essa tendéncia de aumento no numero de estudos a respeito dos exossomos
pode ser observada claramente quando é analisado o histérico de publicacbes
cientificas cujo tema central € o0s exossomos. Os primeiros trabalhos que
apresentaram os exossomos, mesmo que ainda sem adotar esse nome, foram
publicados em 1983, quando Harding e colaboradores, e Pan e colaboradores
publicaram seus artigos nas revistas The Journal of Cell Biology e Cell,
respectivamente, explanando sobre a liberagdo de vesiculas extracelulares por
reticulocitos durante seu processo de maturagcdo (HARDING; HEUSER; STAHL,
1983; PAN; JOHNSTONE, 1983). Poucos anos depois, em 1987, Johnstone e
colaboradores publicaram, na revista Journal of Biological Chemistry, o primeiro
artigo que deu o nome “exossomos” as vesiculas extracelulares descritas em 1983
(JOHNSTONE et al., 1987). Nas décadas seguintes, o numero de publicacdes
oriundas de trabalhos que tinham os exossomos como objeto de estudo
aumentaram de forma expressiva, principalmente a partir do ano de 2008 (Figura 1).
Nesse contexto, destaca-se ainda que, muito além da simples quantidade de
publicagdes, o aporte financeiro destinado a pesquisas relacionadas direta ou
indiretamente aos exossomos também tem crescido significativamente, chegando a
movimentar um bilhdo de ddlares até o ano de 2021, valor quatro vezes maior do
que o observado até 2017 (YANG et al., 2020).
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Figura 2- Publicacdes relacionadas ao estudo dos exossomos ao
longo dos anos, disponiveis na base de dados PubMed.
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Fonte: elaborado pela autora.

Considerando a relevancia clinica e epidemiolégica da LMC e das LMAs nos
contextos brasileiro e mundial, mostra-se necessaria a ampliagcdo dos
conhecimentos a respeito dos aspectos que envolvem a progressdo dessas
doencas. Nesse sentido, os exossomos tém se destacado como vesiculas
essenciais para a comunicagao intercelular, exercendo papeis importantes na
progressao das leucemias mieloides. Dessa forma, essa revisao narrativa contribui
para a compreensdo de alguns dos mecanismos de atuagdo dos exossomos na

fisiopatologia e na progressao dessas leucemias.
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3 0OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar uma revisdo narrativa da literatura a respeito do papel exercido
pelos exossomos na progressdao das leucemias mieloides agudas e da leucemia

mieloide cronica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar os exossomos, abordando os processos de sintese e de
interacdo com a célula-alvo, bem como a estrutura e a importancia dessas
microvesiculas no contexto da biologia celular;

* Caracterizar a LMC, abordando os aspectos que envolvem a
epidemiologia, fisiopatologia, tratamento e progndstico, bem como descrever os
principais mecanismos pelos quais 0s exossomos atuam nha progressao dessa
doenca;

» Caracterizar as LMAs, abordando os aspectos que envolvem a
epidemiologia, fisiopatologia, tratamento e progndstico, bem como descrever os
principais mecanismos pelos quais 0s exossomos atuam na progressao dessa

doenca.
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4METODOLOGIA

Seguindo os preceitos de revisbes narrativas da literatura expostos por
Rother (2007), foram selecionados artigos que continham as palavras-chave
“‘exosomes”, “acute myeloid leukemia” e “chronic myeloid leukemia’, e que tratavam,
direta ou indiretamente, do papel exercido por essas microvesiculas na progressao
das neoplasias hematoldgicas citadas. Foram dispensados critérios sistematicos e
rigidos para a busca e selegdo de artigos na literatura. Para a busca dos artigos,
foram utilizadas as bases de dados PubMed, Google Académico (Google Scholar) e
Scopus, sendo selecionadas publicagdes em inglés e que envolvessem estudos in

vitro, in vivo ou ambos.
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5REVISAO NARRATIVA

5.1 EXOSSOMOS

5.1.1 Classificagao e aplicagcoes

As vesiculas extracelulares consistem em elementos secretados pelas
células em diferentes circunstancias, podendo ser classificadas, de acordo com sua
funcdo, estrutura e processo de biossintese, em corpos apoptéticos, exossomos ou
microvesiculas (GURUNG et al.,, 2021). Os corpos apoptoticos sdo produtos do
processo de morte celular programada, com diametro superior a 1.000 nm e
exercem a fungdo de facilitadores da degradacdo dos restos celulares. Os
€X0ssomos e as microvesiculas tém importante fungdo na comunicagao intercelular,
apresentando diametros que podem variar de 50 a 150 nm para os exossomos e de
100 a 1.000 nm para as microvesiculas (DOYLE; WANG, 2019).

Essa importante fungdo de comunicagdo intercelular assumida pelos
exossomos €, em grande parte, explicada pela dimensdo nanométrica dos
exossomos e pela sua composi¢cao membranar semelhante a bicamada fosfolipidica
das células, o que facilita a interacdo com as células-alvo (GURUNG et al., 2021).

A exploragdo dos mais diversos aspectos que envolvem a atuacdo dos
exossomos na fisiopatologia de variadas doengas ja extrapolou a esfera estritamente
in vitro e in vivo, chegando aos ensaios clinicos, com 86 registros atualmente ativos
na Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (UNITED STATES, 2023), o
que demonstra o potencial que os exossomos apresentam no que se refere as suas
possiveis aplicagdes clinicas. Assim, apesar de sua descoberta e caracterizacao
relativamente recentes, somando 40 anos, os exossomos ja tém sido descritos como
promissores marcadores de diagndstico e progndstico para uma série de doencgas,
tais como neoplasias e doengas autoimunes (PENG; YANG; ZHOU, 2020).

A possivel aplicagdo dos exossomos como marcadores de diagndstico e
progndéstico, soma-se a perspectiva de emprego dessas vesiculas como carreadores
de farmacos, ja que apresentam elevada estabilidade e baixo potencial imunogénico,
aléem de mecanismos que permitem que a entrega ocorra de forma precisa e
especifica, caracteristica que assume grande importancia farmacoldgica,

principalmente no tratamento das neoplasias (CHEN et al., 2022).
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5.1.2 Estrutura

Com relagdo a sua forma, os exossomos geralmente apresentam-se
esféricos em solugdo, mas mostram-se em formato concavo ou cup-shape quando
visualizados por meio de microscopia eletrbnica de transmissdo (Figura 2)
(ZHANG et al., 2019). Essa variacdo pode ser classificada como um artefato da
técnica, sendo decorrente do processo de desidratagdo envolvido na coloragao
negativa por acetato de uralina, tipicamente empregada na microscopia eletrénica de
transmissao (CHUO; CHIEN; LAI, 2018). Em contrapartida, a microscopia eletrénica
de varredura (Figura 3) permite a visualizacdo dos exossomos em seu formato
esférico, em virtude, principalmente, da auséncia da coloracdo com acetato de
uranila e do processo de desidratagdo envolvido no preparo das amostras para
microscopia eletrénica de transmissédo (WU; DENG; II, 2015). Ademais, destaca-se a
possibilidade de utilizagcdo da variagdo criogénica da microscopia eletrbnica de
transmissao, na qual a amostra é vitrificada por meio da aplicagdo de um rapido
banho em nitrogénio liquido ou etano liquido, dispensando o processo de
desidratagdo e permitindo, assim, que as vesiculas sejam visualizadas em seu

formato esférico, conforme exposto na Figura 4 (GOEL et al., 2021).



Figura 3 - Eletromicrografia de transmissao de exossomos
isolados.

Fonte: adaptado de Jung e Mun (2018).

Figura 4 - Eletromicrografia de varredura de exossomos isolados.

Fonte: adaptado de Wu; Deng; Il (2015).
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Fonte: adaptado de Emelyanov et al (2020).

Com relagcado a sua composigao estrutural, os exossomos apresentam uma
membrana externa de bicamada fosfolipidica complexa, rica em colesterol,
esfingomielina e ceramidas, além de apresentar outros lipidios minoritarios, tais
como fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina e
gangliosideos (GURUNG et al.,2021). Além desses importantes elementos lipidicos,
a arquitetura membranar dos exossomos conta com uma variedade de proteinas
transmembranares, tais como tetraspaninas, integrinas, glicoproteinas, moléculas
apresentadoras de antigenos e receptores de sinalizacdo (GURUNG et al.,2021).
Conforme ilustrado na Figura 5, aos elementos membranares citados, somam-se 0s
componentes intraluminais dos exossomos, que incluem acidos nucleicos, tais como
DNA, RNAs e miRNAs, citocinas e proteinas, tais como as do citoesqueleto, do
choque térmico, do maquinario endosomal sorting complex required for transport
(ESCRT) e de transporte e fusao, tais como GTPases, anexinas e flotilinas
(MELDOLESI, 2018).
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Figura 6 - A estrutura dos exossomos.
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Fonte: adaptado de Gurung et al (2021).

Nessa complexa e refinada estrutura dos exossomos, os diferentes
componentes exercem importantes fungbes nos processos que envolvem
biossintese, secrecao e a captacao dos exossomos pelas células-alvo, assim como

na comunicagao intercelular, os quais serao detalhados adiante.

5.1.3 Biossintese e secrec¢ao

A biossintese dos exossomos (Figura 6) ocorre por via endossomal, em um
processo refinado que envolve multiplos mecanismos. Inicialmente, a partir de uma
invaginagdao da membrana plasmatica, ocorre a formagao do endossoma primario, o
qual apresenta, além de receptores especificos em sua membrana, proteinas
soluveis que foram internalizadas durante o processo de invaginagao da membrana

(GURUNG et al., 2021). A partir da formagao do endossoma primario, ocorre a agao
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o0 maquinario ESCRT, um sistema proteico de multiplas subunidades, composto
pelos complexos denominados ESCRT-0, ESCRT-l, ESCRT-Il e ESCRT-Ill, que

exercem papel central na biossintese dos exossomos (ZHANG et al., 2019).

Figura 7 - Processo de biossintese dos exossomos.
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Fonte: Adaptado de Gurung et al (2021).

A atuagdo do maquinario ESCRT no processo de biossintese dos
exossomos tem inicio quando o complexo ESCRT-0 reconhece e liga-se a proteinas
ubiquitinadas localizadas na membrana do endossoma primario, com o objetivo de
organiza-las em microdominios funcionais (KRYLOVA; FENG, 2023). Durante essa
primeira etapa, ocorre um transito de elementos oriundos do citosol ou do complexo
de Golgi da célula, tais como proteinas, acidos nucleicos e lipidios, no sentido da
internalizagdo, ou seja, no sentido citosol-endossoma primario, € também de
externalizacdo, no sentido endossoma primario-citosol. Essa importante

movimentagcao de elementos vai determinar o que sera transportado no interior das
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vesiculas intraluminais (VILs) (BATRAKOVA; KIM, 2015). Em seguida, sé&o
recrutados os conjuntos ESCRT-I e ESCRT-Il que, em atuagdo sincronica,
contribuem para o processo de ordenacéo das proteinas ubiquitinadas e dao inicio a
modelagem da membrana do endossoma primario, que culminara na invaginagao ao
redor dos microdominios funcionais anteriormente organizados pelo complexo
ESCRT-0 (TSCHUSCHKE et al., 2020). Finalmente, por meio da participagao do
complexo ESCRT-III, que se liga ao ESCRT-Il e organiza-se em formato espiral na
por¢cao superior dos microdominios funcionais, € concluido o processo de
invaginagao e promovida a clivagem dos microdominios do endossoma primario, o
que da origem as VILs propriamente ditas (XIE; ZHANG; JIANG, 2022).

Apesar da grande importdncia assumida pelo maquinario ESCRT na
biossintese das VILs, sabe-se que existem mecanismos alternativos de sintese
dessas estruturas, que nao sao totalmente esclarecidos, dependentes de lipidios,
principalmente do colesterol. A existéncia dessas rotas alternativas foi elucidada a
partir de ensaios que demonstraram que células que passaram pela deplegao do
maquinario ESCRT secretam exossomos com marcacao positiva para a molécula de
citodiferenciacdo CD63, um componente da familia das tetraspaninas que ¢é
comumentemente encontrado na estrutura dos exossomos, sendo frequentemente
utilizados como marcadores para identificagdo de exossomos (DOYLE; WANG,
2019).

Concluida a sintese das VILs, os endossomas que as contém passam a ser
chamados de corpos multivesiculares (CMVs), cujo destino pode ser a degradacgao,
por meio da fusdo com lisossomos, ou a fusdo com a membrana plasmatica para
consequente liberacdo das vesiculas intraluminais, que passam a ser chamadas de
exossomos (MELDOLESI, 2018).

Esse transito dos CMVs até a bicamada fosfolipidica celular acontece por
meio da agdo do citoesqueleto, cujos microtubulos e filamentos de actina formam
uma rede capaz de proporcionar o transporte dos CMVs no meio intracelular
(KALLURI; LEBLEU, 2020). Concluido o trajeto, ocorre a ancoragem dos CMVs a
face intraluminal da membrana plasmatica, com consequente fusao e liberacdo dos
exossomos (anteriormente denominados vesiculas intraluminais) para o meio
extracelular. Esse processo conta com a importante participacdo das proteinas Ras-
associated binding (Rab), integrantes da familia das GTPases e que promovem a

ancoragem dos CMVs a membrana plasmatica, e do complexo denominado soluble
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N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment receptors (SNARE), composto
por multiplas proteinas que atuam na fusdo das membranas, o que permite a

exocitose dos exossomos (LIU et al., 2021).

5.1.4 Captagao e comunicagao intercelular.

Por transportarem proteinas, DNA, RNA e miRNAs em seu interior, os
exossomos tém a capacidade de participar de forma importante na comunicagao
intercelular, podendo, assim, atuar em processos que variam desde regulagcdo da
resposta imune até a modulagdo do microambiente tumoral (MATHIEU et al., 2019).

Para que a comunicagido intercelular ocorra, € necessario que haja a
interacao direta entre os exossomos e o0s receptores da membrana da célula-alvo, o
que levara a fusdo ou a absorcdo dos exossomos. Esses processos podem ocorrer
por meio de diferentes mecanismos de internalizagao (Figura 7) que serao mais bem
descritos a seguir (O’'BRIEN et al., 2022).

Figura 8 - Mecanismos de interagdo dos exossomos com as células-alvo.
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A interacdo direta com receptores da membrana celular acontece por meio
da ligagdo entre elementos exossomais de sinalizagdo, tais como moléculas
apresentadoras de antigenos, tetraspaninas e fator de necrose tumoral, e receptores
especificos da membrana plasmatica da célula-alvo, desencadeando cascatas de
sinalizagdo que podem promover alteragées em uma série de fatores que envolvem
a funcionalidade celular, tais como o metabolismo e a sintese proteica (GURUNG et
al., 2021).

Por outro lado, de forma alternativa a interagdo direta com receptores da
membrana plasmatica, a internalizagcdo dos exossomos permite que essas vesiculas
adentrem por inteiro nas células-alvo, chegando intactas ao citoplasma (JOSHI et
al., 2020). Esse processo pode acontecer por meio da macropinocitose, que envolve
a polimerizagdo de filamentos de actina para promover a formagao de pequenas
expansdes membranosas ao redor dos exossomos, levando a sua internalizagéo
(LIN; MINTERN; GLEESON, 2020). Alternativamente, os exossomos podem chegar
ao citoplasma da célula-alvo por meio de fagocitose ou, ainda, por diferentes
mecanismos de endocitose, que podem ser mediados por clatrinas, uma importante
classe de proteinas citoplasmaticas, por caveolinas, que consistem em proteinas
transmembranares ou por lipidios membranares (KAKSONEN; ROUX, 2018;
ZHAO et al., 2020).

Uma vez internalizados, os exossomos seguem a via endossomal classica
nas células-alvo, podendo seguir a rota de formagao de endossomas primarios e até
a maturagdo para corpos multivesiculares, ou ser degradados a partir da fusdo com
lisossomos (PAROLINI et al., 2009). Destaca-se ainda a possibilidade de ocorrer a
fusdo dos exossomos com a membrana plasmatica, processo que leva a liberagao
do conteudo das vesiculas no citoplasma e acontece mediante a participagcéo de
proteinas Rab e do complexo SNARE, que medeiam a fusdo entre as duas
membranas de forma semelhante ao papel que desenvolvem no processo de
secrecao dos exossomos (PRADA; MELDOLESI, 2016).
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5.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

5.2.1 Epidemiologia, fisiopatologia, tratamento e diagnédstico.

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa predominantemente diagnosticada
em adultos com idade superior a 50 anos (BRASIL, 2021). Caracterizada pela
multiplicagdo descontrolada de células granulociticas da linhagem mieloide, a LMC
nao apresenta o bloqueio maturativo que se observa nas leucemias agudas e, por
isso, sdo encontrados granulécitos em diferentes estagios de maturagdo no sangue
periférico dos pacientes (MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021). Destaca-se,
ainda, que a fisiopatologia da LMC passa por outro aspecto central da doenga, que é
a presenga do cromossomo Philadelphia (Ph+), originado a partir da translocagao
reciproca entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22, 1(9;22) (q34; q11.2),
conforme representado na Figura 8 (SOVERINI; BASSAN; LION, 2019). Essa
alteracao genética da origem ao gene mutante BCR-ABL1, que codifica uma enzima
tirosina quinase de mesmo nome, constitutivamente ativa, que exerce papel
fundamental na leucemogénese ao ativar uma série de cascatas de sinalizagdo que
promovem a sobrevivéncia, inibem a apoptose e potencializam a capacidade de
multiplicagdo das células leucémicas (ZHOU; MEDEIROS; HU, 2018). Assim, um
dos pontos centrais do diagnostico da LMC, além da realizagdo do hemograma,
consiste na avaliagdo da presenga do cromossomo Philadelphia (Ph+) e,
consequentemente, do gene mutante BCR-ABL1 (BRASIL, 2021).
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Figura 9 - Formagao do cromossomo Philadelphia.
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Fonte: Adaptado de National Cancer Institute (2023).

Com relagdo a historia natural da LMC, observa-se uma alteragcéo
importante, proposta pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2022, com
relacdo ao estadiamento da doenca, que até entao era divida em fase crénica (FC),
fase acelerada (FA) e crise blastica (CB). Nesse contexto, a FC, na qual cerca de
90% dos pacientes sao diagnosticados, é caracterizada pela presenga de
leucocitose, basofilia, eosinofilia, desvio a esquerda nao escalonado e presenca de
blastos em quantidade inferior a 2% da leucometria total no sangue periférico
(BRASIL, 2021; FURTADO et al., 2015). Em relacédo a medula éssea, observa-se
celularidade aumentada, com os blastos representando, no maximo, 5% das células
nucleadas, além da presenga de micro-megacariocitos (OSMAN; DEININGER,
2021). Em média, apos trés a cinco anos sem tratamento ou de falha deste, ocorre a
progressdao para a FA, na qual observa-se, no sangue periférico, aumento
persistente da leucometria, mais de 20% de baséfilos e 10 a 19% de blastos, além
da possibilidade de trombocitopenia persistente (BRASIL, 2021; DEININGER et al.,
2020). Do ponto de vista genético, a FA pode trazer consigo alteragbes
cromossomicas adicionais nas células Ph+, tais como a trissomia do cromossomo 8,
isocromossomo 17q e trissomia do cromossomo 19 (MINCIACCHI; KUMAR;
KRAUSE, 2021). A ocorréncia dessas alteragdes adicionais, bem como a presenga

de mais de 20% de basdfilos no sangue periférico, indica tendéncia de avango da FA
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para a CB, na qual a LMC adquire comportamento de leucemia aguda, com
contagem de blastos superior a 20% no sangue periférico ou na medula 6ssea e
ocorréncia de bloqueio maturativo (BRASIL, 2021; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2022 a).

Com a nova classificacdo proposta pela OMS, a FA é omitida, mantendo-se
apenas a FC e a CB (KHOURY et al., 2022). Essa alteragdo tem como objetivo dar
énfase aos fatores de risco associados a progressdo da doenga para a CB e a
resisténcia ao tratamento, tais como alteragdes genéticas adicionais, conforme
citado anteriormente (KHOURY et al., 2022).

Esse novo estadiamento da LMC leva em consideragdo, ainda, o grande
sucesso do tratamento com os medicamentos inibidores de tirosina-quinase (Tabela
1), cuja incorporagao, em 1998, reduziu drasticamente os casos de progressado da
LMC, levando a taxa de sobrevida em 10 anos a quase 90%, o que também
contribui para a reducao da importancia da manutencdo da FA na classificacdo da
doenca (KHOURY et al., 2022; AGRAWAL et al., 2010). No Brasil, o imatinibe € o
medicamento preconizado pelo Ministério da Saude como a primeira linha de
tratamento para a LMC em adultos, em qualquer dos estagios da doenca (BRASIL,
2021). Em caso de resisténcia ao tratamento, cuja ocorréncia é avaliada por meio da
determinacao da quantidade relativa de células Ph+ e do gene mutante BCR- ALB1,
aléem da ocorréncia de alteragcbes genéticas adicionais, utiliza-se o nilotinibe ou o
dasatinibe (BRASIL, 2021). Apesar de nao apresentarem grande perda de
efetividade diante das mutacbées no dominio ABL1 da enzima BCR-ABL, e de
promoverem uma taxa maior de resposta precoce quando comparados ao imatinibe,
o nilotinibe e o dasatinibe ndo sao utilizados como primeira linha de tratamento, pois
essas caracteristicas nao refletem em aumento da sobrevida global dos pacientes
(OSMAN; DEININGER, 2021; BRASIL, 2021). O Quadro 1 mostra as férmulas
estruturais dos inibidores de tirosina-quinase citados, bem como as doses

recomendadas para o tratamento (BRASIL, 2021).
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Quadro 1 - Medicamentos inibidores de tirosina-quinase preconizados pelo

Ministério da Saude para o tratamento da leucemia mieloide crénica em adultos.

Medicamento e formula estrutural Dose*
Imatinibe

|

LN N\I\/@:ﬁ' L7 | 800 mg por dia
o N
F——F

De 400 a 600 mg por dia,
dependendo da fase da doenca.

Dasatinibe

De 100 a 140 mg por dia,
dependendo da fase da doenca

Fonte: *Adaptado de BRASIL. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Leucemia Mieloide
Crénica do Adulto (2021).

5.2.2 Mecanismos de atuagao dos exossomos na progressao da LMC

Ainda que a atuagéo dos exossomos na progressao da LMC esteja em suas
fases iniciais de elucidagado, alguns mecanismos envolvendo aspectos importantes
da doenca ja foram demonstrados, tais como a modulagdo do microambiente da
medula dssea, a resisténcia ao tratamento e a potencializacdo da sobrevivéncia das

células leucémicas.

5.2.2.1 Modulagdo do microambiente da medula 6ssea

O microambiente da medula Ossea exerce papel importantissimo na
regulacdo e manutencdo do processo normal de hematopoiese. De composi¢cao

complexa, contando com variadas linhagens celulares, o microambiente da medula
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O0ssea também pode atuar na manutencdo de neoplasias hematoldgicas a partir do
estabelecimento de um ambiente permissivo para tal (HOUSHMAND et al., 2019).
Nesse contexto, os exossomos surgem como possiveis atores na comunicagao
intercelular, que participa de forma importante na funcionalidade do microambiente
medular.

Tendo em vista o importante papel exercido pelos exossomos no que se
refere ao transporte de citocinas, proteinas, miRNAs e DNA, emergiram estudos que
buscaram elucidar as possiveis atuagbes dos exossomos na modulagdo do
microambiente da medula 6ssea na LMC. Jafarzadeh e colaboradores (2018)
demonstraram, entre outros achados, que exossomos derivados da linhagem celular
K562 de LMC podem promover alteragbes importantes na liberacdo de citocinas
pelas células tronco mesenquimais na medula 6ssea. Entre essas citocinas, estdo o
tumor necrosis factor alpha (TNF-alfa) e o transforming growth factor beta (TGF-
beta), que exercem papéis regulatorios importantes durante a leucemogénese. O
TNF-alfa atua por meio de diversas cascatas de sinalizagdo no sentido de promover
um microambiente medular favoravel ao desenvolvimento das células leucémicas,
potencializando a sobrevivéncia dessas células (VERMA et al., 2022). Ja o TGF-beta
atua em diversas neoplasias hematoldgicas por meio de uma série de mecanismos,
muitos dos quais ainda nado foram completamente esclarecidos, que levam a inibicdo
da proliferacdo e inducéao da diferenciacao celular e da apoptose (DONG; BLOBE,
2006; WU et al., 2016). No estudo conduzido por Jafarzadeh e colaboradores,
células-tronco mesenquimais humanas, isoladas de aspirados de medula Ossea,
foram incubadas com exossomos isolados das células da linhagem K562, sendo a
captacdo dessas vesiculas observado por meio de microscopia confocal.
Adicionalmente, por meio de ensaios imunoenzimaticos (Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), foi demonstrado que os exossomos derivados da
linhagem celular K562 foram capazes de promover aumento da secre¢ao de TNF-
alfa e diminuicdo da secrecdo de TGF-beta pelas células tronco mesenquimais
humanas, culminando na modulagdo do microambiente da medula 6ssea, que passa
a favorecer o desenvolvimento e a manutencdo das células leucémicas
(JAFARZADEH et al., 2018).

Outro mecanismo de modulacdo do microambiente da medula éssea pelos
exossomos no contexto da LMC foi descrito por Corrado e colaboradores (2014),

que demonstraram que exossomos derivados da linhagem celular LAMA84 de LMC
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potencializam a expressao e a liberagdo de interleucina-8 (IL-8) por células da
linhagem HS5 de estroma de medula 6ssea (CORRADO et al., 2014). A IL-8
consiste em uma importante citocina inflamatéria que, por meio de variadas cascatas
de sinalizagao, atua em diferentes neoplasias potencializando a sobrevivéncia e a
migragdo de células malignas, além de promover a angiogénese (BAKOUNY;
CHOUEIRI, 2020). No estudo publicado em 2014 por Corrado e colaboradores, foi
demonstrado que células da linhagem celular HS5, incubadas com exossomos
derivados da linhagem celular LAMA84, passam a apresentar maior expressao do
RNA mensageiro da IL-8, o que foi observado por meio de reagdo de transcriptase
reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), além de secrecao
aumentada dessa citocina, o que foi confirmado mediante a realizacdo de ELISA. A
consequéncia desses importantes achados também foi explorada no mesmo estudo
por meio de ensaios in vitro, em que foi demonstrada a atuacdo dos exossomos
derivados da linhagem LAMA84 de LMC como moduladores da expressao e da
secrecao de IL-8 pelas células do estroma da medula 6ssea, o que potencializa a
capacidade de adesdo das células leucémicas ao estroma medular e facilita a

sobrevivéncia destas células malignas (CORRADO et al., 2014).

5.2.2.2 Mecanismo autécrino de regulagdo

Um caminho ainda pouco explorado no contexto do papel dos exossomos na
progressao da LMC é o que envolve os possiveis mecanismos autocrinos de
regulacdo, nos quais o0s exossomos podem atuar no sentido de modular o
comportamento das proprias células malignas, ndo do microambiente da medula
Ossea.

Assim, buscando explorar o papel dos exossomos na regulagdo autécrina
das células de LMC, Raimondo e colaboradores (2015) demonstraram que
exossomos derivados de células da linhagem LAMA84 séo capazes de potencializar
a proliferacdo e a sobrevivéncia dessas células por meio de mecanismos autocrinos
que envolviam a modulagdo da expressdo dos genes anti-apoptéticos como os
responsaveis pela producdo de survivina e proteinas anti-apoptéticas da familia
BCL2 (BCL-xI e BCL2L2), e dos genes responsaveis pela expressao de proteinas
pré-apoptoéticos da mesma familia (BAD, BAX e BBC3). Por meio de PCR em tempo

real, verificou-se que células da linhagem LAMA84 incubadas com exossomos dela



33

derivados apresentaram aumento na expressdo dos genes anti-apoptoticos
survivina, BCL-xI e BCL2L2, e diminuigdo da expressado dos genes pro-apoptoticos
BAD, BAX e BBC3. Adicionalmente, por meio de western blot, foi demonstrado que
exossomos derivados das células LAMA84 induziram a fosforilagdo da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e da proteina quinase B (PQB), o que levou a
ativacao de suas vias de sinalizacdo. Estas vias, por sua vez, que participam do
controle da proliferagcado e da sobrevivéncia celular e, frequentemente, encontram-se
excessivamente ativadas em uma variedade de neoplasias (GUO et al., 2020;
RASCIO et al., 2021). Finalmente, a capacidade dos exossomos derivados da
linhagem LAMA84 em potencializarem a proliferagdo dessas células foi demonstrada
a partir de ensaios de viabilidade celular, nos quais se observou que células
LAMA84 incubadas com exossomos derivados delas apresentam taxas de
proliferacdo celular superiores quando comparadas as células ndo incubadas com
0s exossomos, além de apresentarem maior capacidade de formar col6nias, 0 que
foi demonstrado por meio de ensaios em metilcelulose (RAIMONDO et al., 2015).
Ainda que os mecanismos autocrinos de atuagdo dos exossomos na
progressao da LMC estejam em suas fases iniciais de elucidagao, trabalhos como o
acima descrito comegam a lancar luz sobre esse tema, contribuindo para o
entendimento dos mais diversos mecanismos por meio dos quais 0S exossomos sao

capazes de atuar na progressao da LMC.

5.2.2.3 Transferéncia de tracos de resisténcia ao imatinibe

Apesar da descoberta dos farmacos inibidores de tirosina quinase,
principalmente do imatinibe, ter revolucionado o tratamento da LMC, a resisténcia a
esses medicamentos apresenta-se como um importante desafio, ja que
aproximadamente 25% dos pacientes nao responderdao ao tratamento,
potencializando a progressao da LMC para a FA, cujo progndstico € pobre (MIN et
al., 2018; PATEL; O'HARE; DEININGER, 2017). Alguns mecanismos de resisténcia
ao imatinibe ja estado elucidados, tais como diferentes mutagbes na enzima tirosina
quinase BCR-ABL ou ainda mecanismos que sao independentes dessa enzima.

Em trabalho publicado em 2018, Min e colaboradores demonstraram que
exossomos derivados da linhagem K562/G01 de LMC resistente ao imatinibe séo

capazes de conferir resisténcia a esse farmaco a células da linhagem K562 de LMC
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sensiveis ao imatinibe. No mesmo estudo, foi demonstrada a transferéncia do
miRNA-365 da linhagem resistente para a sensivel por meio dos exossomos, além
da participacdo desse miRNA na promogao de resisténcia ao imatinibe (MIN et al.,
2018).

A partir do tratamento de células da linhagem K562 com imatinibe,
acompanhado ou nao de incubacdo concomitante com exossomos derivados da
linhagem K562/G01, foi observado, por meio de ensaios de viabilidade e citometria
de fluxo, o aumento da viabilidade celular e redugdo da apoptose nas células
incubadas com o0s exossomos. Ainda, analises de microarranjo e PCR
demonstraram que exossomos da linhagem K562/G01 apresentaram maior
expressao do miRNA-365 em relagdo aos exossomos derivados da linhagem K562,
e que células da linhagem K562 incubadas com exossomos da linhagem K562/G01
também apresentaram aumento na expressdo de miRNA-365. Adicionalmente, a
analise por microscopia confocal confirmou a captagcdo dos exossomos da linhagem
K562/G01 pelas células da linhagem K562 (MIN et al., 2018).

Ainda, para confirmar o envolvimento do miRNA-365 na promogao da
resisténcia ao imatinibe, células da linhagem K562 receberam o precursor do
miRNA-365 por transfec¢do, sendo em seguida tratadas com imatinibe. Ensaios de
viabilidade celular e citometria de fluxo confirmaram que as células que receberam o
MiRNA-365 apresentaram aumento da viabilidade celular, bem como redugdo da
apoptose, em comparagédo as células que ndo passaram pela transfecgdo (MIN et
al., 2018).

5.3 LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS (LMAs)

5.3.1 Epidemiologia, fisiopatologia, tratamento e diagnodstico.

As LMAs sao um grupo heterogéneo de neoplasias malignas que respondem
por cerca de 80% de todos os casos de leucemia aguda registrados em adultos.
Com média de idade de diagndstico girando em torno de 65 anos, as LMAs séo
caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de células precursoras mieloides na
medula 6ssea e no sangue periférico, acompanhada por bloqueio maturativo no
estagio de blasto ou promieldcito e, consequentemente, disfuncédo da medula dssea.

Assim, os sinais, sintomas e achados clinicos nas LMAs envolvem, majoritariamente,
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anemia, infecgdes recorrentes e capacidade de agregacdo comprometida em virtude
da trombocitopenia, normalmente observada no hemograma, que também mostra
leucocitose com predominio de células imaturas (blastos) (BRASIL, 2014; VAKITI et
al., 2022).

O diagnostico das LMAs é realizado por meio do hemograma e do
mielograma, além da avaliagdo citogenética, imunofenotipica e de biologia
molecular, que assumem grande importancia na determinacdo das mutagdes
envolvidas e, consequentemente, do progndstico do paciente (MEDINGER et al.,
2019). Antes de 2022, com excegao dos casos em que ha translocagédo (8;21),
(15;17) ou (16;16), ou ainda a inversao (16) (p13.1922), o diagndstico das LMAs s6
poderia ser confirmado mediante a contagem de mieloblastos ou monoblastos ou
megacarioblastos superior a 20% na medula éssea ou no sangue periférico
(BRASIL, 2014). Porém, com a atualizagdo das diretrizes da OMS em relagéo as
LMAs, todos os casos da doenga que se enquadram na categoria “LMA com
alteracdes genéticas recorrentes”, com excegao daqueles que apresentam a fuséo
BCR-ABL1 ou a mutagao CEPBA, podem ter o diagndstico confirmado mesmo com
contagem de blastos inferior a 20% no sangue periférico ou na medula dssea,
contanto que seja observada correlagdo entre os aspectos clinicos, morfolégicos e
genéticos (KHOURY et al., 2022).

Na extensa maioria dos casos, a fisiopatologia das LMAs tém como ponto
central uma ampla variedade de falhas na regulacdo da mielopoiese, as quais
podem envolver diferentes mutagées em uma vasta gama de genes regulatorios, o
que confere grande heterogeneidade genética a doenga, com pouquissimas
mutacdes comuns a mais de 1/4 dos casos registrados (PIPPA; ODERO, 2020). As
mutacdes relacionadas as LMAs, cada qual a sua maneira, tém grande importancia
na determinagdo do prognédstico do paciente diagnosticado com LMA, levando em
consideragao, também, a resposta ao tratamento. Enquanto algumas mutacdes
trazem consigo um prognostico favoravel, com taxa de sobrevida de 64% apds cinco
anos, outras sao mais agressivas ao processo de regulacdo da mielopoiese,
representando um progndstico desfavoravel ao paciente, com taxa de sobrevida de
11%, em média, apds cinco anos. Ha ainda algumas mutag¢des que trazem a
classificagdo de progndstico intermediario, com taxa de sobrevida de 41% apos
cinco anos (PELCOVITS et al., 2020).
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A grande heterogeneidade das LMAs abre caminho para que a doenca seja
sub-classificada em diferentes grupos, de acordo com critérios morfolégicos e
fisiopatoldégicos da neoplasia, tendo as mutagbes um papel central nessa
categorizagdo (BRASIL, 2014). Até 2022, a OMS considerava os seis seguintes
grupos diferentes para a classificagcdo da LMA: LMA com altera¢des relacionadas a
mielodisplasia, neoplasias mieloides relacionadas a quimioterapia, sarcoma
mieloide, proliferagdes mieloides relacionadas a Sindrome de Down, LMA com
anormalidades genéticas recorrentes e LMA n&o especificada em outros grupos
(HWANG, 2020). Em 2022, porém, conforme ilustrado na Figura 9, a OMS
condensou essa classificagdo, com o objetivo de enfatizar os avangos recentes na
compreensao dos mecanismos patoldgicos, principalmente com relagdo as
mutacdes e seus papéis no desenvolvimento da LMA. Assim, foram mantidos
apenas os dois seguintes grupos: LMA com anormalidades genéticas definidoras e
LMA definida por diferenciagdo. Dessa forma, passam a ficar separadas, em outras
classes, neoplasias mieloides relacionadas a quimioterapia, sarcoma mieloide e
proliferagcdes mieloides relacionadas a Sindrome de Down. A LMA com alteragdes
relacionadas a mielodisplasia, que antes representava um dos seis grupos, passa a
ser denominada LMA relacionada a mielodisplasia e se junta ao grupo “LMA com
anormalidades genéticas definidoras”, ao qual também foi incluido um novo
subgrupo, intitulado “LMA com outras alteracbes genéticas definidas”, para dar

espaco as novas mutagdes, conforme sejam descobertas (KHOURY et al., 2022).

Figura 10 - Atualizacao da classificacdo das leucemias mieloides agudas (LMAs) pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

Subclasses das LMAs de acordo com a
classificagdo da OMS de 2022

Subclasses das LMAs de acordo com a
classificagdo da OMS de 2017

Integrada ao grupo

/

* LMA com anormalidades genéticas recorrentes; * LMA definida por diferenciacio.

* LMA com alteracdes relacionadas a mielodisplasia; + LMA com anormalidades genéticas definidoras;

Neoplasias mieloides relacionadas a quimioterapia;
P a pia; Separadas em

/ outras classes
* Sarcoma mieloide;

Proliferagdes mieloides relacionadas a Sindrome de Down; /

* LMA ndo especificada em outros grupos.

Fonte: elaborado pela autora.
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Como pode ser percebido, o avango das técnicas de sequenciamento génico
permitiu que as anomalias presentes nas LMAs sejam identificadas com preciséo, o
que possibilitou, ao longo dos anos, o desenvolvimento de terapias-alvo especificas,
tais como o acido all-trans-retindico (ATRA), que estimula a diferenciagao celular em
casos de leucemia promielocitica aguda que apresentam a translocacédo PML-RARaq,
e os inibidores da enzima FLT3 quinase, que € derivada do gene de mesmo nome,
cuja mutacdo, presente em cerca de 20% dos pacientes com LMA, leva a
potencializagao da proliferagao de blastos (PIPPA; ODERO, 2020; THOL; GANSER,
2020). Apesar desses avangos continuos, o tratamento para a maior parte dos
pacientes ainda tem como alicerce o uso de quimioterapicos citotoxicos ou agentes
alquilantes (DONG et al., 2022). Nesse ambito, divide-se o tratamento das LMAs em
fases, sendo a primeira denominada de terapia de indugao, seguida pela terapia de
consolidagéo, que pode ou ndo ser sucedida pela terapia de manutencédo (ESTEY,
2018).

De acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Saude, a
terapia de inducao, classicamente representada pelo “protocolo 7+3”, consiste na
infusdo de citarabina por sete dias e de uma antraciclina (daunorrubicina,
idarrubicina ou mitoxantrona) por trés dias, tendo como objetivo a indugdo da
remissdo completa (menos de 5% de mieloblastos na medula 6ssea, leucécitos em
quantidade superior a 1.000/mm® e plaquetas acima de 100.000/mm?®), que é
alcangada por cerca de 60 a 80% dos pacientes jovens com prognéstico favoravel
(BRASIL, 2014). Apesar disso, devido ao carater agressivo da terapia de inducéo,
que traz consigo um quadro de pancitopenia grave, deve ser realizada uma
avaliagdo precisa do estado geral do paciente e da existéncia de possiveis
comorbidades antes do inicio do tratamento (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022
b). Apds atingida a remissdo completa, segue a terapia de consolidagdo, que
consiste em repetidos ciclos de infusdo de citarabina em altas doses, com objetivo
de impedir a recidiva da doenca, que acontece em cerca de 30% e 50% dos
pacientes apos seis meses € um ano da remissao, respectivamente (PELCOVITS et
al., 2020). Para os casos com prognéstico intermediario ou desfavoravel, cuja
resposta a terapia de indugcdo costuma ser pobre, apresenta-se a alternativa do
transplante de células tronco hematopoiéticas, cuja morbidade associada vem
diminuindo em decorréncia do avango nas estratégias de controle de infeccédo e
rejeicao (BRASIL, 2014).
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5.3.2 Mecanismos de atuagao dos exossomos na progressao da LMA

Assim como o que se observa no contexto da LMC, o papel dos exossomos
na progressao das LMAs ainda foi pouco explorado. Apesar disso, alguns
importantes mecanismos ja foram elucidados, envolvendo as modulagdes do

microambiente da medula éssea, da resposta imune e da resisténcia ao tratamento.

5.3.2.1 Modulagéo do microambiente da medula 6ssea

Assim como descrito para a LMC, a modulagao do microambiente da medula
O0ssea também apresenta grande importancia no contexto das LMAs, envolvendo
uma série de mecanismos que atuam desde o estabelecimento até a manutencéao e
progressao dessas neoplasias (HOUSHMAND et al., 2019).

Em trabalho publicado em 2020, Namburi e colaboradores demonstraram
que exossomos isolados de células da linhagem Kasumi-1 de LMA e também do
plasma de pacientes recém-diagnosticados com LMA sdo capazes de modular o
microambiente da medula 6ssea por meio da atividade da proteina Dipeptidil
peptidase 4 (DPP-4), promovendo a mielossupressdao e, assim, prejudicando a
hematopoiese (NAMBURI et al., 2020).

A DPP-4 consiste em uma glicoproteina transmembranar que exerce
atividade proteolitica e participa da regulacdo de uma série de processos
fisiolégicos, sendo expressa em variados tecidos, incluindo o hematopoético
(WANG et al., 2023). Por meio de ensaios de citometria de fluxo, Namburi e
colaboradores identificaram a presenca da DPP-4 na superficie de exossomos
derivados do plasma de pacientes diagnosticados com LMA, da linhagem celular
Kasumi-1 e também do plasma de doadores saudaveis. Além disso, foi demonstrado
que a quantidade de DPP-4 expressa na superficie dos exossomos isolados de
pacientes diagnosticados com LMA era maior do que a observada em exossomos
isolados de doadores saudaveis (NAMBURI et al., 2020).

A capacidade de supressdo da hematopoiese pelos exossomos derivados
do plasma de pacientes com LMA e das células da linhagem Kasumi-1 foi
demonstrada a partir de ensaios em metilcelulose. Para isso, células progenitoras
hematopoiéticas (CPH) humanas foram isoladas a partir de corddes umbilicais e

incubadas separadamente com exossomos derivados do plasma de pacientes com
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LMA e das células Kasumi-1, sendo que a capacidade das CPH de formarem
colénias em metilcelulose foi seriamente prejudicada. Destaca-se que a atuagéo dos
exossomos na formacdo de colbnias de CPH, observada nos ensaios em
metilcelulose, foi mitigada mediante a adigao de diprotina A, um inibidor da DPP-4,
ao experimento citado anteriormente, o que indica a participagao direta da DPP-4 no
processo de inibicdo da formacgao de colénias de CPH, promovido pelos exossomos
isolados do plasma de pacientes com LMA e das células da linhagem Kasumi-1
(NAMBURI et al., 2020).

No intuito de explorar a diferenca na atuacdo dos exossomos derivados do
plasma de pacientes recém-diagnosticados com LMA e do plasma de pacientes que
atingiram a remissdo completa da doenga na supressao da formacgao de colbnias, os
mesmos ensaios em metilcelulose foram repetidos. Assim, foi observado que os
exossomos derivados do plasma de pacientes que atingiram a remissdo completa
apresentaram uma capacidade muito menor de suprimir a formagao de coldnias de
HPC com relagao ao que foi observado para os exossomos isolados do plasma de
pacientes recém-diagnosticados. Ainda, por meio de ensaios de luminescéncia, foi
demonstrado que a atividade da DPP-4 estava consideravelmente reduzida nos
exossomos isolados de pacientes que atingiram a remissdo completa, quando
comparado ao que se observou para os exossomos isolados do plasma de
pacientes recém-diagnosticados (NAMBURI et al., 2020).

Outro mecanismo de modulacdo do microambiente da medula éssea pelos
exossomos foi elucidado por Wang e colaboradores (2018), que demonstraram que
exossomos derivados da linhagem HL-60 de leucemia promielocitica aguda, um
subtipo de LMA, sédo capazes de promover a migracao, proliferacdo e formacao de
estruturas tubulares em células da linhagem HUVEC de endotélio vascular,
indicando que os exossomos podem atuar no sentido de promover a remodelacao
vascular no microambiente da medula 6ssea (WANG et al., 2018).

Por meio de ensaios em matriz de membrana basal solubilizada, foi
demonstrado que células da linhagem HUVEC, incubadas com exossomos
derivados da linhagem HL-60, apresentam um aumento importante em sua
capacidade de migracdo e formagao de estruturas tubulares. Ainda, ensaios de
viabilidade demonstraram o aumento da capacidade de proliferacdo das células da
linhagem HUVEC apds incubagdo com os exossomos isolados da linhagem HL-60
(WANG et al., 2018).
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Uma consequéncia direta da capacidade que os exossomos demonstraram
de promover remodelagcdo vascular no microambiente da medula Ossea foi
demonstrada a partir da co-cultura de células da linhagem HUVEC com células da
linhagem HL-60 e posterior tratamento com citarabina. Os ensaios de viabilidade
celular e citometria de fluxo demonstraram que a co-cultura das células HL-60 com
as HUVEC diminuiu o efeito citotoxico e apoptético da citarabina sobre as células
leucémicas, demonstrando que as células da linhagem HUVEC promovem protegao
as células HL-60 contra os efeitos citotdxicos da citarabina. Assim, ficou claro que a
remodelagdo vascular, demonstrada pelo aumento da capacidade de migragéo,
proliferagdo e formacdo de estruturas tubulares das células da linhagem HUVEC,
promovida pelos exossomos derivados das células HL-60, culmina na
potencializagdo da protecédo das células HL-60, promovida pelas HUVEC, contra a
acgao da citarabina (WANG et al., 2018).

Adicionalmente, por meio de RT-PCR, foi demonstrado que a incubacao das
células da linhagem HUVEC com exossomos isolados da linhagem HL-60 promoveu
aumento na expressdao do RNA mensageiro correspondente ao receptor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) nas células HUVEC, o que foi traduzido,
também, no aumento da expressao do receptor, demonstrado por western blot
(WANG et al., 2018). Esses resultados relacionados a expressédo do receptor de
VEGEF pelas células HUVEC indicam um mecanismo por meio do qual os exossomos
derivados da linhagem HL-60 promovem a remodelacdo vascular citada
anteriormente, uma vez que o VEGF consiste em um importante fator que promove
a angiogénese e a remodelacdo vascular por meio de diferentes cascatas de
sinalizacdo (KHODABAKHSH et al., 2021).

5.3.2.2 Atuacgbes das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea

Dentro das possibilidades de atuagdo dos exossomos na progressao das
LMAs, as mais exploradas envolvem exossomos derivados das células leucémicas.
Apesar disso, exossomos provenientes de células saudaveis também sdo capazes
de atuar na progressao das LMAs. Nesse contexto, Lyu e colaboradores (2021)
estudaram os possiveis mecanismos exercidos por exossomos derivados de células
tronco mesenquimais de medula 6éssea (CTM-MO), isoladas de pacientes saudaveis,

sobre a proliferagdo, migragao e invasao de células das linhagens Kasumi-1 e THP-
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1 de LMA. Assim, por meio de ensaios em matriz de membrana basal solubilizada e
membranas de policarbonato, foi demonstrado que células da linhagem Kasumi-1 e
THP-1 apresentam aumento importante da sua capacidade de invasao e migragao
apos incubagdo com exossomos derivados das CTM-MO (LYU et al., 2021). Ainda,
por meio de ensaios de viabilidade celular, foi demonstrado que células da linhagem
THP-1, incubadas com exossomos derivados das CTM-MO e tratadas com
citarabina, apresentaram resisténcia a citotoxicidade desse farmaco. Assim, ficou
demonstrado que os exossomos derivados das CTM-MO, além de potencializarem a
capacidade metastatica das células da linhagem Kasumi-1 e THP-1 de LMA,
também atuam no sentido de conferir resisténcia a citarabina (LYU et al., 2021).

Com objetivo de descrever o mecanismo por meio do qual os exossomos
derivados das CTM-MO sé&o capazes de promover os efeitos descritos nas células
Kasumi-1 e THP-1, foram realizados ensaios de western blot e RT-PCR, que
demonstraram que as referidas células de LMA apresentaram aumento na
expressao da proteina S100A4 e, também, de seu respectivo RNA mensageiro apos
a incubagao com exossomos derivados das CTM-MO (LYU et al., 2021).

A S100A4 consiste em uma proteina ligadora de calcio que atua na
regulagcdo de processos celulares importantes tais como migragao, proliferacao,
invasao, diferenciacdo e apoptose, encontrando-se com expressdo aumentada em
diversas neoplasias, incluindo as LMAs (YAO et al., 2022; ISHIKAWA et al., 2019).

Um outro ensaio realizado por Lyu e colaboradores (2021) utilizou RNAs de
interferéncia e demonstrou que o bloqueio da expressdo do gene referente a
proteina S100A4 reverte os efeitos promovidos pelos exossomos derivados das
CTM-MO nas células da linhagem Kasumi-1 e THP-1, indicando que a
potencializagdo da capacidade metastatica e da resisténcia a citarabina dessas
células malignas foi promovida pelos exossomos por meio da proteina S100A4
(LYU et al., 2021).

Outro mecanismo de atuagdo de exossomos derivados de CTM-MO na
progressao das LMAs foi demonstrado por Wu e colaboradores (2022). Por meio de
metodologias muito semelhantes as utilizadas no trabalho desenvolvido por Wang e
colaboradores (2018), descrito no item 5.3.2.1, foi elucidado que exossomos
derivados de células tronco mesenquimais isoladas de aspirados de medula 6ssea
de pacientes com LMA s&o capazes de promover a resisténcia a citarabina em

células de linhagens de LMAs quando incubados com estas. Ainda, por meio de
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analises de microarranjo e RT-PCR, foi demonstrada a participagdo do miRNA-10a,
que apresenta expressdo aumentada em diversas neoplasias, na aquisicdo de
resisténcia a citarabina pelas linhagens de LMA. Isso se deve ao fato de que a
expressao expressdao desse miRNA mostrou-se significativamente aumentada nas
células de LMA apéds a incubagdo com os exossomos derivados das células tronco
mesenquimais isoladas de pacientes com LMA. Destaca-se, ainda, que os
exossomos derivados de células tronco mesenquimais da medula 6ssea de
pacientes com LMA apresentaram elevada expressao do miRNA-10a, sugerindo a
ocorréncia de transferéncia desse miRNA para as células das linhagens de LMA
pelos exossomos. A participacdo do miRNA-10a na aquisicdo de resisténcia a
citarabina pelas células de LMA foi comprovada por meio do bloqueio da expressao
desse miRNA, processo que reverteu a resisténcia das células a citarabina (WU et
al., 2022).

5.3.2.3 Modulagéo da resposta imune

A agressividade das terapias citotdxicas preconizadas para o tratamento das
LMAs representa um desafio para muitos pacientes, principalmente aqueles com
prognostico desfavoravel, idosos ou com comorbidades associadas. Diante desse
contexto, a busca por novas alternativas de tratamento é indispensavel e o
entendimento de todos os possiveis aspectos envolvidos na resposta imune dos
pacientes é fundamental.

Hong e colaboradores (2017) estudaram o papel exercido pelos exossomos
na resposta a terapia celular por transferéncia de linfocitos natural killer (NK)
ativadas em pacientes com LMA em recidiva. Nesse estudo, exossomos foram
isolados do plasma de pacientes com LMA em recidiva e incubados com células da
linhagem NK-92, uma linhagem de linfécitos NK humanos dependente de
interleucina 2. Por meio de ensaios de viabilidade celular, verificou-se que a taxa de
proliferacdo celular das células NK-92 foi consideravelmente reduzida apods a
incubagdo com os exossomos derivados do plasma de pacientes com LMA em
recidiva. Ainda, por meio de ensaios in vitro de migragao celular, foi demonstrado
que células NK-92 incubadas com exossomos isolados do plasma de pacientes com
LMA em recidiva apresentam importante redugao na capacidade de migragdao em

diregdo ao sobrenadante da cultura de células da linhagem Kasumi-1 de LMA. De
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forma complementar, por meio de ensaios de microarranjo, foi demonstrado que a
as células NK-92 apresentavam uma reducdo consideravel na expressdo do
receptor de quimiocinas C-X-C tipo 3 (CXCR3) apds a incubagdo com 0s exossomos
derivados do plasma de pacientes com LMA em recidiva. Esse achado se mostra
valioso tendo em vista a atuagdo importante desse receptor na regulagdo da

migragao quimiotatica de células do sistema imune (HONG et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

A integralizagado da presente revisao narrativa permitiu concluir que:

e Apesar dos avangos observados ao longo dos anos, muitos
mecanismos de progressao das leucemias mieloides ainda ndo foram
elucidados;

e Apesar da escassa literatura disponivel, alguns mecanismos de
atuacao dos exossomos como promotores da progressdao da LMC e
das LMAs ja foram elucidados;

e Os resultados encontrados nos artigos explorados nesse trabalho de
conclusdo de curso mostram-se promissores, podendo langar luz
sobre aspectos ainda pouco explorados no contexto da progressao

das leucemias mieloides.
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