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RESUMO

A estratificacdo de risco da leucemia linfocitica aguda B (LLA-B) comum infantil é
baseada em fatores clinicos e bioldgicos e embora essa estratificacdo melhore o
resultado clinico dos pacientes, a recidiva ocorre em um nimero significativo de casos.
Sabe-se que a LLA-B apresenta heterogeneidade clinica e bioldgica e 50% dos
pacientes ndo tém marcadores progndsticos definidos. Nesse sentido, a identificagdo de
novos alvos terapéuticos, bem como de biomarcadores progndsticos e diagnosticos
pode melhorar os resultados clinicos dos pacientes com LLA-B. A sinalizagdo
purinérgica é uma importante via na progressdo do cancer. No entanto, a expressao de
ectonucleotidases e seu impacto nas células imunes na LLA-B carece de exploragao.
Considerando diferentes coortes de pacientes com LLA-B comum infantil, a expressao
génica (DPP4/CD38/ENTPD1/NT5E) e proteica (CD38/CD39/CD73) de
ectonucleotidases foram analisadas in silico e ex vivo e a associagdo com o progndstico
foi estabelecida (Capitulo 1); ainda, analisamos a expressdo de ectonucleotidases em
subpopulac@es linfocitarias de pacientes com LLA-B (Capitulo 2). Em analises
univariadas, a expressao de NT5E foi significativamente associada a pior sobrevida
livre de progressdo (SLP) em amostras de medula éssea. Em andlises multivariadas,
analise de Kaplan-Meier e teste de log-rank, maior expressdo de NT5E previu SLP
desfavoravel em amostras de medula éssea. Considerando a doenca residual minima
(DRM), maior celularidade foi associada & alta expressdo de NT5E no dia 8 da terapia
de inducdo. Além disso, observamos que os leucdcitos totais de pacientes com LLA-B
infantil tinham mais CD38 em comparagdo com a mesma populacdo celular de sujeitos
saudaveis. De fato, pacientes LLA-B com DRM>0,1% apresentaram maior expressao
de CD38 em leucdcitos totais em comparagdo com sujeitos saudaveis. Observamos
maior expressdo de CD38 em leucdcitos totais do que em blastos em pacientes LLA-B
com DRM>0,1%; também comparamos pacientes LLA-B com sujeitos saudaveis e
observamos um aumento de células T CD4+ e CD8+. Ainda, observamos uma
diminuicdo na expressao de CD38 nas subpopulagdes de células B e Treg e um aumento
na frequéncia de CD39*CD73* em células Breg e T CD8+. Analisando citocinas e
nucleosideos/nucleotideos de adenina, encontramos uma diminui¢do nas concentracdes
de TNF, IL-1B e ADO, juntamente com um aumento de AMP no plasma de pacientes
com LLA-B. Sugerimos que a expressdo do gene NT5E e da proteina CD38, da familia
das ectonucleotidases, podem fornecer biomarcadores prognosticos interessantes para
a LLA-B comum infantil; ainda, como imunomoduladores, a expressao das
ectonucleotidases pode estar associada a estados de ativacdo, bem como a abundéancia
de diferentes subconjuntos celulares. Observamos um perfil de expresséo de imunidade
pré-tumoral em pacientes com LLA-B no momento do diagnéstico, podendo estar
associado a exaustdo celular e evasdo imune.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica aguda B comum infantil, LLA-B,

Ectonucleotidases, Imunomoduladores, Subpopulagdes linfocitarias, Prognostico,
NT5E, CD38
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ABSTRACT

The risk stratification of common childhood B-acute lymphocytic leukemia (B-ALL)
is based on clinical and biological factors. Although this stratification improves the
clinical outcome of patients, relapse occurs in many cases. It is known that B-ALL has
significant biological and clinical heterogeneity, and 50% of B-ALL patients do not
have defined prognostic markers. In this sense, identifying new therapeutic targets and
prognostic and diagnostic biomarkers can improve B-ALL patients’ clinical outcomes.
Purinergic signaling is an essential pathway in cancer progression; however, the
expression of ectonucleotidases and their impact on immune cells in B-ALL lacks
exploration. Considering different cohorts of common childhood B-ALL patients, gene
(DPP4/CD38/ENTPD1/NT5E) and protein (CD38/CD39/CD73) expression of
ectonucleotidases were analyzed in silico and ex vivo, and the association with
prognosis was established (Chapter 1); furthermore, we analyzed the expression of
ectonucleotidases in B-ALL patients’ lymphocyte subpopulations (Chapter 2). In
univariate analyses, expression of NT5E was significantly associated with worse
progression-free survival (PFS) in bone marrow samples. In multivariate analyses,
Kaplan-Meier analysis, and log-rank test, higher NT5E expression predicted
unfavorable PFS in bone marrow samples. Considering minimal residual disease
(MRD), higher levels of cellularity were associated with the high NT5E expression at
day 8 of induction therapy. Furthermore, we observed that total leukocytes of common
childhood B-ALL patients had more CD38 compared to the same cell population of
healthy donors. B-ALL patients with MRD>0.1% had higher CD38 protein expression
on total leukocytes in comparison to healthy donors. We observed higher CD38
expression on total leukocytes than blasts in B-ALL patients with MRD>0.1%; we also
compared B-ALL patients to healthy donors and observed an increase of CD4+ and
CD8+ T-cells. Furthermore, we observed a decrease in CD38 expression in B and Treg
subpopulations and an increase in CD39*CD73*frequency in Breg and CD8+ T-cells.
Analyzing cytokines and adenine nucleosides/nucleotides, we found a decrease in TNF,
IL-1B, and ADO concentrations, and an increase in AMP in B-ALL patients’ plasma.
We suggest that NT5E gene and CD38 protein expression, of the ectonucleotidases
family, could provide interesting prognostic biomarkers for common childhood B-
ALL; as immunomodulators, the expression of ectonucleotidases might be associated
with activation states, as well as the abundance of different cellular subsets. We
observed a pro-tumor immunity expression profile in B-ALL patients at diagnosis
might be associated with cell exhaustion and immune evasion in B-ALL.

Keywords: Common childhood B-acute lymphocytic leukemia, B-ALL,
Ectonucleotidases, Immunomodulators, Lymphocyte subpopulations, Prognostic,
NT5E, CD38
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APRESENTACAO

Esta tese esta organizada em se¢des dispostas da seguinte maneira: Introducao,
Objetivos, Resultados, Discussdao, Conclusbes, Perspectivas, Referéncias

Bibliogréficas e Anexos.

A Introducdo apresenta a fundamentacéo teorica que nos levou a formular as

hipo6teses propostas da tese, dispostas no item Objetivos.

Na secdo Resultados estdo expostos os resultados obtidos, descritos em formato

de artigos cientificos completos publicados.

A secdo Discussdo contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos nos

diferentes artigos cientificos.
A secdo Conclus@es aborda as conclusdes gerais obtidas na tese.

Na secdo Perspectivas estdo expostas as sugestdes de continuidade deste
trabalho que poderdo constituir novos projetos cientificos, dando continuidade a linha

de pesquisa.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista as referéncias utilizadas na redacédo dos

itens Introducdo e Discusséo da tese.

A secdo Anexos contém: Cartas de aprovacdo do GPPG/HCPA para 0s projetos
2018/0401 e 2022/0094; Termo de compromisso para utilizacdo de dados institucionais
do GPPG/HCPA para o projeto 2018/0401; Termo de compromisso para utilizacdo de
material biologico e informacgdes associadas do GPPG/HCPA para o projeto
2018/0401; Termo de compromisso para utilizacdo de dados do GPPG/HCPA para o

projeto  2018/0401; Acordo entre instituicbes sobre operacionalizacéo,
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compartilhamento, utilizagdo do material biolégico humano armazenado em
biorrepositorio do HCPA para o projeto 2022/0094; Declaragdo de conhecimento e
cumprimento da lei geral de protecéo de dados para pesquisa avaliadas pelo CEP/HCPA
para 0 projeto 2022/0094; Formularios de delegacdo de fungdes do HCPA para os
projetos 2018/0401 e 2022/0094; Folhas de rosto para pesquisa envolvendo seres
humanos da Plataforma Brasil para os projetos 2018/0401 e 2022/0094; Pareceres
consubstanciados do CEP da Plataforma Brasil para os projetos 2018/0401 e
2022/0094; Parecer consubstanciado do PPG Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica para o
projeto intitulado “Avaliagdo de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia
linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a imunomodulagdo” que foi associado ao
projeto 2018/0401; Parecer consubstanciado do PPG Ciéncias Biologicas: Bioquimica
para o projeto intitulado “Avaliacdo de CD38 como possivel biomarcador purinérgico
para leucemia linfocitica aguda do tipo B (LLA-B) e sua relagdo com a
imunomodula¢do” que foi associado ao projeto 2022/0094; Plano de selecdo e
recrutamento de participantes de projetos de pesquisa desenvolvidos no HCPA para o
projeto 2022/0094; Termos de consentimento livre e esclarecido aplicado nos diferentes
grupos (grupo controle, grupo controle — responsaveis, grupo pacientes LLA e grupo
pacientes LLA — responsaveis) do projeto 2018/0401; Termos de consentimento livre e
esclarecido aplicado nos diferentes grupos (adultos, responsaveis e meio eletrénico) do
projeto 2022/0094; Roteiro de ligacdo telefonico do projeto 2022/0094; Termo de
consentimento informado do Servico de Hemoterapia — Doacdo de Sangue para o
projeto 2022/0094; e lista de artigos cientificos publicados como autora e em coautoria

durante o periodo do doutorado.
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1. INTRODUCAO
1.1 Leucemia

A leucemia é uma doenca que atinge as células do sangue, sendo
considerada uma malignidade hematologica, cuja principal caracteristica € a
proliferacdo descontrolada e maturacdo anormal de células leucémicas (blastos), que
leva a diminuicdo da producdo de células normais (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA - INCA, 2020) (Figura 1). Por terem
origem em ceélulas constituintes do sangue, as leucemias tém capacidade inerente de
proliferacdo e de mobilizacdo na corrente sanguinea, culminando no extravasamento

para outros tecidos (Whitehead et al., 2016).

Sangue normal Leucemia

o

TN
D

- Blastos

Figura 1. Imagem representativa das células sanguineas no sangue periférico de sujeitos
saudaveis e de pacientes com leucemia. A principal caracteristica da leucemia € a proliferacao
descontrolada e maturacdo anormal de células leucémicas (blastos ou linfoblastos), que leva a
diminuicdo da producéo de células normais [Imagem de autoria propria, 2023].

Embora em casos raros esteja associada a uma mutacdo hereditaria e uma
sindrome genética, como anemia de Fanconi, sindrome de Bloom ou ataxia-
telangiectasia, esse disturbio geralmente ocorre como céancer esporadico, surgindo de
uma mutacdo em uma celula somatica previamente normal. A leucemia ndo é
considerada uma doenca genética classica, mas pode ser chamada de doenca genética,

pois a etiologia subjacente primaria tem demonstrado ser uma mutacdo do DNA,
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especialmente rearranjos cromossémicos. A hematopoiese normal é um processo de
diferenciacdo e maturacdo altamente regulado de uma célula-tronco hematopoiética
para uma célula altamente especializada de linhagem mieloide ou linfoide. As células
mieloides proliferam em suas células terminais maduras dentro da medula 0Ossea,
enquanto os precursores linfoides migram para os o6rgdos linfoides (por exemplo,
linfonodos, baco e timo) para completar a maturacdo. Se uma aberragdo nas vias
reguladoras confere uma vantagem proliferativa a uma célula mutante, o resultado final

pode ser a apresentacdo clinica da leucemia (Y. Zhang & Rowley, 2013).

1.1.1 Classificagédo das leucemias

O grupo cooperativo French-American-British  (FAB) classificou,
primeiramente, as malignidades hematopoiéticas com base nas caracteristicas
morfoldgicas da populagdo celular anormal (didmetro celular, forma do ndcleo, no
namero e na protuberancia dos nucléolos e na quantidade e no aspecto relativos do
citoplasma) em combinacdo com a apresentacdo clinica (Bennett et al., 1976). Com a
expansao dos conhecimentos da oncogénese, em particular dos mecanismos genéticos
na leucemia, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) desenvolveu na década de 90 e
revisou um sistema de classificacdo universalmente aceito de neoplasias mieloides e
linfoides em 2001 e 2008 (World Health Organization, 2001, 2009), de acordo com a
linhagem de origem celular e & combinacdo de critérios morfoldgicos,

imunofenotipicos, genéticos e clinicos (Y. Zhang & Rowley, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Imagem representativa das principais diferengas entre a classificacio OMS e a
classificacdo FAB (French — American — British). Na década de 90 surgiu uma classificacdo
subsidiada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que estratificou as neoplasias mieloides
e leucemias agudas de acordo com a combinagdo da morfologia, imunofendtipo, aspectos
genético-moleculares e sindromes clinicas. Ela substituiu a antiga classificacdo FAB, que
levava em consideracdo apenas morfologia das células neoplasicas e a apresentacao clinica dos
pacientes [Imagem de autoria propria, 2023].

O tipo de leucemia depende do tipo de célula sanguinea que se torna cancerosa:
linhagem mieloide (podem incluir granulécitos, mondcitos, eritrocitos e
megacariécitos) ou linhagem linfoide (corresponde as células B e T); e, de acordo com
0 estagio de diferenciacdo em que as células mutadas permanecem, 0 que caracteriza a
doenga em aguda ou cronica. As agudas progridem num curto espago de tempo e as
celulas neoplésicas sdo geralmente imaturas. Por outro lado, as crénicas progridem mais
lentamente, podendo permanecer estacionarias, com células cancerosas dificeis de

distinguir morfologicamente das células normais (INCA, 2020).

Assim, destacamos o0s principais tipos de leucemias: leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e

leucemia linfocitica crénica (LLC) (INCA, 2020).
1.1.2 Leucemia no Brasil e no mundo

A estimativa mundial de 2018 mostra que ocorreram 249 mil casos novos de
leucemia em homens, sendo a décima neoplasia mais incidente entre todos os canceres,
com um risco estimado de 6,5/100 mil homens. Para as mulheres, foram estimados 187
mil casos novos com taxa de incidéncia de 5,0/100 mil, ocupando a décima segunda

28



posicdo. As maiores taxas de incidéncia de leucemia para ambos 0S Sexos Sdo
encontradas em paises que apresentam altos niveis de desenvolvimento humano, como:
Austrélia, Nova Zelandia, América do Norte e grande parte da Europa (Bray et al.,

2018).

No Brasil, a leucemia em homens é o quinto cancer mais frequente na Regiédo
Norte (4,45/100 mil). Na regido Nordeste (5,02/100 mil) ocupa a sétima posicao,
seguida pela Regido Sul (8,34/100 mil) com a décima posicdo. Nas demais Regides,
Sudeste (5,70/100 mil) e Centro-Oeste (4,29/100 mil), é a décima primeira mais
frequente. Para as mulheres, € a sexta mais frequente nas Regides Sul (7,76/100 mil) e
Norte (3,55/100 mil) do Brasil. Na Regido Nordeste (4,06/100 mil), ocupa a décima
posicdo. Na regido Centro-Oeste (3,85/100 mil), é a décima primeira e, na Regido
Sudeste (4,15/100 mil), é a décima segunda posi¢do mais frequente. Em relacdo a
mortalidade, dados de 2017 mostram que ocorreram no Brasil 4.795 Obitos por
leucemia, com uma taxa bruta de mortalidade de 4,75/100 mil em homens e 4.401

Obitos com uma taxa bruta de mortalidade de 4,25/100 mil em mulheres (INCA, 2020).

No Brasil, 0 nimero de casos novos de leucemia foi de 5.920 casos em homens
e de 4.890 em mulheres para cada ano do triénio 2020-2022. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 5,67 casos novos a cada 100.000 homens e 4,56

para cada 100.000 mulheres (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativas para 0s anos de 2020-2022 das taxas brutas e ajustadas® de incidéncia
por 100 mil habitantes e do nimero de casos novos de leucemia (neoplasia maligna), segundo
sexo e localizagdo primaria * [Adaptado do INCA, 2020].

Neoplasia Estimativa dos Casos Novos
Maligna Homens Mulheres
Estados Capitais Estados Capitais
Casos | Taxa Taxa | Casos | Taxa Taxa | Casos | Taxa Taxa | Casos | Taxa Taxa
Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada
Leucemias | 5.920 | 5,67 | 5,55 1.210 | 543 | 5,93 4890 | 4,56 | 3,95 1.180 | 4,69 | 4,64

“Populagido padrdo mundial (1960)./*Numeros arredondados para multiplos de 10. 29




1.1.3 Apresentacao inicial das leucemias

A apresentacdo clinica inicial das leucemias abrange um amplo espectro de
sinais e sintomas, muitos deles comuns em pacientes com outras enfermidades.
Independentemente do tipo de leucemia, a apresentacdo mais frequente envolve
sintomas correlacionados a insuficiéncia da medula dssea ou infiltracdo direta dos
blastos leucémicos em proliferacio (Appelbaum, 2014). A medida que a anemia,
trombocitopenia e/ou leucopenia se desenvolvem, as manifestacdes iniciais se
correlacionam. Pacientes anémicos podem se queixar de fadiga, dispneia, cefaleia ou
dor toracica (Schumacher et al., 2002). Eles podem ter hematomas ou sangramentos
(principalmente do nariz e das gengivas) como resultado da trombocitopenia. Até 60%
das leucemias podem apresentar algum tipo de sangramento (Dixit et al., 2007). Os
pacientes podem apresentar sintomas de disfuncdo de suas células imunoldgicas,
mesmo no cendrio de uma contagem de glébulos brancos normal ou elevada. Isso pode
ser evidente através de feridas na pele com cicatrizacdo deficiente ou infeccOes
recorrentes e, raramente, sepse neutropénica (Appelbaum, 2014). Manifestacdes
gastrointestinais tendem a ser comuns, especialmente nas recidivas. Nodulos e Ulceras
podem ser encontradas ndo apenas na boca e areas anorretais, mas também em qualquer

lugar do trato gastrointestinal (Ebert & Hagspiel, 2012).
1.1.4 Tratamento convencional das neoplasias hematoldgicas

Para o tratamento das neoplasias hematoldgicas, como as leucemias, ha
protocolos terapéuticos especificos, bem como protocolos terapéuticos de suporte,

igualmente importantes, ndo s para o controle da doenga, mas também para 0 sucesso
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do tratamento especifico. Ambos os protocolos devem ser incluidos na terapia dos

pacientes (S. H. Faderl & Kantarjian, 2008).

O tratamento especifico das neoplasias hematologicas inclui a administracdo de
diversos farmacos quimioterapicos, em sequéncias especificas de duracdo e dose. O
objetivo do tratamento especifico é erradicar a doenca, restaurar a hematopoiese e
impedir o desenvolvimento de células neopléasicas resistentes que poderdo levar a
recaida. Assim, o tratamento especifico divide-se nas fases de inducéo, consolidacéo e
manutencdo a longo prazo. A profilaxia da invasao do sistema nervoso central (SNC)
por células neoplésicas € outra fase relevante do tratamento e o transplante alogénico
de células estaminais hematopoiéticas também podera ser considerado em casos de
elevado risco (S. H. Faderl & Kantarjian, 2008; Paul et al., 2016; Terwilliger & Abdul-

Hay, 2017) (Figura 3).

Fase do tratamento } ( Caracteristicas } ( Objetivos

KCluimim:erapia multimodal (pode \

incluir vincristina, antraciclinas,
{ INDUCAO J corticosteroides, PEG-L-asparaginase, [ Atingir remissdo
(4-6 semanas) . )
ciclofosfamida, outros agentes)
- Profilaxia do SNC*
\(terapia intratecal) /
/— Administracdo em ciclos \
CONSOI.IDACAO/ - As combinagdes de medicamentos - Eliminar todas as célu[as Ieucén?icas
INTENSIFICA(,‘AO utilizadas podem ser semelhantes a gue pftrmaneceram apds a terapia de
(6-8 meses) terapia de indugdo indugdo o -
- Terapia intratecal continuada - Tratamento pré-sintomatico do SNC*
- Considere o TMO para alguns
Kpacientes de alto risco /'
ﬂ Combinagdo de medicamentos -\
MANUTENCAO administradas em 1 ou 2 tratamentos
(2 anos — adultos) intensivos [ Prevenir o retorno da doenga
(2 a 3 anos - criangas) - Pode incluir mercaptopurina diaria,
metrotexato semanal, vincristina
periddica, corticosteroides e terapia
\i_ntratecal /‘

Figura 3. Tratamento convencional da LLA-B. A primeira fase do tratamento especifico
consiste na inducdo da remissdo da doenca e tem uma duracdo de 4 a 6 semanas. Esta fase
combina intensiva quimioterapia para atingir a remisséo. Os protocolos terapéuticos utilizados
na fase de inducéo incluem uma associacao de diversos farmacos. A maioria dos pacientes com
LLA-B consegue atingir remissdo da doenca nesta fase; porém, faz-se necessario que 0s
pacientes passem pelas demais fases terapéuticas para que seja considerado uma cura. A fase
de consolidacdo/intensificagdo tem duragdo de 6 a 8 meses de quimioterapia intensiva, com
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doses administradas proximas ao limite de tolerdncia do paciente. Tem como objetivo eliminar
todas as células leucémicas que permaneceram apés a terapia de inducédo e o tratamento pré-
sintomatico do SNC. A fase de manutenc¢do dura 2 anos para adultos e entre 2 a 3 anos para
criancas e 0 objetivo é evitar a recaida da doenca, prolongando a remissao [Imagem de autoria
prépria, 2023].

Pacientes com neoplasias hematoldgicas apresentam uma insuficiéncia medular,
causado pela infiltragdo da medula 6ssea com células neoplésicas e pela terapéutica
especifica. Portanto, faz-se necessario uma terapia de suporte, incluindo prevencao da
sindrome de lise tumoral e administracdo de hemoderivados (eritrocitos e plaquetas
para o tratamento da anemia e trombocitopenia, respectivamente; e fatores de
crescimento hematopoiéticos, como eritropoietina, G-CSF e GM-CSF) (S. H. Faderl &
Kantarjian, 2008; Stanworth et al., 2013). A profilaxia emética (indica-se o uso de
antagonistas dos receptores da serotonina, da neusoquinina-1 e da dopamina,
benzodiazepinas, canabindides e corticosteroides), bem como cuidados a nivel
psicoldgico, nutricional e da dor também fazem parte deste tratamento (Lohr, 2008;

Feyer & Jordan, 2011).

Ainda, o controle das infec¢Bes fungicas e bacterianas € muito importante no
tratamento das neoplasias hematoldgicas, dado que constituem uma causa principal de
morbidade e mortalidade. Como ha um défice imunitario inerente nas neoplasias
hematoldgicas, observando-se hipogamaglobulinemia e neutropenia, o que potencializa
mais o aparecimento de infeccdes (Gokbuget & Hoelzer, 2009; Baden et al., 2016).
Nos protocolos para controle das infecgdes bacterianas, geralmente ndo esta incluido o
uso de antibidticos profilaticos, dado o risco de desenvolvimento de resisténcia. Assim,
os antibioticos tém a sua utilizacdo reservada para a profilaxia apenas em casos de
elevado risco. Quanto as infec¢des fungicas, também podera ser feita profilaxia com a

administracdo de determinados antifingicos em casos de elevado risco. Ainda, faz-se
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importante salientar que a administracdo concomitante de antibidticos, antifingicos e
quimioterapicos pode desencadear toxicidade, especialmente renal e hepética, podendo

haver necessidade de adiar o tratamento especifico por este motivo (Baden et al., 2016).

1.2 Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

A Leucemia linfocitica (ou linfoide/linfoblastica) aguda (LLA) é uma doenca
hematoldgica maligna derivada das células linfoides indiferenciadas (linfoblastos) que
estdo presentes em grande nimero na medula 6ssea, no timo e nos ganglios linfaticos.
Nesta neoplasia agressiva, ha o acumulo de linfoblastos em diferentes etapas da
maturacao, pois eles mantém a capacidade de multiplicacdo, mas ndo de diferenciagédo
até formas maduras e imunocompetentes (Farias & Castro, 2004). Acredita-se que a
LLA se origina de vérias lesdes genéticas importantes nas células progenitoras do
sangue que estdo comprometidas em se diferenciar em células T ou B, incluindo
mutacdes que conferem a capacidade de autorrenovacao ilimitada e aquelas que levam
a interrupgdo precisa do desenvolvimento em estagio especifico (C.-H. Pui et al., 2004;
Armstrong & Look, 2005). Em alguns casos, a primeira muta¢do pode surgir em uma
célula-tronco hematopoiética que possui capacidade de desenvolvimento multi-
linhagem (J. C. Y. Wang & Dick, 2005). As células implicadas na LLA tém rearranjos
em seus genes de receptores, de imunoglobulinas ou células T e expressam moléculas
de receptores, de antigenos e outras glicoproteinas de superficie celular, ligadas a
diferenciacdo que recapitulam aquelas de células progenitoras linfoides imaturas nos
estagios iniciais de desenvolvimento de linfécitos T e B normais (C.-H. Pui et al., 2004;

Armstrong & Look, 2005).

1.2.1 Classificacdo da LLA

1.2.1.1 Classificagdo FAB

33



Até a década de 70 as leucemias agudas eram divididas em leucemias linfoides,
ndo linfoides e monociticas. Em 1976, foi lancada a classificacdo FAB baseada na
morfologia dos blastos e nas reacdes enzimatico-citoquimicas. A LLA foi classificada
em L1 (células pequenas e homogéneas com 1-2 nucléolos discretos), L2 (células
grandes com tamanho varidvel com 1-2 nucléolos) e L3 (células grandes, homogéneas,
cromatina finamente pontilhada com citoplasma basofilico vacuolizado) (Figura 4). De
acordo com essa classificagdo, a LLA também é definida pela presenca de mais de 30%

de linfoblastos na medula 6ssea ou no sangue periférico (Bennett et al., 1976).

A B , &

Figura 4. Classificacdo FAB. Coloracdo de May-Grunwald-Giemsa. Ampliacdo de 100x. (A)
Linfoblastos L1. Amostra de sangue periférico, observando-se pequenos linfoblastos, com
citoplasma escasso, nucleo regular e com nucléolo pequeno, nem sempre visivel. (B)
Linfoblastos L2. Aspirado de medula 6ssea, com linfoblastos heterogéneos, de tamanho
superior aos anteriores (L1), com citoplasma abundante, ntcleo irregular e nucléolo visivel. (C)
Linfoblastos L3. Amostra de sangue periférico, na qual sdo visiveis linfoblastos de tamanho
médio, nacleo regular, nucléolo proeminente, citoplasma basoéfilo e com vacuolos [Imagem
reproduzida e adaptada de Bain, 2017].

1.2.1.2 Classificagdo OMS

Na década de 90 surgiu uma classificacao subsidiada pela OMS e atualizada em
2001 e 2008, que estratificou as doencas em diferentes categorias e as definiu de acordo

com a combinacdo da morfologia, imunofenotipo, aspectos genético-moleculares e
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sindromes clinicas. Dessa forma, este sistema torna-se Util ndo s6 para a classificagéo,

mas também para o diagndstico e escolha do protocolo terapéutico a seguir (Swerdlow

et al., 2008).
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Figura 5. Desenvolvimento de células sanguineas. Diferentes linhagens de células sanguineas
e imunes, incluindo linfécitos T e B, diferenciam-se de uma célula-tronco sanguinea comum.
A LLA se origina nos linfoblastos T ou B na medula éssea [Imagem reproduzida de PDQ
Pediatric Treatment Editorial Board, 2002].

A OMS faz a classificacdo imunoldgica da LLA de acordo com a expressao de
antigenos especificos, podendo, inicialmente, essa leucemia ser classificada em
linhagem T ou B, de acordo com as caracteristicas imunofenotipicas dos linfoblastos,
com denominagdo de leucemia linfoblastica do tipo T (LLA-T) ou B (LLA-B)
(Cavalcanti Junior et al., 1997) (Figura 5). Uma contagem de blastos acima de 20% ¢
necessaria para o diagnéstico de leucemia aguda de acordo com esta classificacdo
(World Health Organization, 2009). Ainda, a classificagdo da OMS subclassifica a
LLA-B em LLA-B com anormalidades geneticas recorrentes e LLA-B sem outras

especificacOes (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017) (Tabela 2).
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Tabela 2. Classificagdo OMS das LLAs [Adaptado de Terwilliger & Abdul-Hay, 2017].

Leucemia linfoblastica B
Leucemia linfoblastica B, sem outras especificagdes
Leucemia linfoblastica B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia linfoblastica B com t(9;22)(g34.1;q11.2);BCR-ABL1
Leucemia linfoblastica B com t(v;11923.3); rearranjo KMT2A
Leucemia linfoblastica B com t(12;21)(p13.2;922.1);ETV6-RUNX1
Leucemia linfoblastica B com hiperdiploidia
Leucemia linfoblastica B com hipodiploidia
Leucemia linfoblastica B com t(5;14)(q31.1;932.3);IL3-IGH
Leucemia linfoblastica B com t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1
Leucemia linfoblastica T

1.2.2 Epidemiologia da LLA

Embora a LLA possa ocorrer em qualquer idade, sua incidéncia € maior entre
criancas de 2 a 5 anos numa porcentagem de cerca de 80% (Farias & Castro, 2004),
voltando a crescer ap6s 0s 50 anos de idade (Appelbaum, 2014). A LLA é a malignidade
mais comum entre criangcas menores de 14 anos, compreendendo a 26% dos novos
diagnosticos de cancer nessa faixa etéria (Siegel et al., 2021). Os avangos nos regimes
de tratamento levaram a melhorias na sobrevida das criangas com LLA, com taxas
atuais de sobrevida global em 5 anos superiores a 90% (Balliot et al., 2019). O
Children’s Oncology Group (COG) examinou os resultados da LLA infantil e observou
que as taxas de sobrevida aumentaram de 83% para mais de 90% entre os anos 1990 a
2000 nos Estados Unidos (Salzer et al., 2010). Isso se aplica a todas as faixas etarias
de criangas, com excecdo de bebés com menos de um ano de idade (Sison & Brown,
2013). Apesar dos avangos, as taxas de recaida na LLA infantil ainda s&o de

aproximadamente 20% (Hunger & Mullighan, 2015).
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Entre adolescentes e adultos jovens, a incidéncia das leucemias agudas € de 20%
(Farias & Castro, 2004), atingindo seus niveis mais baixos entre 25 e 45 anos (Malard
& Mohty, 2020). A incidéncia da LLA volta a crescer ap6s 0s 50 anos de idade (Falcdo
& Rego, 2002). Embora a maioria atinja a remissdo completa devido a alta taxa de
resposta a quimioterapia de inducgdo, apenas 30-40% dos pacientes adultos com LLA
alcancardo a remissao a longo prazo (Appelbaum, 2014; Jabbour et al., 2015). Apenas
25% dos pacientes com LLA acima de 50 anos vivem por 5 anos ap6s o diagndstico,
destacando a importante disparidade entre as faixas etarias e a necessidade de melhorias

no tratamento da LLA em pacientes adultos (Malard & Mohty, 2020).

A incidéncia geral da LLA € de 1 a 1,5 por 100.000 pessoas. Nos Estados
Unidos, a incidéncia da LLA foi estimada em 1,57 por 100.000 pessoas em 2014; em
2016 foram diagnosticados cerca de 6.590 novos casos, com mais de 1.400 mortes
(Terwilliger & Abdul-Hay, 2017); e em 2018 foram diagnosticados aproximadamente
5.960 novos casos e 1.470 mortes (Malard & Mohty, 2020). Em 2022, foram registrados
6.660 novos casos diagnosticados (3.740 em homens e 2.920 em mulheres) e 1.560
mortes (880 em homens e 680 em mulheres) (Siegel et al., 2022). A proporcao entre
homens e mulheres é de cerca de 1,2:1 (Malard & Mohty, 2020) e o risco € ligeiramente
maior em brancos do que em afro-americanos (Siegel et al., 2022). A LLA é mais
comum em populacdes hispanicas/latinas; assim, € na América do Sul que se verifica o
maior numero de casos desta neoplasia, destacando paises como Equador, Costa Rica e

Colémbia (Appelbaum, 2014; Lim et al., 2014).

A LLA do tipo B é a mais comum, ocorrendo em 85% dos casos diagnosticados,
e apresenta uma igual incidéncia por sexo. Em contraste, 0s 15% dos casos restantes
que sdo classificados como LLA do tipo T apresentam uma predominancia masculina,

com uma incidéncia que é cerca de duas vezes superior nos homens. De acordo com
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um estudo retrospectivo realizado nos Estados Unidos, jovens diagnosticados com
LLA-B tém maior possibilidade de sobrevivéncia do que aqueles que tém diagnostico

de LLA-T, enquanto que nos adultos ocorre o oposto (Dores et al., 2012).

1.2.3 Etiologia da LLA

A etiologia da LLA permanece desconhecida, porém alguns fatores de risco tém
sido associados a esta patologia. A exposicao a doses moderadas de radiacdo ionizante
é um dos fatores ambientais relacionados ao elevado nimero de leucemias em algumas
regibes geograficas, principalmente quando a exposicdo ocorre durante a vida
intrauterina ou durante a primeira infancia. Os produtos quimicos diversos (benzeno,
tolueno e pesticidas, particularmente os inseticidas para animais), drogas (melfalano,
clorambucil, ciclofosfamida, antraciclinas, actinomicina, epipodofilotoxinas,
fenilbutazona e sulfimpirazona) e imunodeficiéncias também sdo fatores

leucemogénicos (Schumacher et al., 2002).

Além dos fatores ambientais, algumas anormalidades cromossdémicas
congénitas (fatores genéticos) estdo associadas a uma maior susceptibilidade a LLA,
como Sindrome de Down, Sindrome de Klinefelter, Sindrome de Bloom, Anemia de
Fanconi, Xoroderma pigmentoso e sua variante XP, Sindrome de Cockayne, Ataxia-
telangiectasia, Neurofibromatose e Sindrome de Li-Fraumeni (German, 1995;
Schumacher et al., 2002). Essas sindromes sdo caracterizadas pela ocorréncia de
defeitos nos mecanismos de reparacdo do DNA; porém explicam menos de 5% dos
casos diagnosticados. Dentre elas, destaca-se a sindrome de Down, na qual os
portadores apresentam um risco de desenvolver LLA cerca de 20 a 30 vezes superior a

populagdo em geral (Belson et al., 2007; Paul et al., 2016).
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Polimorfismos geneéticos também estdo envolvidos na susceptibilidade as
leucemias (C.-H. Pui et al., 2008). Os polimorfismos de nucleotideo Unico (PNU)
incluem-se nas mutagdes genéticas hereditarias. Alguns PNU foram encontrados nos
genes: ARID5B, gene associado ao padrdo da expressdo génica em linfoblastos
neoplésicos; IKZF1, gene que codifica proteinas com funcdo relevante no
desenvolvimento da linhagem linfoide, bem como na supresséo de tumores; DDC, gene
que regula o desenvolvimento e maturacao da série branca; e CEBPE, gene envolvido
no desenvolvimento e diferenciacdo de vérias linhagens celulares. Assim, as alteracoes
destes genes, bem como a desregulacdo da sua expressdo, poderd culminar no
desenvolvimento de células anormais e, eventualmente, na ocorréncia de neoplasias
(Trevifio et al., 2009; Y. Wang et al., 2013; Moriyama et al., 2015; Al-Absi et al., 2017;

Studd et al., 2019).

Baseado no curto tempo de laténcia, na presenca de translocacGes associadas a
LLA no sangue de recém-nascidos com leucemia, nos estudos em gémeos com
leucemia, foi postulado gque o evento inicial na patogénese da LLA ocorreria durante a
vida intrauterina (Ford et al., 1993; Mori et al., 2002). Em alguns subtipos de LLA é
necessario um novo evento mutagénico para que a doenca se desenvolva. Este segundo
evento na patogénese da LLA de células precursoras B possivelmente esta relacionado
a resposta imunoldgica a um ou varios patégenos (Greaves, 2005). Evidencias em
estudos populacionais demonstram que o influxo de novas pessoas em comunidades
isoladas causa um aumento no namero de casos de LLA (Kinlen & Stiller, 1993). De
maneira similar, uma resposta imunologica anormal a infec¢fes virais ou bacterianas
também seria uma possivel causa de LLA (Greaves, 2006). Houve o surgimento da
hipotese adrenal, que sugere que criangas em paises em desenvolvimento estariam

sujeitas a infeccOes de repeticdo que causariam a liberagdo de cortisol endégeno em
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doses equivalentes aquelas utilizadas para tratamento da LLA. Estes picos de cortisol

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

1.2.3.1 Anormalidades genéticas recorrentes na populacéo pediatrica

Aproximadamente 75% dos casos de LLA infantil apresentam anormalidades
genéticas recorrentes, incluindo aneuploidias ou arranjos cromossdmicos estruturais.
Translocacdes 1(9;22)(q34;911) [BCR-ABL1], t(12;21) (p13;922) [ETV6-RUNX1
(TEL-AML1)], hiperdiploidia e translocacdo t(4;11)(q21;923) [MLL-AFF1 (AF4)] em
lactentes sdo encontradas com maior frequéncia na LLA-B infantil. Outras
anormalidades citogenéticas recorrentes incluem hipodiploidia e translocacédo
t(1;19)(q23;p13) [TCF3-PBX1 (E2A-PBX1)] (Mullighan, 2012). Foram descobertas
também alteracBes submicroscopicas adicionais de DNA, que afetam genes envolvidos
na hematopoiese normal, supressao tumoral, apoptose e regulacéo do ciclo celular,

incluindo IKZF1, CRLF2, PAX5 e FLT3 (Woo et al., 2014).

1.2.3.2 Mutac6es mais comuns associadas ao desenvolvimento da LLA-B

A elevada hiperdiploidia constitui um padrdo de anormalidade citogenética
bastante comum nesta leucemia, com mais de 51 e até 67 cromossomos que ocorre em
25-30% dos casos de LLA-B infantil, com maior frequéncia na faixa etaria de 1 a 4
anos (Moorman, 2012). O aumento do cari6tipo que ndo ocorre de forma aleatoria pode
envolver os cromossomos +X, +4, +6, +10, +14, +17, +18 ou +21 (Paulsson &
Johansson, 2009; Paulsson et al., 2010). Este diagndstico confere um bom prognostico
na LLA-B infantil (Paulsson & Johansson, 2009). Recentemente, alelos raros de
PRDM9 (que codifica uma histona H3 metiltransferase especifica da meiose que
controla a ativacdo de hotspots de recombinagdo) foram relatados como associados ao

desenvolvimento de elevada hiperdiploidia e LLA-B infantil (Woodward et al., 2014).
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Além disso, foi postulado que a atividade de PRDM9 durante 0s estagios iniciais da
meiose na linhagem germinativa parental poderia levar a instabilidade genémica e ao

desenvolvimento de LLA-B infantil (Hussin et al., 2013).

A translocagdo t(9;22)(q34;q11) ou ‘cromossomo Philadelphia’ (Ph+ LLA-B),
codifica o gene de fusdo BCR-ABL1. Essa translocacao esta presente em 3-5% dos casos
de LLA-B infantil (Ribeiro et al., 1987) e estd associada a idade avancada, maior
contagem de leucdcitos e envolvimento mais frequente do SNC no momento do
diagndstico (Crist et al., 1990). A translocagdo funde a sequéncia 5’ da regido de ponto
de quebra/interrup¢do (BCR) no cromossomo 22 com a sequéncia 3° do gene ABL1 no
cromossomo 9. A oncoproteina resultante € uma tirosina quinase ndo receptora
constitutivamente ativa, responsavel pela leucemogénese. O uso de inibidores de
tirosina quinase, como o imatinibe, combinado com quimioterapia intensiva melhora
significativamente a sobrevida de criancas e adolescente com Ph+ LLA-B sem aumento

apreciavel na toxicidade (Schultz et al., 2009).

O rearranjo cromossdmico mais comum na LLA-B € t(12;21) (p13;922), que
codifica para ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) (Mullighan, 2012). Ocorre em 25% das
criangas com LLA-B e confere excelente prognostico (Forestier et al., 2008; Moorman
et al., 2010). Os fatores de transcricdo ETV6 e RUNX1 sdo necessarios para a
hematopoiese normal (Okuda et al., 1996; L. C. Wang et al., 1997). Acredita-se que a
proteina de fusdo ETV6-RUNX1 interrompa a expressdo normal dos genes regulados

por RUNX1, convertendo RUNX1 em um repressor transcricional (Hiebert et al., 1996).

1.2.4 Apresentacao inicial da LLA

A LLA pode se apresentar com linfadenopatia assintomatica, hepatomegalia e

esplenomegalia. No entanto, isso € menos comum na LLA do que em neoplasias
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hematologicas mais indolentes e distdrbios mieloproliferativos (Kamimura et al.,
2011). Sintomas prodromicos como febre, sudorese noturna e perda de peso podem
ocorrer; dores 6sseas e articulares sdo menos comuns. A sindrome de lise tumoral
espontanea, que € uma apresentacdo rara na leucemia, € mais provavel de ocorrer na
LLA-B do subtipo maduro. A infiltracdo do SNC ou meninges por linfoblastos é uma
apresentacdo clinica mais frequente de recidiva de LLA, mas pode ser observada
inicialmente na LLA-B do subtipo maduro. Hipercalcemia e lesbes dsseas liticas,
complica¢Bes mais comuns em tumores solidos, sdo altamente suspeitas de LLA-T em
adultos (Rose-Inman & Kuehl, 2017).

1.2.4.1 Apresentacdo inicial da LLA na populacdo pediatrica

Em criancas, as manifestacdes muscoloesqueléticas sdo uma caracteristica Unica
das leucemias agudas, com mais de um terco apresentando dor nos 0ssos ou na coluna,
gue em criangas ndo verbais pode ndo ser mais especifica do que claudicacéo.
Aproximadamente metade tem pelo menos uma anormalidade radiogréafica, incluindo
desmineralizacdo difusa, erosdo do 0sso cortical, lesdo litica ou fraturas patologicas

(Stumpel et al., 2011).

A linfadenopatia da axila, virilha e pescogo € mais comum em criancas do que
em adultos com leucemia, e embora resulte mais frequentemente de um processo
reativo, qualquer linfadenopatia persistente deve levantar suspeita de malignidade
(Stumpel et al., 2011). Com menos frequéncia, os médicos podem notar nodulos
descoloridos azulados, que sdo suspeitos, mas ndo especificos de leucemia. Um nivel
mais alto de suspeita de malignidade deve ser considerado para sobreviventes de cancer
infantil anterior; criangas com sindromes neurocutaneas, como neurofibromatose; ou

certos disturbios cromossémicos como a trissomia 21 (Rose-Inman & Kuehl, 2017).
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1.2.5 Diagnostico da LLA

1.2.5.1 Morfologia e citoquimica

A avaliagdo morfoldgica da medula 6ssea representa o primeiro passo na via
diagndstica da LLA, uma vez que a LLA sempre se apresenta com envolvimento da
medula 6ssea (Lai et al., 2000). A citometria de fluxo representa a metodologia padréo-
ouro para o diagnostico, tanto para a identificagdo da linhagem celular quanto para a
definicdo do subconjunto. A morfologia das células leucémicas no sangue periférico

pode ser significativamente diferente das da medula 6ssea (Chiaretti et al., 2014).

Do ponto de vista morfologico, ndo hé critérios para distinguir LLA-B e LLA-
T. Também pode ser dificil distinguir os linfoblastos da LLA-B dos precursores
linfoides normais da linhagem B, conhecidos como hematogénias, que sdo observados
no sangue periférico em varias condicGes, incluindo mielofibrose primaria e, em
criancas, na fase de recuperacdo apds a quimioterapia. As hematogdnias normalmente
tém uma proporcdo nucleocitoplasmatica ainda maior do que os linfoblastos, com
cromatina mais homogénea e auséncia completa de nucléolos visiveis. As
hematogdnias também podem expressar CD10 e serem caracterizadas pela aquisicéo e
perda regular e ordenada de antigenos da linhagem B; elas também podem ser
diferenciadas dos linfécitos maduros por sua fraca expressdo de CD45 e, as vezes, pela

expressao de CD34 (Sevilla et al., 2010).

A morfologia da medula 6ssea da LLA é, no entanto, bastante variavel,
conforme indicado anteriormente na classificacdo FAB. Citoquimicamente, os blastos

tém reacdes de peroxidase negativas e positividade variavel para o acido periodico de
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Schiff (PAS); Sudan black B as vezes é fracamente positivo (Stein et al., 1983). Por
definicéo, os blastos LLA s&o negativos para mieloperoxidase (MPQ) e outras reagdes
citoquimicas mieloides. Linfoblastos podem reagir com esterases nao especificas com
forte positividade na zona Golgi com inibi¢do variavel com fluoreto de sédio. Os
linfoblastos L3 da classificacdo FAB apresentam intensa positividade citoplasmaética
para verde de metilo pironina, enquanto os vactolos coram fortemente com Oil red O,
demonstrando assim seu contetdo lipidico (Chiaretti et al., 2014). O papel da
citoquimica na diferenciacdo da LLA é limitado, sendo estes testes substituidos pelos

resultados da imunofenotipagem que sdo muito mais objetivos.

1.2.5.2 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem, por meio da citometria de fluxo multicanal, tornou-se o
procedimento padrdo para diagndstico da LLA e subclassificacdo; e também foi
desenvolvido como uma ferramenta Util para a deteccdo e monitoramento da doenca
residual minima (DRM). O consenso do European Group for the Immunological
characterization of Leukaemias determinou que um limite de 20% deve ser usado para
definir uma reacdo positiva de células blasticas a um determinado anticorpo
monoclonal, exceto para MPO, CD3, CD79a e TdT, que sdo considerados positivos no
nivel de expressdo de 10% (Bene et al., 1995; Béné et al., 2011). Mais recentemente,
novas estratégias de citometria foram desenvolvidas pelo consércio EuroFlow para
garantir a reprodutibilidade dos testes diagnosticos (Kalina et al., 2012; van Dongen et

al., 2012).

Por imunofenotipo, os linfoblastos B demonstram positividade universal para
marcadores de células B, incluindo CD19, CD79a citoplasmatico (c) e CD22 (c); assim

como positividade para os marcadores CD22, CD24, PAX5 e terminal
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desoxinucleotidil transferase (TdT); e com expressao variavel de CD10, CD20 e CD34.
LLA-B pode ser dividida de acordo com os estagios de diferenciacdo normal dos
progenitores B na medula 6ssea, classificando-se em: pr6-B, comum, pré-B e B-
maduro. As células do tipo prd-B expressam: HLA-DR, TdT, CD34, CD19 e CD22(c).
A LLA do tipo comum (Calla) expressa CD10, CD22(c), CD19 e/ou CD20. A leucemia
pré-B expressa cadeia | citoplasmatica, em adicdo a CD19, CD20 e CD10. Por fim, a
LLA do tipo B maduro apresenta um fendtipo incomum, caracterizando-se pela

expressao de cadeias leves de imunoglobulina na superficie de membrana (Bain, 2017).

A LLA-T divide-se em trés subgrupos, de acordo com o0s antigenos de
diferenciacéo correspondentes aos niveis de diferenciacdo intratimica normal: LLA pré-
T, T-intermediario e maduro. Na LLA pre-T, as células expressam CD3 no citoplasma,
mas ndo na superficie celular, expressando caracteristicamente CD7, CD2, CD5 e TdT.
No tipo T-intermediario, as células passam a expressar fortemente CD3c, CD2, CDla
e podem co-expressar CD4 e CD8. A LLA do terceiro grupo corresponde aos timocitos
medulares, expressando CD2, CD5, CD7, CD3, sendo duplamente positivas para CD4

e CD8 (Cavalcanti Junior et al., 1997).

1.2.5.3 Avaliacéo citogenética/molecular

A caracterizacdo das mutaces cromossdmicas e genéticas recorrentes na LLA,
ja abordadas nesta tese, assume um papel relevante no diagnostico, na classificacdo, na
previséo do prognostico e na escolha do tratamento (Chiaretti et al., 2014). As principais
técnicas empregadas nesta anélise sdo a analise citogenética convencional, hibridizacao
fluorescente in situ (FISH; fluorescence in situ hybridization), reacdo em cadeia da

polimerase (PCR; polymerase chain reaction) e reacdo da transcriptase reversa seguida

45



de PCR (RT-PCR; reverse transcription polymerase chain reaction) (Larson &

Anastasi, 2008; Chiaretti et al., 2014).

A analise citogenética convencional permite a identificacdo de mutagdes
cromossoémicas, translocaces e aneuploidias mediante observacdo microscopica dos
cromossomos de células que se encontram em metafase. Porém, dado que nem todas as
células neoplésicas entram nesta fase mitotica, a dependéncia da divisdo celular
constitui uma limitacdo do método. Alternativamente, o método FISH € mais rapido e
sensivel que a analise citogenética convencional, pois dispde de sondas marcadas que
hibridizam com cromossomos metafasicos ou nucleos em interfase, sendo em seguida
detectadas com fluorocromos. Quanto a avaliacdo molecular, os métodos PCR e RT-
PCR também permitem detectar com alta sensibilidade e rapidez rearranjos genéticos
especificos. Juntamente com a FISH, eles sdo especialmente relevantes nos casos em
gue nao € possivel encontrar células metafasicas analisaveis (Larson & Anastasi, 2008;

Mrozek et al., 2009; Chiaretti et al., 2014).

1.2.6 Tratamento especifico da LLA

1.2.6.1 Fase de inducéo

A primeira fase do tratamento especifico consiste na inducdo da remissdo da
doenca e tem uma duracdo de 4 a 6 semanas (Hunger & Mullighan, 2015). Esta fase
combina intensiva quimioterapia para atingir a remissdo, de forma a eliminar o maior
namero possivel de blastos na medula 6ssea e, assim, permitir o reestabelecimento da

hematopoiese normal (Paul et al., 2016; Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).

Os protocolos terapéuticos utilizados na fase de inducdo incluem uma

associacdo de diversos farmacos: glicocorticoides, como dexametasona ou prednisona,
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asparaginase e vinscristina. De forma geral estes farmacos sdo os mais utilizados na
rotina clinica e permitem aos pacientes alcangarem remissdo em mais de 95% das
criancas e em cerca de 80-90% dos adultos. Ainda, pode-se incluir nos protocolos
terapéuticos o uso de uma antraciclina, como a daunorrubicina, doxorrubicina ou

ciclofosfadina (Bassan & Hoelzer, 2011; Hunger & Mullighan, 2015).

Os glicocorticoides, primeiros farmacos a serem utilizados no tratamento da
LLA, tém a capacidade de inibir a producdo de citocinas, alterar a expressao génica,
induzir a parada do ciclo celular e causar apoptose (Inaba & Pui, 2010; Bassan &
Hoelzer, 2011). A asparaginase é uma enzima que catalisa a hidrélise do aminoacido
asparagina (aminoacido essencial para as células neoplasicas) em acido aspartico,
diminuindo a concentracao de asparagina no soro. Assim, a deplecao de asparagina leva
a reducdo da sintese de DNA, RNA e proteinas nos blastos, o que culmina na morte
celular. A adicdo da asparaginase nos protocolos terapéuticos pediatricos permite a
obtencdo de melhores resultados, sendo considerado um farmaco padrdo nestes casos,

ao contrério dos casos em adultos (Rizzari et al., 2013; Kawedia & Rytting, 2014).

A vincristina exerce seu efeito antineoplasico inibindo a formacdo dos
microtubulos no fuso mitético, culminando em morte celular (Harnicar et al., 2009). E
as antraciclinas exercem seu efeito anti-cancer ndo seletivo ao propiciar a formacéo
excessiva de radicais livres, peroxidacdo lipidica dentro das membranas celulares,

danos ao DNA e, finalmente, morte celular (Shandilya et al., 2020).

A maioria dos pacientes com LLA consegue atingir a remissao da doenca nesta
fase; porém, faz-se necessario que os pacientes passem pelas demais fases terapéuticas

descritas a seguir para que seja considerado uma cura (Hunger & Mullighan, 2015).

1.2.6.2 Fase de consolidacao/intensificacio
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A fase de consolidagédo/intensificacdo tem duracdo de 6 a 8 meses de
quimioterapia intensiva, com doses administradas proximas ao limite de tolerancia do
paciente. Tem como objetivo eliminar quaisquer células neoplésicas que possam ter
resistido ao tratamento de inducdo e impedir a disseminagédo da leucemia para o SNC.
Portanto, é nesta fase que se administra a terapéutica profilatica da invasdo do SNC
(Hunger & Mullighan, 2015; Paul et al., 2016). Os protocolos terapéuticos utilizados
nesta fase incluem a administragdo de metotrexato em elevadas doses, mercaptopurina,
citarabina, ciclosfamida e os farmacos utilizados na fase anterior vincristina e

asparaginase (Inaba et al., 2013; Hunger & Mullighan, 2015).

A presenca de células leucémicas residuais mensuraveis apos a indugdo, bem
como apds a quimioterapia de consolidacdo, € um fator progndstico bem estabelecido
que prevé um maior risco de recaida e menor sobrevida em pacientes leucémicos,
independentemente de sua idade ou imunofendtipo de leucemia (Short et al., 2019;

Contreras Yametti et al., 2021).

1.2.6.3 Fase de manutencao

A fase de manutencdo dura entre 2 a 3 anos e 0 objetivo é evitar a recaida da
doenga, prolongando a remissdo. O esquema terapéutico consiste na administracéo de
mercaptopurina diaria, metotrexato semanal e bolus mensais de corticosteroides e
vincristina. Dada a longa duracdo do tratamento pode ocorrer diminuicdo da adeséo, o
que pode refletir em recaida (Hunger & Mullighan, 2015; Paul et al., 2016; Terwilliger

& Abdul-Hay, 2017).

1.2.7 Monitoramento da LLA
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A DRM tém sido utilizada cada vez mais para monitorar a resposta ao
tratamento da LLA. A DRM ¢ definida como a deteccdo de células neoplasicas no
sangue ou na medula dssea. Um consenso sobre o limiar e ponto (s) de tempo para
avaliar a resposta a indugdo foi refinada por diferentes grupos de pesquisa nas ultimas
décadas. Quanto ao limiar, a maioria das evidéncias cientificas estabelece a presenca
de apenas 0,01% de células neoplésicas para ser considerada positiva para a presenca
da DRM, recorrendo a técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo, PCR e
sequenciamento de nova geracdo para proceder esta avaliacdo (Campana, 2010; Paul et
al., 2016; Contreras Yametti et al., 2021). Como tempo inicial mais apropriado para
avaliar a DRM, o COG, St. Jude Children’s Research Hospital ¢ AEIOP-BFM
definiram que seria o periodo do fim da indugdo (Borowitz et al., 2008; Conter et al.,

2010).

Valores abaixo dos estabelecidos para DRM, no final da fase de inducdo ou
durante a consolidacdo do tratamento, indicam que o protocolo terapéutico pode ser
reduzido. Ao passo que na presenca de DRM persistente, pondera-se a intensificacdo
do tratamento ou considera-se o0 paciente como possivel candidato ao transplante
alogénico de células estaminais hematopoiéticas. Ainda, quando a DRM ¢ avaliada
durante a fase de inducdo da remisséo, o risco de recaida é, geralmente, proporcional

ao nivel de DRM detectado (S. Faderl et al., 2010).

Ha fortes evidéncias que apoiam que a DRM tem importancia prognostica
robusta e independente na LLA infantil e adulta, com significado clinico importante na
estratificacdo de risco dos pacientes. Assim, esta analise torna-se também relevante no
monitoramento e na escolha da abordagem terapéutica a ser utilizada (Campana, 2010;

Paul et al., 2016).
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1.2.8 Estratificacdo de risco na LLA infantil

Na LLA, grupos de risco sdo usados para planejar o tratamento, pacientes com
LLA de alto risco geralmente recebem mais farmacos anticancer e/ou doses maiores de
farmacos anticancer do que pacientes com LLA de risco padrdo (PDQ Pediatric
Treatment Editorial Board, 2002). Existem trés grupos de risco na LLA infantil de
acordo com o protocolo IC-BFM 2009: risco padrao, risco intermediario e risco alto.
Tal sistema de classificacdo € baseado na idade do paciente no momento do diagnostico,
contagem de leucdcitos, resposta precoce ao tratamento, alguns marcadores genéticos
e/ou seus equivalentes moleculares, aneuploidias e avaliagcbes de DRM baseado em
citometria de fluxo. Ou seja, considerando a DRM, o paciente pode ser realocado em
uma nova classificacdo de risco. O nivel de DRM é avaliado nos dias 15, 33 e semana
12 (opcional) da fase de inducdo do protocolo terapéutico (Zawitkowska et al., 2020;

Brum da Silva Nunes et al., 2022).

1.2.9 Sistema imunoldgico na LLA

1.2.9.1 Os mecanismos de evasdo imune na LLA

Estudos tém demonstrado que tumores sélidos e liquidos compartilham
mecanismos de evasao imune (Jiménez-Morales et al., 2021). Foi proposto que a LLA
exibia tolerancia imunoldgica porque as células leucémicas ndo possuem ou apenas um
subconjunto delas expressa moléculas acessorias coestimulatorias relevantes (CD80 e
CD87), mostrando ativacdo deficiente de células T (Kebelmann-Betzing et al., 2001,
Luczynski et al., 2006). Ainda, a carga relativamente baixa de mutagdes na LLA em
comparagdo com outros tumores pode reduzir a producdo de neoantigenos e induzir
uma baixa resposta imunogénica (D’Amico et al., 2004; Y.-Y. Feng et al., 2017,

Zamora et al., 2018). No entanto, a presenga de linfocitos infiltrantes, como células T
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CD8+, em pacientes pediatricos com LLA sugere uma resposta imune antitumoral
potencialmente robusta (Zamora et al., 2019). Foi proposto que na LLA as células T
antigenos-especificas ndo sdo adequadamente ativadas, em vez disso elas sdo deletadas
ou anérgicas (inativas) na apresentacdo inicial do antigeno (D’Amico et al., 2004;
Curran et al., 2017). Quanto a LLA-B, foi observado que as células B ndo funcionam
como células apresentadoras de antigeno que, além da sua rapida disseminac&o, poderia
afetar o inicio e a execucdo da imunidade antileucémica por meio da néo ativagdo de
células T, o que pode promover imunossupressdao e sobrevivéncia das células
neoplésicas (Curran et al., 2017). Além disso, foi sugerido que a apresentacao
defeituosa do antigeno nas moléculas MHC de classe | esta envolvida na evasao imune
na LLA (Jiménez-Morales et al., 2021). Quanto a expressdo e funcionalidade dos
antigenos leucocitarios humanos de classe | e 1l (HLA-1 e HLA-II, respectivamente),
foi descrito na LLA a regulacdo negativa ou perda da expressdo da superficie celular de
HLA-I, bem como alta resisténcia a morte mediada por células NK (Reusing et al.,
2016; L. Liu et al., 2018). Também foi relatado na LLA, a auséncia de expressdo de
HLA-I1 em células T leucémicas e seu regulador transativador de classe Il (Holling et

al., 2004).

Como fatores que desregulam a vigilancia imunolégica na LLA, outros
mecanismos foram propostos tais como: alteracdes na proporcao de citocinas anti-/pré-
inflamatdrias, aberracBes no imunofenotipo das linhagens linfoides, alteracdo da
expressdo dos checkpoints imunoldgicos, alta producdo de fatores supressores por
células T citotoxicas, anormalidades citotdxicas e outras populagbes de células com

funcdes alteradas (Mannelli, 2016; Curran et al., 2017).

1.2.9.2 Medula éssea como microambiente tumoral e a evasdo imune
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A evasdo imunoldgica se deve a mecanismos inerentes ao microambiente
tumoral. Os blastos malignos mantém uma estreita interacdo com as células normais
dentro do nicho da medula 6ssea e remodelam funcionalmente e estruturalmente o
microambiente da medula éssea para favorecer o desenvolvimento da LLA e promover
a disseminacdo de blastos e induzir resisténcia a quimioterapia as custas da
hematopoiese normal (Dander et al., 2021; Hong et al., 2021; Pastorczak et al., 2021).
AlteracBes nas populacBes de células imunes no microambiente tumoral sdo
mecanismos envolvidos na evasdo imune por células leucémicas. Ja foi relatado que o0s
blastos leucémicos tém a capacidade de remodelar o microambiente tumoral durante a
progressao da doenca e promover a diferenciacdo de mondcitos em mondcitos ndo
classicos (Witkowski et al., 2020). No microambiente da medula 6ssea também ja foi
relatado uma diminuicao nas células T citotoxicas e células NK, bem como um aumento
nas populacdes de células imunossupressoras, como Tregs, macr6fagos M2 e células
supressoras derivadas da linhagem miel6ide para apoiar um microambiente
imunossupressor (Dander et al., 2021). A interagdo entre os blastos leucémicos e os
diferentes tipos celulares no microambiente tém sido associada a progressdo da LLA

(Shafat et al., 2017).

Os blastos da LLA também expressam moléculas de superficie compartilhadas
com células-tronco hematopoiéticas e interagem com moléculas da matriz extracelular,
fatores solUveis e citocinas para a promocdo da LLA (Jiménez-Morales et al., 2021).
As proteinas da matriz extracelular derivadas das células estromais mesenquimais,
como a osteopontina e a periostina no nicho, estimulam a disseminacéo e proliferacéo
da LLA. A matriz extracelular da medula dssea também representa uma barreira fisica
que contribui para a evasdo imune no nicho celular (Klamer & Voermans, 2014). Outra

alteracdo importante no microambiente leucémico é o aumento dos niveis de citocinas
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anti-inflamatorias e imunossupressoras, como IL-10 e TGF-f e a alta expressao de PD-
1 e TIGIT que contribuem para a progressédo tumoral e evasdo imune (Dander et al.,
2021; Xu et al., 2021). IL-1, IFN-y, TNF-a ¢ HLA-G no microambiente da medula
6ssea podem induzir tolerancia imunoldgica e entdo recorréncia da LLA (Jiménez-
Morales et al., 2021). Assim, direcionar 0 eixo das quimiocinas pode reduzir

significativamente a carga tumoral na LLA (Hong et al., 2021).

A modulacédo do sistema imune é um fator que influencia a probabilidade de o
paciente alcancar uma remissao bem-sucedida. Dessa forma, outro importante fator no
truncado contexto imune-neoplasico € o sistema purinérgico (Sitkovsky & Lukashev,

2005; Deaglio, Dwyer, et al., 2007; Di Virgilio et al., 2009).

1.3 Sistema purinérgico: panorama geral

O metabolismo extracelular da adenosina trifosfato (ATP) nos seus metabélitos
adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP), adenosina (ADO) e inosina
(INO) é um processo rigorosamente regulado, devido ao importante papel do eixo
ATP/ADO no metabolismo celular, sinalizagdo e homeostase imune. O AMP é gerado
pelo catabolismo de ATP/ADP, que é posteriormente convertido em ADO. Estas
reagdes sdo catalisadas por ectoenzimas da familia das ectonucleotidases. A converséo
de ATP em AMP é predominantemente catalisada pela ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase 1 (NTPDasel, CD39), enquanto a ecto-5’-nucleotidase (CD73)
catalisa a conversdo de AMP a ADO. Assim, CD39 e CD73 atuam conjuntamente na
conversdo de ATP a ADO na chamada via can6nica de producdo de ADO. Existe uma
via alternativa ndo candnica de producdo de ADO, onde a ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase 1 (ENPP1, NPP1, CD203a) converte a adenosina

difosfato ribose (ADPR) ou ATP em AMP, que é posteriormente metabolizado em
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ADO pela CD73. A ADPR é produzida a partir de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+) por NAD-glicohidrolase (CD38). A enzima ecto-adenosina desaminase (ecto-
ADA) complexada com a proteina CD26, converte ADO em INO, controlando a
concentracdo de ADO no espaco extracelular (Horenstein et al., 2013; Chillemi et al.,

2014) (Figura 6).

Perigo Homeostase
Balanco de ATP cD38 —— Balanco de NAD+
s NAM
ADPR

Ambiente

-+ CD203a (PC-1) «—~

CD39 (NTPDase) _ CD39 (NTPDase) +  CD73 (5'-NT) CD26/ADA
\ » ADP + AMP ———+ ADO ———— INO

P2X P2Y P1

——

Citoplasma v

Figura 6. Via candnica (dentro do espaco amarelo) e ndo candnica (dentro do espago azul) de
producdo de adenosina. Linhas pretas=acOes positivas. Linhas vermelhas=ac¢Ges negativas.
NAM: nicotinamida; INO: inosina; P2X: receptor purinérgico 2X; P2Y: receptor purinérgico
2Y; P1: receptor purinérgico 1 [Imagem reproduzida e adaptada de Chillemi et al., 2014].

1.3.1 A familia das ectonucleotidases

Os nucleotideos liberados para 0 meio extracelular sdo hidrolisados até seus

nucleotideos/nucleosideos correspondentes por meio da acdo catalitica das
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ectonucleotidases (Yegutkin, 2008), as quais apresentam papel chave na regulagéo da
sinalizacdo purinérgica, controlando a concentragdo e o tempo em que estas moléculas
sinalizadoras permanecem no meio extracelular (Lemmens et al., 1996; Zimmermann,
2000). As ectonucleotidases encontram-se ancoradas a membrana plasmatica ou as
membranas intracelulares, com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular ou
para o limen de organelas, respectivamente (Zimmermann, 2000). Estas enzimas
incluem o0s seguintes membros: ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolases
(NTPDases/E-NTPDases); ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (NPPS/E-
NPPs); fosfatase alcalina (APs); ecto-5’-nucleotidase (CD73); e ecto-adenosina
desaminase (ecto-ADA) (Zimmermann, 2000; Zimmermann et al., 2012; Burnstock,

2014) (Figura 7).

E-5
E-MTPDases E-NPPs Fosfatases Muclectidase
{CDag) alcalina (CD73)
(NTF‘Daseh H.TF'—tAMF‘) (ATP —» ANP ) [AMP =4 AD)
NTPDase2: ATP—# ADP J | ADP —»aAMP
NH,
COOH NH,
COOH
NH” Tcoom e NH,
NTPDase!  NTPDase5 NPP1 Rim/ossoffigado
NTPDase2  MTPDase6 NPP2 (=tecido ndo
NTPDasesd NPP3 especifica)
MTPDased Placenta
Intestinal
Célula germinativa

Figura 7. Topografia de membrana das principais enzimas representantes da familia das
ectonucleotidases: ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases) (CD39), ecto-
nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (NPPs), fosfatase alcalina (APS) e ecto-5’-
nucleotidase (CD73) [Imagem reproduzida e adaptada de Burnstock, 2014].

1.3.1.1 CD39 e CD73: Ectonucleotidases da via candnica
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A CD39/NTPDasel, codificada pelo gene ENTPDL1, foi a primeira enzima
descoberta e caracterizada da familia das NTPDases, que compreende oito diferentes
membros que diferem por suas propriedades cataliticas e por sua localizagdo celular.
Atividades fosfohidroliticas, distintas entre os membros da familia das NTPDases, sdo
devidas as diferengas substanciais em suas sequéncias, que refletem em diferencas
estruturais  secundarias, tercidrias e quaterndrias (Heine et al., 2001).
Consequentemente, eles tém preferéncias distintas por substratos e cations bivalentes,
hidrolisam trifosfatos de nucleosideos em taxas variadas e formam produtos diferentes.
De uma forma geral, niveis micromolares de ions Ca?*tou Mg?* sdo absolutamente
necessarios para que essas ectoenzimas exercam atividade maxima (Vaisitti et al.,

2019).

CD39 ¢ caracterizada pela sua capacidade de hidrolisar em taxas similares ATP
e ADP, produzindo sequencialmente AMP (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012;
Yegutkin, 2014). A CD39 é uma enzima de superficie celular, ancorada a membrana
plasmatica por dois dominios transmembrana (N- e C-terminal), com o sitio catalitico
voltado para o meio extracelular, sendo assim muito importante no controle dos niveis
extracelulares de nucleotideos (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008, 2014). O dominio
transmembrana N-terminal sofre palmitoilacdo para permitir a associacdo da enzima

com as ancoras lipidicas (Papanikolaou et al., 2005).

A CD39 apresenta cinco sequéncias idénticas, denominadas de regides
conservadas da apirase (ACRs), as quais estao relacionadas com o sitio ativo da enzima
e com a atividade catalitica (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008; Zimmermann et al.,
2012). Para atingir a sua atividade catalitica maxima, essa enzima necessita de
concentragdes milimolares dos cations Ca?*e Mg?*(com preferéncia de Mg?*sobre

Ca?*) e de pH entre 7,0 - 8,5 (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin,
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2014). A CD39 sofre modificagBes pos-traducionais, incluindo protedlise e glicosilagcdo
limitadas, sendo esta ultima determinante para conferir atividade catalitica a enzima
(Zhong et al., 2001). A inducdo da expressdo de CD39 é promovida ap0s a exposicao a

citocinas pré-inflamatorias, estresse oxidativo e hipdxia (Allard et al., 2017).

O AMP € um produto intermediario da hidrolise do ATP que pode ser
hidrolisado pela CD73. A CD73, codificada pelo gene NT5E (Minor et al., 2019), € a
enzima responsavel pela hidrélise de nucleosideos monofosfatados em seus respectivos
nucleosideos e fosfato inorganico, sendo considerada a principal fonte enzimatica de
adenosina no meio extracelular (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008, 2014). Esta
enzima de aproximadamente 70 kDa é um homodimero gque se encontra ancorada a
membrana plasmatica pela interacdo entre a cauda C-terminal e uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Ligado a sua estrutura N-terminal encontra-se um
atomo de zinco e outros metais divalentes, 0 que a caracteriza como uma metaloenzima
(Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008). A glicosilacdo pds-traducional, resultando em
diferentes glicoformas, também foi relatada (Fini et al., 2003). Os homodimeros CD73
ciclam de conformacéo aberta e fechada para hidrolise eficiente de AMP (Knapp et al.,
2012). IL-1B, TNF-o e prostaglandina E2 mostraram aumentar a atividade de CD73

(Savic et al., 1990).

1.3.1.1.1 Expressédo constitutiva de CD39 e CD73 nas células imunes

CD39 e CD73 sdo expressas em varios tipos de células constitutivamente: CD39
é expressa principalmente em células natural killers (NK) (entre 1-5%); mondcitos
(>90%); células dendriticas; células B (>90%); células T CD4+, incluindo células T de
memoria e Tregs (20-30%); e células T CD8+ (<5%) (Koziak et al., 1999; Dwyer et al.,

2007). A CD73 é expressa em células mieloides, células estromais da medula dssea e
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células epiteliais do timo (Resta et al.,, 1998). Em células B é expressa em
aproximadamente 75% e nas células T CD8+ em aproximadamente 50%. Nas células
T CD4+, incluindo Tregs, é expressa em cerca de 10% e nas células NK de 2-5% (Allard
et al., 2017). Foi observado que as células NK podem expressar CD73 ao entrar em
contato com células-tronco mesenquimais (Chatterjee et al., 2014). A co-expressdo de
CD39 e CD73 foi observada nas células B, Treg, Th17, células NK e células supressoras

derivadas da linhagem mielo6ide (Ferretti et al., 2019).
1.3.1.2 CD38: Ectonucleotidase da via ndo canonica

A CD38 é constituida por uma Unica cadeia de 300 aminoacidos (aa) com um
peso molecular de ~45KDa, sendo caracterizada por uma cauda citoplasmatica curta
(21aa), um pequeno dominio transmembranar (23aa) e um grande dominio extracelular
(256aa). E uma glicoproteina compreendendo 2 a 4 cadeias de oligossacarideos N-
ligados contendo residuos de &cido sialico. A estrutura geral da CD38 é estabilizada por
seis pares de pontes dissulfeto (Malavasi et al., 2008). A grande maioria da proteina
CD38 tem uma orientacdo de membrana do tipo Il, com o sitio catalitico voltado para
0 exterior da célula. Além da estrutura de 45kDa, experimentos mostraram que a CD38
pode existir nas formas sollveis intra- e extracelulares (Quarona et al., 2013;
Zimmermann, 2021) presente em fluidos biolégicos em condi¢des normais e

patoldgicas (Funaro et al., 1996; Horenstein et al., 1998).

A CD38 ¢ codificada pelo gene CD38, que foi mapeado para banda pl15 do
cromossomo 4 (4p15) como um gene de cépia Unica (Nakagawara et al., 1995). O gene
CD38 contem 8 exons (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8), sendo que aproximadamente 98% do gene
¢ composto por sequéncias intronicas. O éxon 1 da CD38, maior éxon codificador,

determina as regides intracitoplasmatica e transmembrana e parte da regido extracelular
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(Nata et al., 1997; Ferrero et al., 2000; C. Santos, 2019) (Figura 8). O controle da
expressdo de CD38 parece ser multifacetado (Ferrero & Malavasi, 1997; Kishimoto et

al., 1998).

Cromossomo 4
Locus 4p15.32

Figura 8. Representacdo esquematica de parte do cromossomo humano 4, com atencdo para
localizacdo do gene CD38 e organizagdo de seus éxons [Imagem reproduzida de C. Santos,
2019].

CD38 é uma proteina de superficie celular dotada de funcbes receptoras e
enzimaticas. Quanto as suas atividades receptoras, ela foi identificada pela primeira vez
no ano de 1980 como um marcador de ativacdo e proliferacdo de linfocitos T humanos
(Bhan et al., 1980). Ainda, evidenciou-se que a intera¢do entre CD38 e CD31 é crucial
para a migracdo de leucdcitos através do endotélio (Deaglio et al., 1998), sendo esse
crosstalk CD38/CD31 amplamente analisado em varios ambientes diferentes que
variam de células T para B, células NK e mieloides, em condi¢des normais e patoldgicas

(Deaglio et al., 2000).

Mais tarde, demonstrou-se que a CD38 atua como enzima com atividades
NAD*glicohidrolase, ADP-ribosil ciclase e ADP-ribose ciclico hidrolase (H. C. Lee et
al., 1993; Zocchi et al., 1993; Moreau et al., 2013) (Figura 9). A CD38 faz parte da rede
ectoenzimética da via ndo canonica de producdo de ADO, sendo responsavel pela

conversdo de NAD+ em nicotinamida e ADPR (Morandi et al., 2019). Além disso,
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CD38 catalisa a sintese de ADPR ciclico (cCADPR) a partir de NAD* e catalisa a
hidrélise de cADPR em ADPR. ADPR e cADPR sdo segundos mensageiros envolvidos
na sinalizacdo do calcio intracelular (Hogan et al., 2019). A ligacdo desses produtos a
diferentes receptores e canais influencia a regulacéo do célcio e ativa vias de sinalizagdo

criticas (Aarhus et al., 1995).
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Figura 9. Conversdo de NAD*em cADPR e ADPR [Imagem reproduzida e adaptada de Moreau
etal., 2013].

1.3.1.2.1 Expressédo constitutiva de CD38 nas células imunes

A expressdo da proteina CD38 foi observada pela primeira vez em timocitos e
linfécitos T (Bhan et al., 1980). Posteriormente, novos estudos levaram a uma nogéo

revisada da distribuicdo da molécula e a expressao de CD38, pelo menos no sistema
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imunolégico, agora é considerada praticamente onipresente, mas com niveis de
expressdo varidveis (Malavasi et al., 2008; Quarona et al., 2013). A CD38 é
expressa em células linfoides e mieloides, sendo também expressa em hemécias,
plaquetas e plasmdcitos saudaveis e malignos (Naik et al., 2019); seu nivel de
expressdo varia com o estagio de maturacgdo, o tipo de ativacdo e 0 meio em que
ocorre a ativagdo (van de Donk et al., 2018). No entanto, vale ressaltar que o
mecanismo de acdo subjacente da expressdo de CD38 em diferentes linhagens
celulares ainda ndo esta totalmente esclarecido. Na Tabela 3 estdo resumidos dados

sobre a distribuicdo da CD38 em tecidos linfoides.

Tabela 3. Distribuicdo da proteina CD38 [Adaptado de Malavasi et al., 2008].

Tecidos Linfoides Populacéo celular
Sangue Células T
Células B
Células mieloides
Células NK
Eritrocitos
Plaquetas
Sangue do corddo umbilical Células T e B
Linfocitos e mondcitos
Medula Ossea Precursores de células plasmaticas
Timo Timacitos corticais
Linfonodos Células B de centros germinais

1.3.2 Sistema purinérgico e imunomodulacéo

Vérias linhas de pesquisa sugerem que 0 microambiente tumoral € marcado pelo
aumento do turnover de nucleotideos extracelulares, como ATP ou NAD, e
nucleosideos como ADO, que atuam diretamente na imunomodulagdo de pacientes
com neoplasias, bem como pelo aumento da expressdo génica e proteica de
ectonucleotidases que os metabolizem (Ohta et al., 2006; Deaglio, Dwyer, et al.,
2007; Pellegatti et al., 2008), que atuam indiretamente (Di Virgilio et al., 2009).

Semelhante a outros mecanismos que sao sequestrados para servir a propositos pro-
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tumorais, as células tumorais aproveitam a expressdo dos nucleotideos,
nucleosideos e ectonucleotidases (Vaisitti et al., 2019). Dados emergentes indicam
que os sistemas purinérgicos e adenosinérgicos ndao sdo apenas criticos na formacao
do microambiente tumoral em tumores solidos, mas também em malignidades
hematoldgicas, como a LLC (Serra et al., 2011, 2016).

O nicho linfoide é uma &rea dinamica onde células cancerigenas, células imunes,
fibloblastos, citocinas, fatores de crescimento e a matriz extracelular interagem
mutuamente, resultando em crescimento e progressdo tumoral, além de modificacéo
de células circunstantes (Quail & Joyce, 2013). Se 0 acimulo de ATP/ADO no meio
extracelular serd benéfico ou prejudicial para o hospedeiro, isso dependera de trés
fatores importantes. O primeiro fator que vale ser mencionado é o painel de
receptores expressos pelo tumor e células inflamatdrias infiltrantes; porém, néo sera
o foco deste trabalho. Os outros dois fatores que aprofundaremos com mais detalhes
nesta tese sdo a concentracdo de nucleotideos como resultado da liberacdo das
células e, principalmente, a taxa de degradacdo de nucleotideos e nucleosideos por
ectonucleotidases (Vaisitti et al., 2018). Mesmo que 0s receptores purinérgicos
tenham surgido como atores centrais no desenvolvimento, invaséo e progressao do
tumor, atuando ndo apenas nas células imunoinfiltrantes, mas também nas células
cancerigenas, seu papel é um tanto controverso, embora amplamente explorado em
trabalhos cientificos (Stagg & Smyth, 2010).

Os niveis de nucleotideos extracelulares aumentam em resposta a hipdxia e a
isquemia, duas caracteristicas definidoras do ambiente tumoral (V. Kumar, 2013;
Petrova et al.,, 2018). No céancer, incluindo malignidades hematologicas, a
superexpressdo de ectonucleotidases tem sido associada ao aumento do

direcionamento para nichos protegidos, aumento da sobrevivéncia e proliferagéo,
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bem como modulagdo das respostas imunes em dire¢do a tolerancia. Em alguns
casos, as ectonucleotidases tornaram-se marcadores confiaveis para monitorar
doencas e estratificar subconjuntos de pacientes ou alvos moleculares para novas

estratégias de tratamento (Vaisitti et al., 2018).

1.3.2.1 Atuacdo direta dos nucleotideos extracelulares e nucleosideos na

imunomodulagdo

Os nucleotideos e nucleosideos extracelulares como ATP e ADO,
respectivamente, representam uma importante e ubiqua classe de moléculas
sinalizadoras que exercem diversos efeitos biologicos (Yegutkin, 2008). Atualmente, a
vis@o na imunologia € que o ATP ¢ o ADO representam um “Yin e Yang”: enquanto o
ATP estimula o sistema imunologico agindo como um sinal de “encontre-me” que
induz o recrutamento de células inflamatdrias, a ADO embota essas respostas (Figura
10). Por esta razdo, o ATP é considerado um sinal de perigo que ativa as respostas
inflamatorias e que é neutralizado pela ADO, que fornece um poderoso sinal de parada,

evitando dano tecidual excessivo (Trautmann, 2009).

Homeostase da resposta imune

N

| Liberag3o de citocinas inflamatérias - Interromper os sinais inflamatdrios

Proliferag3o de linfocitos ; Liberag3o de citocinas pré-tolerdncia

ATP

Recrutamento de fagocitos | & | Linfocitos regulatorios
& ADO
o
)
%, /
Motilidade celular Py Desvio para macrofagos M2

Figura 10. ATP e ADO: Yin e Yang do sistema imunolégico. ATP e ADO estdo presentes nos
tecidos ou no nicho tumoral em concentragdes variaveis. A alteracdo do equilibrio entre esses
dois metabdlitos resulta em inflamacdo (alta concentracdo de ATP) ou imunossupressao (alta
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concentracdo de ADOQO). Ambos o0s extremos representam uma condi¢do potencialmente
prejudicial, considerando as consequéncias bioldgicas exercidas sobre as células do sistema
imunolégico [Imagem reproduzida e adaptada de Vaisitti et al., 2018].

O ATP é um exemplo de nucleotideo purico que além de agir intracelularmente
como molécula energética para manutencao celular, também age como uma potente
molécula de sinalizagdo no meio extracelular. O ATP se liga a multiplos receptores
purinérgicos tipo P2 (P2Y e P2X) e influencia o metabolismo celular, migracao,
proliferacdo e apoptose (Yegutkin, 2008; Burnstock & Verkhratsky, 2009). Os
receptores P2Y metabotropicos sdo acoplados via proteina G a mobilizacdo de calcio
(Ca?*), geracdo de cAMP e ativacdo da via MAPK/ERK (Abbracchio et al., 2006); e
0s receptores P2X ionotropicos séo canais ibnicos homo/heterotriméricos que medeiam
fluxos transmembranares de fons Na*, K*e Ca?* (Surprenant & North, 2009; Coddou
et al., 2011). O principal mecanismo de sinalizacdo utilizado por esses receptores € a
alteracdo da concentracdo ionica intracelular. Praticamente todos os tipos de células
expressam um ou mais receptores purinérgicos (Burnstock & Knight, 2018), incluindo
células tumorais (Burnstock & Di Virgilio, 2013). O ATP pode ser liberado no espaco
extracelular através de diferentes mecanismos, incluindo canal de membrana
plasmatica e lise; independentemente do mecanismo utilizado, os efeitos funcionais
finais sdo consequéncia da célula-alvo e dos receptores aos quais 0 ATP se liga (Vaisitti

etal., 2018).

O ATP ¢ conhecido como um sinal de dano ou padrdo molecular associado ao
dano (DAMP) (Di Virgilio, 2005) e uma vez liberado, a imunidade inata e capaz de
detecta-lo, contribuindo para o desencadeamento da resposta inflamatoria (Mariathasan
& Monack, 2007). O ATP pode conduzir a inflamagdo quando liberado em altas

concentragdes e de forma aguda, em condigdes de estresse ou dano celular (Yegutkin,
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2014), no meio extracelular atuando como um sinal capaz de recrutar fagécitos para
locais inflamatorios, promovendo a eliminagdo de células danificadas (Elliott et al.,
2009). Porém, os resultados podem ser diferentes quando as células sdo expostas de
forma intermitente a aumentos lentos e crénicos em seus niveis extracelulares; sob essa
condicdo, os efeitos do ATP podem ser mais sutis e, dependendo das células, moldam
as respostas imunes em direcdo a tolerancia e a nao responsividade ao invés da
reatividade celular. Portanto, o ATP se comporta como um mediador imunolégico
classico, com seu papel dualistico, da inflamacdo e da imunidade (Di Virgilio et al.,
2009). Fisiologicamente, o ATP pode ser degradado para ADO que neutraliza os seus

sinais representando assim um potente imunossupressor (Gessi et al., 2007).

Jaa ADO pode ser captada pelas células para reconstituir o pool de nucleotideos,
ou pode provocar potentes respostas imunossupressoras e anti-inflamatorias, mediadas
pela interacdo com uma familia de receptores purinérgicos do tipo P1 acoplados a
proteina G (Al, A2A, A2B e A3) (Sitkovsky & Lukashev, 2005), que estdo ligados a
mobilizacdo de célcio dos estoques intracelulares ou aumento do cAMP. A sinalizagéo
via CAMP é tipicamente associada a imunossupressao significativa (Ohta & Sitkovsky,
2001; Ohta et al., 2006), enquanto a inibicdo da geracdo de CAMP apds o envolvimento
de P1 é geralmente vista como um mecanismo imunoestimulante (Butler et al., 2012).
Todos os receptores para ADO se acoplam as vias das proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK) (Hoskin et al., 2008). Cada receptor exibe diferentes afinidades
para ADO com A1, Aza € Az respondendo a baixos niveis de ADO (250-700nM),
representando receptores de alta afinidade. J4 0 A2s é um receptor de baixa afinidade
cuja ativacao ocorre apenas em condicGes patoldgicas, onde a ADO se acumula em alta

concentracdo (25uM) (de Lera Ruiz et al., 2014).
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A ADO pela ativacdo do receptor A2A e consequente elevacdo dos niveis de
CAMP intracelular, desempenha papel importante na inibicdo das fungdes efetoras das
células T ativadas (Huang et al., 1997; Armstrong et al., 2001). Além disso, a produgédo
de ADO é um componente integral da maquinaria supressora de células T regulatorias
(Treg) e B regulatorias (Breg), diminuindo a proliferacdo de células T efetoras e a
secrecdo de citocinas de resposta T helper 1 (Thl) (Deaglio, Dwyer, et al., 2007). De
fato, a ADO atua através de um feedback negativo para inibir a hiperativagdo das células
imunes (Ramakers et al., 2012; Eltzschig et al., 2012). Portanto, ADO favorece a
expansdo do cancer por meio da criagdo de um ambiente imunotolerante e de suporte

ao tumor.

O eixo NAD+/ADO ¢é um ponto de verificacdo que determina se o ambiente
extracelular é pro-inflamatorio (respostas mediadas por nucleotideos) ou anti-
inflamatério (respostas mediadas por nucleosideos). O substrato NAD+, que
desencadeia a via ndo candnica de producdo de ADO pode influenciar o sistema
imunoldégico ao mudar o balan¢o de sinais ativadores (mediados por P2) para
supressores (mediados por P1) (Horenstein et al., 2013). Ja foi observado, na
patogénese de doencas autoimunes que essa capacidade de mudar a balanca de sinais
pode ser alterada em subconjuntos especificos de linfocitos (Pavon et al., 2013). Além
disso, 0 NAD+ atua como imunomodulador para linfécitos T humanos (Ziegler, 2000;

Grahnert et al., 2011) e células Treg (Hubert et al., 2010).

1.3.2.2 Papel das ectonucleotidases CD38, CD39 e CD73 na imunomodulagio

Nas células B, a expressdo de CD39 foi descrita como um marcador de ativagao
celular (Maliszewski et al., 1994), bem como contribui para a maturacdo da afinidade

da resposta do anticorpo e para a diferenciacdo das células B do centro pds-germinal
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(Dwyer et al., 2007). J& a expressdo de CD73 e a producdo de adenosina estdo
envolvidas na recombinacdo de troca de classe nas células B (Schena et al., 2013).
Como as células B humanas co-expressam CD39 e CD73, bem como receptores de
adenosina, elas acabam se beneficiando da ADO gerada por meio de um mecanismo
autocrino. A ativagdo dos receptores de adenosina favorece a expanséo e as fungdes das
células B produtoras de ADO. Além disso, a ADO gerada pelas células B influencia o
comportamento das células T vizinhas (Saze et al., 2013). Observou-se também que a
expressdo de ectonucleotidases esté associada a alta capacidade proliferativa de células
Bregs e ao aumento da secrecdo de IL-10 e IL-6, que por sua vez potencializam a

atividade imunossupressora em relacdo as células T (Figueiro et al., 2016).

Nas células T, geralmente a expressdo de CD39 esta associada a aquisicao de
um fenotipo imunossupressor e maior suscetibilidade a apoptose e ao estresse
metabolico, representando, portanto, um mecanismo de controle da expansdo dos
linfocitos T citotoxicos (Bai et al., 2015; Fang et al., 2016; Noble et al., 2016). Por outro
lado, a expressdo de CD73 diminui com a ativacao das células T, embora a expressao
de CD73 seja alta em condic¢des de inflamacdo crénica, onde se associa a um fenotipo
de células T de memdria (Doherty et al., 2012). A descoberta de que CD39 e CD73 sdo
co-expressos em células Tregs destacou o papel central dessas ectonucleotidases na
conducéo da supressao imunolégica por meio da geracdo de ADO (Deaglio, Dwyer, et
al., 2007). Estudos sugeriram que a expressdo de CD39 em Tregs suprime a producao
de IL-17, impedindo a trans-diferenciacdo de Tregs em Th17 ou dotando células Th17
ja diferenciadas com um fendtipo imunossupressor (Fletcher et al., 2009; Longhi et al.,
2014). Ao contrario de CD39, CD73 esta presente apenas em uma pequena proporcao
de Tregs circulantes, mas pode ser induzido mediante ativacdo e em condigdes de

hipdxia (Stagg et al., 2011). Também foi proposto que as Tregs recebem ADO por meio
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de interagdes paracrinas com células vizinhas que expressam CD73 ou por meio de
trocas mediadas por exossomos (Schuler et al., 2014). A ADO, por sua vez, modula as
funcdes das Tregs promovendo sua proliferacdo e aumentando a expressao de CTLA-4

e PD-1, aumentando assim o potencial imunossupressor (Ohta et al., 2012).

CD38 é altamente expresso em precursores de células T e em timaocitos duplo-
positivos CD4+CD8+ (Tenca et al., 2003). Em contraste, as células T maduras tém
baixos niveis de CD38, mas ap0és a ativacdo mitogénica elas regulam positivamente sua
expressao (Malavasi et al., 1992; Shubinsky & Schlesinger, 1997; Deterre et al., 2000).
Da mesma forma, os progenitores de células B humanas tém CD38 de superficie,
enguanto os linfécitos B maduros e virgens tém baixa expressdo de CD38 (Campana et
al., 2000; Deterre et al., 2000). A ativacdo de linfécitos B maduros e virgens induz a re-
expressao de CD38, que tem sido usado para descrever um estagio de ativacdo de
linfécitos B que origina uma reacdo no centro germinativo (Y. J. Liu & Arpin, 1997).
CD38 também tem sido implicado na maturacéo, proliferacdo e producéo de citocinas
de células T e B, principalmente através da ativacdo de cascatas de sinalizacdo
intracelular que incluem a fosforilacdo de Zap70, c-CBL, PLC-gamma, PI-3K e MAPK
(Romero-Ramirez et al., 2015). Nos linfécitos T, CD38 localiza-se na sinapse imune
em contato proximo com o receptor da célula T (TCR); observacbes semelhantes de
uma localizacdo critica de CD38 também foram relatadas para linfocitos B, mondcitos
e células NK (Deaglio et al., 2002; Zubiaur et al., 2002; Frasca et al., 2006; Deaglio,
Vaisitti, et al., 2007). As implica¢Bes funcionais dessas interacbes permanecem em
grande parte desconhecidas, mas é concebivel que CD38 possa estar atuando, de alguma
forma, como um reforco de sinalizacdo, fornecendo o aumento adicional nos niveis

intracelulares de Ca?*que pode ser necessario para induzir ou manter a sinalizacdo
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mediada por receptores. Além disso, CD38 aparece como um mediador critico da

quimiotaxia e do homing das células imunes (Vaisitti et al., 2019).

1.3.3 Expressédo de CD38, CD39 e CD73 no contexto das neoplasias hematoldgicas

CD38 é expresso em vérias neoplasias hematoldgicas, incluindo LLA-B
(Keyhani et al., 2000), LLA-T (L. Wang et al., 2015), LMA (Keyhani et al., 2000),
linfoma de células do manto (Parry-Jones et al., 2007) e LLC (Malavasi et al., 2011).
Ainda, a superexpressao de CD38 em plasmaocitos malignos torna CD38 um alvo ideal
para a imunoterapia no mieloma mdaltiplo (MM) (van de Donk et al., 2018; N. Yu et al.,
2021). Anticorpos contra CD38 estdo, atualmente, em estudos clinicos para o possivel
tratamento de leucemias e outras condigdes patoldgicas. Quanto a regulagdo génica, ja
foi evidenciado que a regulacdo positiva do gene CD38 esta associada a um bom

prognostico em leucemias agudas em adultos (Keyhani et al., 2000).

Na LLA de pacientes adultos ndo tratados ja foi relatado a expressdo de CD38
como um preditor positivo do resultado da doenca, onde os niveis de CD38 se
correlacionam com remissdo completa e sobrevida global prolongada e representam um
marcador prognostico positivo independente (Keyhani et al., 2000). Também ja foi
relatado que a recidiva de pacientes LLA Ph+ se deve a persisténcia de células
iniciadoras da leucemia (do inglés, LICs), uma populacdo CD38- auto-renovavel, capaz
de iniciar a leucemia humana em camundongos imunodeficientes (Kong et al., 2008;
Valent et al., 2012; Kong et al., 2014). Foi observado na LLA infantil que uma alta
proporcéo de LICs CD38- se correlacionava negativamente com o resultado da doenca
e, portanto, pode representar um marcador Util para a estratificacdo de risco dos

pacientes (Long et al., 2014).
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Anticorpos contra CD39 estdo, atualmente, em estudos clinicos para o possivel
tratamento de tumores solidos (NCT05075564 e NCT05381935). Ainda, CD39 pode
contribuir para a imunossupressdo na LMA (Dulphy et al., 2014) e MM (Brauneck et
al., 2021) impactando na disfuncéao e exaustdo das células T. Anticorpos contra CD73
estdo, atualmente, em estudos clinicos para o possivel tratamento de tumores sélidos
(NCT05143970, NCT05431270, NCT04572152 e NCT05174585) e COVID-19
(NCT04516564); alem disso, estudos demonstram o potencial da CD73 na imunidade
antileucémica na LMA (Kong et al., 2019). Quanto a regulagdo génica, ja foi
evidenciado que a regulacdo positiva dos genes ENTPD1 e NT5E esté ligada a um
prognostico ruim em muitos cénceres, incluindo LLA-B, carcinoma gastrico,
adenocarcinoma retal e carcinoma urotelial (Lu et al., 2013; Abousamra et al., 2015; B.

Zhang et al., 2015).

Em uma andlise de todo o genoma que comparou 270 pacientes com LLA
recém-diagnosticados com progenitores de células B normais, CD73 foi identificado
como diferencialmente expresso, tanto no transcrito quanto a nivel proteico (Coustan-
Smith et al., 2011). CD73 foi identificado, por citometria de fluxo, como um marcador
atil para monitorar a DRM. Especificamente, CD73 € regulado positivamente em
precursores de células B de pacientes com LLA e sua expressdo ndao é modulada
negativamente ap0s o tratamento, tornando-o um marcador para identificar células
leucémicas residuais resistentes a terapia e potencialmente responsaveis por futuras

recaidas (W. Wang et al., 2016; Sedek et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Apesar de ja existirem marcadores imunofenotipicos predefinidos nos painéis
diagnosticos para a LLA-B, ainda ha uma grande necessidade de novos biomarcadores
prognosticos para serem incluidos na rotina laboratorial, visto que 50% dos pacientes
com LLA-B ndo possuem marcadores progndsticos definidos devido a significativa
heterogeneidade bioldgica e clinica da doenca. A combinacdo de diversos fatores
prognosticos pode possibilitar predi¢cdes individualizadas e mais acuradas, bem como
nortear as melhores opcdes terapéuticas se aproximando de terapias personalizadas.
Também se faz necessario entender as complexas e dinamicas interacGes entre o
microambiente tumoral e as células imunes, bem como o papel das ectonucleotidases
na LLA-B. Nesse contexto, acreditamos que a expressdo das ectonucleotidases em
subpopulac@es de células imunes pode atuar como importantes imunomoduladores e

fornecer biomarcadores prognosticos interessantes para a LLA-B.

A hipétese da presente tese € que as ectonucleotidases envolvidas com a
sinalizacdo purinérgica podem estar alteradas em diferentes populacdes de linfécitos
periféricos, principalmente linfécitos regulatorios, e que esta alteracdo pode estar
associada com a carcinogénese, evasdo imune e progressao da doenca. Portanto, a
presente tese almeja entender a imunomodulagdo no contexto purinérgico para abrir
perspectivas como ferramenta para progndstico, diagndstico e terapia para pacientes

com LLA-B.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo génica e proteica de ectonucleotidases a fim de explorar
possiveis biomarcadores progndésticos para pacientes com LLA-B, com énfase na

imunomodulacédo e progressdo neoplasica.

3.2 Objetivos Especificos

Capitulo 1: Avaliar as expressdes génicas (DPP4/CD38/ENTPD1/NT5E) e proteicas
(CD38/CD39/CD73) das ectonucleotidases in silico e ex vivo, respectivamente, e
estabelecer uma associacdo com o prognastico em diferentes coortes de pacientes com

LLA-B, a fim de explorar possiveis biomarcadores prognosticos (item 4.1).

Capitulo 2: Avaliar a expressdo das ectonucleotidases nos linfdcitos totais e suas
subpopulacdes derivados do sangue periférico em uma coorte de pacientes com LLA-

B no momento do diagndstico (item 4.2).
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4. RESULTADOS

4.1 Capitulo 1

NTSE GENE AND CD38 PROTEIN AS POTENTIAL PROGNOSTIC
BIOMARKERS FOR CHILDHOOD B-ACUTE LYMPHOBLASTIC

LEUKEMIA

Vitoria Brum da Silva Nunes, Camila Kehl Dias, Marco Antonio De Bastiani, Mariela
Granero Farias, Fabiane Spagnol, Ana Paula Alegretti, Liane Esteves Daudt, Mariana

Bohns Michalowski, Ana Maria Oliveira Battastini, Alessandra Aparecida Paz,

Fabricio Figueiro.

Periddico: Purinergic Signalling

Status: Publicado
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4.2 Capitulo 2

LYMPHOCYTES FROM B-ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA
PATIENTS PRESENT DIFFERENTIAL REGULATION OF THE

ADENOSINERGIC AXIS DEPENDING ON RISK STRATIFICATION

Vitéria Brum da Silva Nunes, Camila Kehl Dias, Juliete Nathali Scholl, Alexia Nedel
Sant’Ana, Amanda de Fraga Dias, Maricla Granero Farias, Ana Paula Alegretti,
Monalisa Sosnoski, Liane Esteves Daudt, Mariana Bohns Michalowski, Ana Maria

Oliveira Battastini, Alessandra Aparecida Paz, Fabricio Figueiro.

Periddico: Discover Oncology

Status: Publicado
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5. DISCUSSAO

A malignidade ndo € meramente um acumulo de células neoplésicas, mas
constitui um microambiente que contém celulas endoteliais, fibroblastos, citocinas,
fatores de crescimento, componentes estruturais, matriz extracelular e infiltrado de
células imunes que afetam o desenvolvimento, invasdo e metéstase do cancer (Bremnes
et al., 2016). Muitos estudos recentes lancaram nova luz sobre essa complexa interacéo
entre células imunes provenientes do tumor, moduladas para ndo atacar as células
neoplasicas, e ndo provenientes do tumor, responsaveis pelo ataque as células
neoplésicas, principalmente em tumores sélidos (Bienkowski & Preusser, 2015; X. Yu
et al., 2016). No contexto da LLA-B, sabe-se que o nicho linfoide é uma &rea dindmica
onde todos os componentes interagem mutualmente, resultando em crescimento e
progressdo neoplasica, aléem de modificacdo de células circunstantes (Quail & Joyce,
2013). Além disso, o equilibrio dindmico entre ATP e ADO realizado pela presenca e
atividade reguladora das ectonucleotidases, € um dos muitos fatores associados ao

destino pro-carcinogénico ou antitumoral (Campos-Contreras et al., 2020).

Estudos afirmaram que altos valores de linfécitos infiltrantes no microambiente
tumoral podem predizer o resultado do tratamento e podem ser um potencial indicador
prognodstico (Geiger & Rubnitz, 2015; Santoiemma & Powell, 2015). O ATP
extracelular foi descrito como um sinal que promove a resposta imune inata e adaptativa
ao atrair células imunes. Por outro lado, a ADO atua como uma molécula
imunossupressora redirecionando o fen6tipo do sistema imune para interromper sinais
antitumorais (Allard et al., 2016; de Andrade Mello et al., 2017). Na leucemia
linfocitica sabe-se que hd uma intensa comunicagao cruzada entre células leucémicas e
células ndo cancerosas em estruturas associadas ao microambiente (como por exemplo
linfonodos e medula 6ssea), onde a sinalizacéo adenosinérgica é integrada na complexa
rede de contato célula-célula e mediadores soltveis que conduzem a leucemia (Puente
et al., 2018; Vaisitti et al., 2018). A partir disso, hipotetizamos que alteracdes
fenotipicas no microambiente da LLA-B (medula 6ssea) possam ser transmitidas para
0 sangue periférico e auxiliar no diagnostico, progndstico e no desenvolvimento de
novas terapias para pacientes com LLA-B. O objetivo da presente tese foi avaliar a
expressao de genes de ectonucleotidases in silico e a expressdo de proteinas de
ectonucleotidases ex vivo, a fim de explorar possiveis biomarcadores prognosticos para

pacientes com LLA-B (capitulo 1); e caracterizar o sistema imunoldgico de pacientes
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com LLA-B, destacando a relevancia clinica dos linfécitos totais e suas subpopulactes
no sangue periférico através das lentes da sinalizacdo purinérgica, um importante
sistema de imunossupressdo do cancer e imunidade pro-tumoral, visto que pouco se
sabe sobre essa complexa interacdo entre células neoplésicas e imunes na LLA-B

(capitulo 2).

Comecamos o projeto de pesquisa realizando as analises in silico (capitulo 1) a
fim de aumentar a probabilidade de identificarmos processos bioldgicos mais
pertinentes ao estudo. Este tipo de anélise otimiza tempo e recursos financeiros. Nessa
etapa, exploramos o significado clinico/progndstico da expressdo de genes de
ectonucleotidases in silico. Observamos que a expressdo do gene NT5E foi associado a
pior sobrevida livre de progressao (SLP) em amostras de medula 6ssea de pacientes
com LLA-B. Entre os quatro genes envolvidos na sinalizacdo purinérgica analisados,
DPP4 (codifica a proteina CD26), CD38 (codifica a ectonucleotidase CD38), ENTPD1
(codifica a ectonucleotidase CD39) e NT5E (codifica a ectonucleotidase CD73), apenas
NT5E mostrou uma associacao robusta entre alta expressdao no diagnoéstico e pior SLP
em amostras de medula 6ssea de pacientes com LLA-B. H& evidéncias que sugerem
que a expressao de NT5E pode ser importante para aumentar as propriedades invasivas
e metastaticas de algumas celulas cancerigenas (Jiang et al., 2018). Ainda, foi
observado, em uma andlise do conjunto de dados do The Cancer Genome Atlas
(TCGA), uma associacao entre alta expressdo de NT5E e pior sobrevida global em cinco
anos. Além disso, foi correlacionado alta expressdo de NT5E e maior assinatura de
células Tregs em pacientes com carcinoma de células renais (Tripathi et al., 2020). Em
pacientes com carcinoma papilifero de tireoide, a alta expressdo de mMRNA NT5E foi
associada a caracteristicas clinico-patoldgicas desfavoraveis, abundancia de Tregs e
células dendriticas, deplecdo de células Natural Killers (NK), alta expressdo de genes
de checkpoints imunolégicos e genes relacionados a transicdo mesenquimal no
conjunto de dados TCGA (Jeong et al., 2020). Embora exista evidéncias que
correlacionem a expressdo de NT5E e o progndstico, este € o primeiro estudo que sugere
que a expressdo de NT5E em amostras de medula 6ssea tem um impacto progndstico

significativo em pacientes com LLA-B.

A resposta a terapia na LLA infantil estd ligada a expressdo de genes que
controlam a sensibilidade celular e a propensao a apoptose. A descoberta de tais genes

é importante porque pode fornecer um meio de melhorar os sistemas de classificacdo
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de risco e identificar vias de sinalizacdo que podem ser direcionadas de forma produtiva
para a elaboracdo de novas terapias. As analises de DRM fornecem uma medida direta
da resposta ao tratamento in vivo que provavelmente depende ndo apenas da resisténcia
das células leucémicas a drogas individuais, mas também de outros fatores, incluindo
interacdes medicamentosas e variaveis farmacocinéticas e farmacogenéticas (C. H. Pui
et al., 2001; Campana, 2003; C.-H. Pui et al., 2004). Assim, a resposta ao tratamento
medido por DRM tem sido considerado o mais poderoso e completo indicador
prognostico na LLA infantil (Szczepanski et al., 2001; Campana, 2003). Portanto, tem
sido postulado que genes cuja expressao esta associada a presenca de DRM devem ter
impacto progndstico significativo (Flotho et al., 2006). Ainda no capitulo 1 desta tese,
analisamos a expressdo do gene NT5E em amostras de medula 6ssea de pacientes com
LLA-B classificados em DRM<0,1% e DRM>0,1%, sendo DRM>0,1% uma
classificacdo de maior risco em comparacdo com DRM<0,1%. Observamos que
maiores niveis de DRM foram associados a alta expressao de NT5E no dia 8 e,
consequentemente, associados a uma pior resposta ao tratamento. Descobrimos,
portanto, que alta expressdo de NT5E foi associada a uma pior resposta ao tratamento
em pacientes com LLA-B em amostras de medula 6ssea. Podemos sugerir o gene NT5E
como um possivel biomarcador progndstico, principalmente em relacdo a SLP, na LLA-
B.

Também no capitulo 1, concentramos nossos esfor¢os na analise ex vivo,
explorando o significado progndstico da expressao proteica das ectonucleotidases nas
populacdes de blastos, leucdcitos totais e células totais (blastos + leucocitos totais) em
amostras de sangue periférico de pacientes com LLA-B. Em pacientes diagnosticados
com LLA-B, observamos que as células leucocitarias totais apresentavam expressao de
CD73 semelhante a de sujeitos saudaveis. Além disso, a expressao desta proteina nao
apresentou diferencas significativas em nenhum subconjunto celular analisado mesmo
considerando a analise de DRM. De fato, em um estudo prospectivo e maior, observou-
se gque a sobrevida livre de eventos a longo prazo nao era dependente da expressao de
CD73 em criancas com LLA (Wieten et al., 2011). Por outro lado, a expressao proteica
de CD73 em células B leucémicas de pacientes DRM-positiva foi relatada como sendo
seis vezes maior do que em células B leucémicas de pacientes DRM-negativa, levando
a ectonucleotidase CD73 a ser recomendada como um marcador opcional de DRM para

pacientes LLA-B usando citometria de fluxo (W. Wang et al., 2016). Faz-se importante
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salientar que Wieten e colaboradores analisaram CD73 em células mononucleares da
medula 0ssea de criancas com LLA com idade entre 1-18 anos, enquanto Wang e
colaboradores analisaram a expressdao de CD73 em células B leucémicas de pacientes
com média de idade de 46 anos. Fatores como populacdo celular, tipo de amostra
(sangue periférico ou medula 6ssea) e idade da coorte podem explicar essas diferencas

preditivas.

Nas condicGes do nosso estudo os niveis proteicos de CD73 nao foram
considerados como um biomarcador progndstico independente, o que pode parecer
discordante ao observado nas analises in silico do capitulo 1. Porém, vale ressaltar que
genes podem apresentar diferencas no nivel de expressdo entre a medula 6ssea e 0
sangue periférico e, segundo Sakhinia e colaboradores, essa diferenca pode ser devido
ao envolvimento particular desses genes na patobiologia da leucemia, resultando em
sua expressdo diferencial entre a medula 6ssea e as células circulantes (Sakhinia et al.,
2006). Além disso, as andlises in silico utilizam dados transcriptdmicos, e por isso
precisamos ter cautela para transpor a discussao em termos de andlise de proteinas, pois
entre 0 MRNA e a codificacdo de proteinas pode haver controle da expressdo génica a

nivel pds-transcricional.

Os relatos sobre a expressdo de CD38 e sua associacdo com a progressdo na
LLA sdo escassos, especialmente na LLA-B. Primeiramente, observamos uma maior
expressao de CD38 em leucdcitos totais de pacientes com LLA-B em relacéo a sujeitos
saudaveis. Além disso, identificamos que essa maior expressao foi significativa apenas
nos pacientes que apresentavam pior evolucao clinica (DRM>0,1%). Estudos relataram
que 0 aumento da expressdao de CD38 em blastos esta associado a um prognéstico
favoravel na LLA e na LMA do adulto (Keyhani et al., 2000). Por outro lado, na LLA
infantil, a expressdo de CD38 em células B ou células T ndo adiciona significancia
progndstica para a sobrevida ou sobrevida livre de eventos (Koehler et al., 1993; Liao
et al., 2020). No mieloma madltiplo, a expressdo de CD38 tem sido descrita como um
fator prognéstico adverso, apresentando expressdo alta e uniforme em plasmacitos
malignos e relativamente baixa expressao em células linfoides e mieloides (Morandi et
al., 2018). Em nossos achados, a alta expressdo de CD38 em leucdcitos totais de
pacientes DRM>0,1% pode estar relacionada a sua atividade enzimatica produzindo
metabolitos da via ndo canbdnica adenosinérgica (NAD+>ADPR>AMP>ADO). A

adenosina é uma potente molécula imunossupressora envolvida no escape imune e
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enzimas adenosinérgicas candnicas e ndo canbnicas tém sido associadas a pior

prognostico em varios tipos de cancer (Sek et al., 2018; Hammami et al., 2019).

Apesar do crescente conhecimento sobre as fungdes da CD38, ainda existe
consideravel controvérsia sobre o significado clinico de sua expressdo em malignidades
hematopoiéticas na populacgdo de blastos e ainda menos relatos na populacao de células
leucocitarias. Vale ressaltar que a expressao de CD38 € uma caracteristica temporal do
estado de ativacdo e/ou estagio de maturacdo das células podendo ser expressa em
células normais e neoplésicas (Malavasi et al., 2008). Diferentemente dos blastos na
LLA-T (Tembhare et al., 2020), nas condigdes do presente trabalho, os blastos
apresentam menor expressdo de CD38, considerando pacientes DRM>0,1%, quando
comparados as células leucocitarias totais e, portanto, uma possivel terapia com
anticorpo monoclonal anti-CD38 deve ser cuidadosamente avaliado na LLA-B.
Portanto, a alta expressao proteica de CD38 em leucdcitos no momento do diagnostico
foi relacionada ao aumento da celularidade na DRM e, por consequéncia, um pior
prognostico em pacientes com LLA-B. Vale ressaltar que esses pacientes DRM>0,1%
apresentaram maior expressao de CD38 em leucdcitos do que em blastos. Assim, CD38
ainda é um campo de pesquisa em aberto, principalmente como potencial marcador
prognostico, e precisa de avaliacdo profunda como um potencial alvo terapéutico na
LLA-B.

No capitulo 2 desta tese, exploramos o efeito e funcdo da expressdo das
ectonucleotidases nas subpopulacbes de linfécitos dos pacientes com LLA-B em
amostras de sangue periférico. Diferentemente do capitulo 1, onde exploramos este
efeito na populacéo geral de leucdcitos, no capitulo 2 observamos o envolvimento das
ectonucleotidases em diferentes subpopulacdes linfocitarias. Primeiramente,
observamos um aumento significativo nas populacdes celulares de linfocitos T CD4+ e
T CD8+ no grupo LLA-B. Embora estudos anteriores abordem a questdo do niumero
absoluto e funcéo de células T no sangue periférico apos quimioterapia em pacientes
com leucemias agudas (Bruserud, 1998; Bruserud et al., 1998), bem como relatem uma
diminuicdo no numero absoluto de células T em pacientes com LLA (Ran L, 2019), Le
Dieu e colaboradores caracterizaram células T em sangue periferico de pacientes recém
diagnosticados com LMA em comparacao com controles saudaveis da mesma idade e
descobriram que o numero absoluto de células T estd aumentado, com amplificacéo

particular de células T CD8+. Curiosamente, Le Dieu e colaboradores avaliaram o perfil
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de expressdo génica destas células T e detectaram padrdes aberrantes de ativacéo.
Assim como observado para a leucemia linfocitica cronica, foi identificado uma
disfuncéo das células T na LMA que pode contribuir para a falha de uma resposta imune
do hospedeiro contra blastos leucémicos (Le Dieu et al., 2009). Semelhante, Bar e
colaboradores demonstraram associacdo entre alta contagem absoluta de linfécitos no
momento do diagnostico e piores resultados na LMA (Bar et al., 2015). Portanto,
embora pacientes com LLA-B apresentem um maior nimero de linfdcitos T, esse

aumento pode estar associado a fenotipos de exaustéo celular e/ou evasdo imune.

Apesar de ser uma forma fisiol6gica de prevenir inflamacdo excessiva e dano
tecidual, na biologia tumoral as ectonucleotidases podem contribuir para gerar
condic¢des imunossupressoras através da producéo de adenosina (Antonioli et al., 2013).
Semelhante a outros mecanismos que sdo sequestrados para servir a propésitos pro-
tumorais, as células tumorais podem se beneficiar da expressao das ectonucleotidases,
principalmente CD38, CD39 e CD73. No cancer, incluindo neoplasias hematoldgicas
como a LLA-B, a superexpressdo de ectonucleotidases, principalmente a CD39 e
CD73, tem sido associada ao aumento do direcionamento para nichos protegidos,
aumento da sobrevivéncia e proliferacdo, bem como modulagdo das respostas imunes
em direcdo a tolerancia (Vaisitti et al., 2018, 2019).

Por outro lado, a expressao de CD38, como parte do sistema purinérgico, € mais
incipiente e carece de aprofundamento. Dessa forma, o nivel de expressdo de CD38 nas
subpopulacdes de linfocitos B e células Tregs encontra-se significativamente diminuido
no grupo LLA-B se comparado ao grupo controle, independentemente do grupo de risco
(padrdo, intermediario ou alto). CD38 esta envolvida na quimiotaxia e homing de
leucdcitos; esta localizada na sinapse imune em contato proximo com os receptores dos
linfocitos T e B, mondcitos e células NK; além de desempenhar varias outras funcoes
enzimaticas, incluindo atividades NAD+glicohidrolase, ADP-ribosil ciclase e ADP-
ribose ciclico hidrolase. A expressdo de CD38 nas células do sistema imunolégico €
variavel: CD38 é altamente expresso em precursores de células T e em timdcitos duplo-
positivos CD4+CD8+. Em contraste, as células T maduras tém baixos niveis de CD38,
mas apos a ativacdo mitogénica elas regulam positivamente sua expressao; da mesma
forma, os progenitores de celulas B tém CD38 de superficie, enquanto os linfdcitos B
maduros e virgens tém CD38 baixo e a ativacao induz a re-expressdo de CD38. Embora

CD38 ja tenha sido aplicada na maturacdo, proliferacdo e producdo de citocinas de
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células T e B, seu papel nas células B néo esta claramente definida, principalmente em
comparacdo com as evidéncias nas células T que sdo mais robustas (Hamblin et al.,
2002; Fernandes, 2006).

Zupo e colaboradores estudaram a expressdo de CD38 nas células B do sangue
periférico de pacientes com LLC-B e observaram que algumas células expressaram
CD38 em abundancia, enquanto a expressdo foi baixa a ausente em outro grupo de
pacientes. A expressdo de CD38 identificou um subconjunto de células B com
propriedades funcionais definidas, incluindo a propensdo a sofrer apoptose e uma
rdpida mobilizacdo de célcio intracelular apos reticulacdo de imunoglobulina de
superficie (slg); enquanto a expressdo baixa a ausente de CD38 identificou outro
subconjunto de células B com propriedades definidas, incluindo resisténcia a sofrer
apoptose e ndo responder a estimulagdo com anticorpos anti-lgM. Essas observacdes
levantam uma série de questdes sobre o papel de CD38 na ativacdo de células B,
mobilizacdo de calcio e apoptose (Zupo et al., 1996). Sabe-se que o nivel de expressdo
de CD38 se correlaciona com a funcéo supressora das células Tregs (X. Feng et al.,
2017), onde a baixa expressdo pode definir um subconjunto de Treg com capacidade
imunossupressora reduzida (Patton et al., 2011; Krejcik et al., 2016; Tai & Anderson,
2016). Portanto, menor expressdo de CD38 em linfécitos B pode estar associado a
menor ativacdo dessas células, bem como menor expressdo de CD38 em células Tregs
pode estar definindo um subconjunto celular com menor capacidade de reduzir a
atividade ou eficiéncia do sistema imunoldgico, ou maior maturacéo celular, embora

melhor compreensdo desses meandros ainda seja necessaria.

Com relagdo a CD39 e CD73, observamos um aumento significativo, no grupo
LLA-B, para o nivel de expressdao de CD39 e CD73, bem como na frequéncia da dupla
marcacdo CD39+CD73+, na populacdo de células Bregs. Quando classificamos os
pacientes em grupos de risco, observamos um aumento significativo no grupo LLA-B
risco padrédo para o nivel de expressao de CD39 na subpopulacéo de células Bregs. Ja
foi observado que as células Bregs sdo capazes de suprimir células T efetoras a partir
da producgéo de ADO e IL-10. De fato, a producdo de ADO, pela superexpresséo de
CD39 e CD73 nas Bregs, ndo apenas desencadeou a inibicdo de células T, mas também
0 aumento da frequéncia dos proprios linfocitos Bregs (Figueiro et al., 2016). Além
disso, Kaku e colaboradores demonstraram um novo papel regulador dos linfécitos

Bregs que expressam CD39 e CD73, na colite experimental, através da geracdo de ADO
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de maneira independente de IL-10 (Kaku et al., 2014). Foi observado na LLC que a
adaptacdo metabdlica induzida pelo eixo hipdxia-ADO nas células B leucémicas
sintoniza a producdo e liberagdo de citocinas e favorece a aquisi¢do de um fenétipo B
regulatorio, definido por uma regulacdo positiva de IL-10 (DiLillo et al., 2013).
Achados, portanto, ligam hipdxia e ADO gerado por CD73 em um eixo comum
destinado a remodelar um nicho favoravel ao tumor com caracteristicas

imunossupressoras e de suporte ao tumor (Serra et al., 2016).

Na populacdo de linfocitos T CD8+, também observamos um aumento
significativo na frequéncia da dupla marcagdo CD39+CD73+ no grupo LLA-B. Estudo
recente destaca que a co-expressao de CD39 e CD103 (que esta envolvida na adeséo e
ativacdo) identifica um subconjunto de células T CD8+ reativas em tumores humanos
solidos (Duhen et al., 2018). Além disso, evidéncias mostram que o microambiente
tumoral elicia um subconjunto de células T CD8+ funcionalmente exaustas criando
condi¢des que induzem a expressdo de CD39 na superficie celular, uma molécula
imunossupressora que pode ser terapeuticamente direcionada para restaurar a funcao
das células T efetoras (Canale et al., 2018). Foi observado em pacientes com LLC que
alta expressdo de CD39 em células T CD4+ e CD8+ est4 associado a um estagio
avancado da doenca (Pulte et al., 2011). Ainda, em um modelo de linfoma folicular
(LF), a hiporesponsividade das células T infiltradas pode ser parcialmente revertida
pelo bloqueio dos receptores de ADO ou inibidores da atividade de CD39, 0 que sugere
que o desmantelamento de ATP e a sinalizacdo de ADO poderiam ser responsaveis pela
anergia das células T favorecendo a expansdo do LF (Hilchey et al., 2009). As células
Bregs e os linfécitos T CD8+ também podem estar produzindo mais ADO pela via
candnica do sistema purinérgico, visto que ha mais CD39 para converter ATP em AMP,
substrato da ectonucleotidase CD73 para a producdo de ADO. Maior producdo de ADO
leva a maior imunossupressdo e evasdo imunolégica, podendo esta levar a progressdo
da LLA-B. Ainda, a expressao de CD39 em células T CD8+ no sangue periférico de
pacientes com LLA-B pode estar marcando exaustdo e reatividade ou
hiporesponsividade, pois esse comportamento ja foi observado em tumores solidos e
hematopoieticos (Hilchey et al., 2009; Y. Lee et al., 2019).

A inflamacdo é uma resposta imune ao dano e € mediada principalmente por
citocinas, que desempenham papéis importantes na modulagdo da sobrevivéncia

celular, proliferacéo, diferenciagéo e resposta imune (B. Zhang et al., 2012; Welner et
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al., 2015). As citocinas séo classificadas como pro-inflamatdrias (por exemplo TNF,
IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-12) e anti-inflamatorias (por exemplo IL-10 e TGF-B)
(Zappavigna et al., 2020; Jiménez-Morales et al., 2021). Nossa analise de marcadores
inflamatorios no sangue periférico de pacientes com LLA-B (capitulo 2) constatou uma
diminuicdo estatisticamente significativa na concentracdo de TNF e IL-1B. Foi
demonstrado que TNF é produzido por células B normais e funciona como um fator de
crescimento e diferenciacdo autdcrino para tais células (Kehrl et al., 1987; Sung et al.,
1988; Rieckmann et al., 1991). Em algumas malignidades, como LLC-B e leucemia de
células pilosas, foi sugerido que essa citocina possa representar um fator de crescimento
autocrino nessas neoplasias (Cordingley et al., 1988; Luo et al., 1993). O TNF inibe o
crescimento de células progenitoras hematopoiéticas normais, mas paradoxalmente
aumenta a proliferacdo de células neoplasicas em pacientes com neoplasias
mieloproliferativas, sindrome mielodisplasica e anemia de Fanconi (Verma et al., 2002;
Fleischman et al., 2011; Garbati et al., 2016). A IL-1 é reguladora mestre da inflamacéo,
imunidade inata e hematopoiese. Existem duas formas de IL-1, IL-1a e IL-1p que
apresentam atividades bioldgicas semelhantes, embora difiram na maneira como séo
processadas e secretadas (O’Neill, 1995; Carey et al., 2017). A IL-1B ¢ secretada
extracelularmente e sabe-se que pacientes com alta expressao tém risco aumentado de
metastase e mau prognéstico em doencas tumorais sélidas (Voronov et al., 2003). Os
resultados apresentados sugerem que a menor concentragdo de TNF no sangue
periférico pode estar associado a maior proliferacdo de células progenitoras
hematopoiéticas, porém menor proliferacdo e diferenciacdo de células B. Por outro
lado, a menor concentracdo de IL-1p pode estar definindo um microambiente menos
propenso a sobrevivéncia e crescimento das células neoplésicas na LLA-B. A hipdtese
dos autores é que mesmo tendo um aumento das células imunes na LLA-B, estamos
observando menos citocinas pro-inflamatorias, principalmente TNF e IL-1B, na
circulacdo dos pacientes e este fator pode estar relacionado a uma possivel exaustdo
imunologica. Mesmo com valores altos de linfécitos circulantes no sangue periférico,
provavelmente estas células ndo conseguem desempenhar de forma eficiente suas

fungdes, como, por exemplo, secre¢do de citocinas pro-inflamatorias.

Vale ressaltar que citocinas especificas determinam o destino das células T
auxiliares (Th) (Zhu & Paul, 2010), sendo a presenca de populagdes funcionais de

células Th fundamentais para uma resposta antitumoral eficaz (Flynn & Stockinger,
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2003). Ja se sabe que na LMA a disfuncéo das células T é, pelo menos parcialmente,
consequéncia de uma rede de citocinas desregulada e a disfuncdo das sinapses
imunoldgicas entre as células T ativadas e os blastos da LMA (Le Dieu et al., 2009).
Como outra possivel hipétese para disfuncéo das células T a desregulacdo das citocinas
como TNF e IL-1B pode ser o fator responsavel, pelo menos em parte. Portanto, o
restabelecimento da homeostase das citocinas (citocinas anti-inflamatdrias inibindo a
proliferacdo de células leucémicas e mantendo sob controle a expressdo e funcéo de
citocinas pro-inflamatdrias) pode significar um maior beneficio para os pacientes com
LLA-B.

Outro fator importante que tem impacto significativo no curso do cancer é a
composicdo bioguimica do microambiente tumoral e, eventualmente, do sangue
periférico, cujo papel é cada vez mais enfatizado no caso das neoplasias hematologicas
(Duarte et al., 2018; R. Kumar et al., 2018). J& foi relatado que os nucleotideos e
nucleosideos de purina sdo componentes significativos do microambiente da medula
0ssea na LMA (Rossi et al., 2012). Os nucleotideos de adenina (ATP) séo liberados no
espaco extracelular a partir de células necroticas e inflamatorias ou células tumorais (Di
Virgilio & Adinolfi, 2017). Ao longo do crescimento neoplésico, os nucleotideos de
adenina e adenosina, componentes abundantes do microambiente tumoral, sdo potentes
moduladores da resposta imune, como, por exemplo, no controle da liberacdo de
citocinas, desempenham um papel fundamental nas interacbes hospedeiro-cancer e
modulam o crescimento de células tumorais (Di Virgilio, 2012; Puchatowicz et al.,
2020). Nossa analise de nucleosideos/nucleotideos de adenina extracelulares no sangue
periférico de pacientes com LLA-B (capitulo 2) constatou um aumento na concentragédo
de AMP e uma diminuicdo na concentracdo de ADO. Sabe-se que o AMP pode ser
usado como ligante para ativar receptores de adenosina, principalmente o receptor Al
(Rittiner et al., 2012; Puchatowicz et al., 2020). A captacdo intracelular de adenosina
também pode estar ocorrendo, diminuindo sua concentracdo no espaco extracelular e
por consequéncia minimizando seus efeitos (Belardinelli et al., 1982). A captacédo
oportunista de nutrientes extracelulares através de multiplos mecanismos endociticos
tem sido descrita como uma caracteristica primaria do metabolismo do cancer (Pavlova
& Thompson, 2016; Vultaggio-Poma et al., 2020). Por exemplo, a captagdo de
adenosina é o principal efetor da toxicidade do ATP em células do cancer cervical

(Mello et al., 2014). Observamos diferengas na expressao das ectonucleotidases CD39
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e CD73 e alteracBes nos metabolitos AMP e ADO; portanto, podemos sugerir que um
rearranjo de funcdo pode estar ocorrendo na via canonica de producdo de ADO do

sistema purinérgico na LLA-B.

Como limitagdes no capitulo 1 do nosso estudo, trabalhamos apenas com sangue
periférico. Seria interessante avaliar também as amostras de medula 6ssea de pacientes
com LLA-B, bem como de sujeitos saudaveis, para compararmos com os resultados
significativos obtidos nos experimentos in silico; o tamanho amostral e o nimero
reduzido de marcadores aplicados ex vivo também sdo limitantes reconhecidos. No
capitulo 2 do nosso estudo, ndo avaliamos o nivel de expressao das ectonucleotidases
na série neutrofilica, monocitica e células NK, podendo a diferenca de expressdo de

CD38 estar principalmente nesses subconjuntos de células.

Nas andlises in silico (capitulo 1), utilizamos uma coorte grande de pacientes,
dados obtidos de um banco de dados de livre acesso, dando grande poder estatistico as
nossas analises. Porém, destacamos que dos 289 pacientes com LLA-B, 68,5%
apresentavam amostras de medula dssea. Talvez por este motivo ndo visualizamos
diferenca significativa na expressdo dos genes purinérgicos em amostras de sangue
periférico nessa coorte. JA& nos experimentos ex vivo presentes no capitulo 1 e 2,
respectivamente, analisamos amostras de sangue periférico de uma populagdo de 15
pacientes com LLA-B; sendo a populagdo de pacientes dos experimentos do capitulo 1
estratificada ou ndo em dois grupos: DRM<0,1% (n=6) e DRM>0,1% (n=9), e a
populacdo de pacientes dos experimentos do capitulo 2 estratificada ou ndo em trés
grupos de risco: padrdo (n=6), intermediario (n=4) e alto (n=5). Embora o célculo do n
amostral para os experimentos ex vivo de ambos os capitulos tenha se baseado na
variacdo significativa dos valores experimentais em analises semelhantes publicadas, a
grande diferenca amostral entre as andlises in silico x ex vivo pode estar impactando na
relevancia estatistica dos resultados. Ainda, devemos levar em consideracdo que nas
analises transcriptomicas trabalhamos com toda a informag&do de mRNA presente na
amostra. Portanto, trabalhamos com a informacé&o genética presente em todas as células
(saudaveis e leucémicas), o que difere das andlises ex vivo onde analisamos

subpopulacdes celulares especificas.

Mesmo ndo tendo estratificado a coorte de pacientes no experimento in silico,

achamos interessante estratificar nos experimentos ex vivo. Nos experimentos do
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capitulo 1, estratificamos os pacientes quanto a presenca de DRM. J& nos experimentos
do capitulo 2, foi utilizada a estratificacdo de risco (padrédo, intermediario e alto)
realizada pelo corpo clinico do Servico de Hematologia Clinica e do Servico de
Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), de acordo com
0 protocolo IC-BFM 2009. Ja foi postulado que a DRM pode estar associada a
alteracdes na expressao génica, tendo um impacto prognostico significativo (Flotho et
al., 2006). Portanto, utilizamos esta variavel para associar ao significado prognostico
da expressdo génica das ectonucleotidases. Ja os grupos de risco padrédo, intermediario
e alto sdo usados clinicamente para planejar melhores tratamentos, sendo baseada em
um conjunto de fatores clinicos e bioldgicos, portanto utilizamos esta estratificacdo
mais robusta para associar ao efeito e funcdo da expressdo das ectonucleotidases na
populacédo de linfécitos dos pacientes com LLA-B.

Com os resultados dos experimentos in silico e ex vivo do capitulo 1 desta tese,
observamos que a associacdo entre a expressao do gene NTS5E e o progndstico
claramente merece maior investigacdo; porém, podemos sugerir que as medidas da
expressdo de NT5E em amostras de medula 6ssea podem auxiliar, no futuro, a
identificar pacientes com pior progndstico e mais propensos a progressdo da doenca.
Nossos estudos também apresentam a expressdo da proteina CD38 como um
biomarcador independente util que permite predizer a evolucao da doenga, destacando
sua relevancia ndo apenas em blastos, mas principalmente em células imunes em
amostras de sangue periférico. Futuras investigacdes experimentais podem tentar
entender os mecanismos subjacentes ligados a elevacdo da expressdo de CD38 em
células imunes do sangue periférico de pacientes com LLA-B e o porqué isso pode ser
um indicativo de pior prognostico. Com os resultados dos experimentos ex vivo do
capitulo 2 desta tese, conforme resumido no esquema 1, destacamos o potencial papel
da sinalizacdo purinérgica em varios subconjuntos de células imunes e avaliamos o
perfil imunolégico de pacientes LLA-B no momento do diagnostico em comparagao

com sujeitos saudaveis e estratificamos os pacientes de acordo com a alocacéo de risco.
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Esquema 1. llustracdo esquematica representando a nossa hipdtese de que sdo varios
mediadores e moduladores imunologicos, bem como a abundéncia e o estado de ativacdo de
diferentes tipos celulares que ditam em que direcéo o equilibrio é inclinado, se anti- ou pro-
tumoral. Na direcdo anti-tumoral, salientamos o papel da expansdo das células B; menor
concentragdo das citocinas pro-inflamatorias TNF e IL-1B; menor concentragdo de ADO
(molécula imunossupressora) e, por consequéncia, maior concentragio de AMP.
Hipotetizamos, ainda, que células Tregs que expressam menos CD38 podem representar uma
subpopulacdo com capacidade imunossupressora reduzida. Ja na diregdo pro-tumoral,
salientamos a maior expansdo de células T CD4+ e T CD8+ com fendtipo de exaustdo; maior
expansao de células Tregs. Hipotetizamos que baixa expressao de CD38 em células B pode
estar associado a menor ativacdo dessa subpopulagdo celular. Ainda, ha evidéncias que nos
levam a acreditar que um subconjunto de células T CD8+ funcionalmente exaustas pode criar
condi¢des que induzem a expressao de CD39 na superficie celular. Também ha evidéncias que
sugerem que a superexpressdo de CD39 e CD73 nas células Bregs desencadeia inibicdo de
células T e aumenta a frequéncia dos préprios linfécitos Bregs. Tanto os Bregs quanto os
linfocitos T CD8+ também podem estar produzindo mais ADO pela via candnica de produgdo
de ADO do sistema purinérgico, contribuindo para o perfil pré-tumoral [Imagem de autoria
propria, 2023].

E a expressdo de varios mediadores e moduladores imunoldgicos, bem como a
abundancia e o estado de ativacdo de diferentes tipos de células que ditam em que
direcdo o equilibrio é inclinado e se a inflamag&o promove o crescimento do tumor ou
a imunidade antitumoral (Smyth et al., 2006; Lin & Karin, 2007). Em neoplasias

estabelecidas esse equilibrio é profundamente inclinado para a imunidade pro-tumoral,
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especialmente no momento do diagnostico dos pacientes onde ainda nao ha intervencéo
terapéutica (Grivennikov et al., 2010). Embora nenhum modulador imunolégico unico
possa reproduzir fielmente a complexidade da imunidade no céncer, sendo dificil
avaliar o impacto geral da imunidade e da inflamag&o nos eventos tumorigénico, uma
combinacéo selecionada de mediadores pode estar envolvida em eventos-chave que
levam a progressao do tumor e evasdo imunologica. No entanto, € seguro assumir que
a modulagdo imune que promove a neoplasia e a imunidade antitumoral coexistem em
diferentes pontos ao longo do caminho do desenvolvimento e progressdo neoplasica
(Bui & Schreiber, 2007; Swann et al., 2008). No contexto da LLA-B, no momento do
diagnostico e das redes metabolicas especificas das circunstancias que acompanham
esta tese, sugerimos que esse perfil de expressdo de ectonucleotidases na populacéo
linfocitéria esteja inclinado para a exaustdo e evasdo imune, onde cada tipo celular
estaria utilizando de meios heterogéneos de sinalizacdo celular dependendo do contexto
metabolico. Portanto, no contexto da LLA-B, esse equilibrio estd profundamente
inclinado para a imunidade pré-tumoral, ainda mais no momento do diagndstico dos
pacientes onde ainda ndo h& intervencdo terapéutica. Obviamente, com a nossa
discussdo e esquema final, ndo temos a pretensdo de explicar a complexidade da
imunidade no cancer, mas apenas buscar uma didatica para as variaveis apresentadas
nessa tese. Portanto, entendemos que mais estudos sejam necessarios para fornecer
informacdes valiosas sobre as caracteristicas purinérgicas em pacientes com LLA-B
para otimizar a alocacdo de risco, para evitar o tratamento excessivo ou insuficiente dos
pacientes, para propiciar a descoberta de biomarcadores prognosticos mais robustos,
bem como o desenvolvimento de novos agentes antileucémicos e estratégias

terapéuticas.
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6. CONCLUSAO

Esta tese de doutorado visou avaliar o papel das ectonucleotidases como
possiveis biomarcadores progndsticos e alvos terapéuticos em leucemia linfocitica
aguda do tipo B (LLA-B), com o intuito de propor uma assinatura génica e proteica
dessas enzimas com valor preditivo de desfecho. Através das analises in silico e ex vivo
de duas coortes distintas de amostras de pacientes com LLA-B foi possivel identificar
que a alta expressdao de mMRNA NT5E é um fator progndstico independente e adverso
na LLA-B e é capaz de estratificar os pacientes para pior prognoéstico. Ainda, foi
possivel identificar que uma maior expressdo proteica de CD38 em leucdcitos parece
estar associado a um pior progndstico em pacientes com LLA-B, implicando que a
expressao de CD38 pode ser um parametro para a progressao da doenca. A expressao
de CD38 em leucdcitos tem potencial como indicador prognostico, em especial, porque
estd prontamente disponivel a partir de uma amostra de sangue periférico, sendo
facilmente medida. Além disso, a analise da expressdo de CD38 pode permitir a
identificacdo de um subconjunto de pacientes com melhor/pior prognostico dentro de
um grupo de prognostico presumivelmente ruim/bom (através das estratificacdes de
risco atuais); isso € particularmente importante no manejo de pacientes nos estagios

iniciais da doenca.

Ainda, ao explorar o efeito e funcdo das ectonucleotidases em subpopulagdes
linfocitarias especificas de pacientes com LLA-B, observamos uma menor expressao
de CD38 em linfécitos B e células Tregs e aumento da expressdo de CD39 e CD73 na
populacdo de células Bregs, indicando que cada tipo celular utiliza de meios
heterogéneos de sinalizacdo celular dependendo do contexto metabolico. No contexto
da LLA-B, no momento do diagnostico, acreditamos que esse perfil de expressdo de
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ectonucleotidases na populacéo linfocitaria esteja inclinado para a exaustdo e evasao

imune.

Em concluséo, a expressdo génica de NT5E e proteica de CD38 em leucocitos
tem potencial para ser biomarcadores prognosticos em pacientes com LLA-B, podendo
ser utilizados para uma melhor estratificacdo dos pacientes. Ainda, como
imunomoduladores, a expressao de ectonucleotidases pode estar associada a estados de
ativacdo, bem como a abundancia de diferentes subconjuntos celulares. Observamos
um perfil de expressdo associado a imunidade pré-tumoral em pacientes com LLA-B

no momento do diagnostico, estando associado a exaustdo celular e evasao imune.

A presente tese de doutorado pode contribuir para o entendimento da
imunomodulacdo na LLA-B, bem como trazer contribui¢des na avaliagdo de possiveis
biomarcadores purinérgicos para o prognostico dessa patologia. Tais descobertas abrem
perspectivas para complementar o monitoramento dos pacientes e para o controle da
expressdo das ectonucleotidases através de interacdo terapéutica, podendo, dessa forma,
ativar o sistema imune contra a progressao da LLA-B. Novos biomarcadores séo
necessarios para aumentar a precisao no prognéstico devido a heterogeneidade desse
grupo de neoplasia, para que sejam definidas as medidas de tratamento mais adequadas
e, consequentemente, para que haja uma melhoria na sobrevida dos pacientes associada

ao tratamento da LLA-B.
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7. PERSPECTIVAS

Pretende-se avaliar amostras de medula dssea de pacientes com LLA-B, bem
como realizar novas analises com um tamanho amostral maior e mais marcadores
aplicados ex vivo. Também avaliaremos o nivel de expressdo das ectonucleotidases na
série neutrofilica, monocitica e células NK, podendo a diferenca de expressdo de CD38,

principalmente, estar nesses subconjuntos de células ndo analisadas na presente tese.

Para confirmar a assinatura proteica de CD38 em amostras de sangue periférico
de pacientes com LLA-B como fator prognoéstico, pretende-se realizar um estudo
retrospectivo  (pesquisa quantitativa, observacional, longitudinal, analitica e
aleatorizada). O trabalho sera auto-controlado do tipo antes e depois, consistindo na
analise de dados previamente armazenados de amostras de sangue periférico e medula
Ossea de pacientes com LLA-B que foram coletadas no periodo de utilizacdo do painel
de imunofenotipagem ALOT (do inglés, Acute Leukemia Orientation Tube)
(EuroFlow) pela Unidade de Hematologia e Citometria de Fluxo do HCPA. Pretende-
se avaliar a expressdo de CD38 em subpopulacdes celulares nas amostras obtidas no
momento do diagnostico e apos o tratamento, quando a primeira deteccdo de DRM (as
seguintes DRMs também poderdo ser avaliadas, quando disponiveis), e sera
correlacionada com o progndstico e dados clinicos e laboratoriais dos respectivos
pacientes, como idade, sobrevida, remissdo, DRM, alteracdes citogenéticas e outros, 0s

quais serdo disponibilizados pelo Servigo de Hematologia do HCPA.

Visto que as células imunes também sdo moduladas por vesiculas e
nanoparticulas extracelulares, veiculos bioativos importantes que as células leucémicas
usam para transformar seus arredores em um microambiente que suporte seu

crescimento e sobrevivéncia, enquanto inibe o sistema imunologico e a hematopoiese
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normal, faz-se necessario mais pesquisas a respeito das ectonucleotidases em vesiculas
e nanoparticulas extracelulares e o papel dessas vesiculas e nanoparticulas na
modulagdo do sistema imune no contexto da LLA-B. Para isso, pretende-se isolar,
utilizando coluna de cromatografia por exclusdo de tamanho com sepharose, vesiculas
e nanoparticulas extracelulares presentes no plasma de pacientes com LLA-B e
comparar com as vesiculas e nanoparticulas extracelulares de sujeitos saudaveis, quanto
as seguintes caracteristicas: tamanho (nm; utilizando equipamento NanoSight),
concentracdo de particulas (n° de particulas/ml; utilizando equipamento NanoSight),
teor de proteina total (ug/ulL; utilizando kit de ensaio de acido bicinconinico) e
fenotipicamente através de marcadores classicos CD9, CD63 e CD81 e marcadores

purinérgicos CD38, CD39 e CD73 (através de citometria de fluxo).

Para avaliar o papel funcional dos linfécitos Bregs derivados das células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com LLA-B na regulacdo das
respostas dos linfécitos T, podemos realizar experimentos in vitro, através de co-
cultura, inibindo ou ndo as ectonucleotidases, analisando a secrecdo de citocinas;
ativacdo, proliferacdo e morte dos linfécitos, bem como o metabolismo extracelular do
ATP. Por fim, para confirmar o impacto do sistema purinérgico como um todo
pretende-se realizar uma caracterizacdo a nivel proteico dos principais receptores do

sistema purinérgico em amostras de sangue periférico de pacientes com LLA-B.
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9. ANEXOS

9.1 Carta de Aprovacédo do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacio do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre para o projeto 2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

UF%GS HOSPITAL DE
CLINICAS
D00 CanDA BO Sk PORTO ALEGRE RS

S e it
R

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

Carta de Aprovagio
Projeto
2018/0401
Pesquisadores: /&
yr o8 *knu cu,u 5
ALESEANDI Rk APARECIDA PAZ Q. .

p,h.r\'v'w dew ’\J . M\ NeS

'; — L2U ,YI,Y"\
VITORIA BRUM DA SILVA NUNES FA;ﬁ;IO FIGUEIRO LIANE‘ STEVES DT

Y W= j Nj
@;MARIA OLIVEIRA BAﬁ'ASTINI ' V&‘}\RIELA G%\ANERO FARIAS FABIANE SPAG t PEDRAZZANI

Nimero de Participantes: 46

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

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

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

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

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo de Pesquisa e Pés-
Graduagao (GPPG).

Impresso do sistema AGHU-Pesquisa por CRISTIAN FIDALGO CABRAL em 22/10/2018 21:03:47
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9.2 Termo de Compromisso para Utilizacao de Dados Institucionais do Grupo de Pesquisa

e Pds-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para o projeto 2018/0401

(CAAE:93973218110015327)

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagéo

JG
ar

Termo de Compromisso para Utilizagao de Dados Institucionais

Titulo do Projeto

Cadastro no GPPG
Avaliagao de possiveis biomarcadores purinérgicos para
leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a
imunomodulagio.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar as
informagdes institucionais que serdo coletadas em bases de dados do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas informagdes serdo
utilizadas Unica e exclusivamente para execugdo do presente projeto. As
informacées somente poderdo ser divulgadas em atividades académicas e
cientificas, no contexto do projeto de pesquisa aprovado.

Porto Alegre, M de _ Julho de 201§.

T

Nome dos Pesquisadores Assinatura

Vitéria Brum da Silva Nunes u(’n}.a Do e Glsal
Alessandra Aparecida Paz _A/Ltw“ar\,,u. Ao e
Liane Esteves Daudt "

i i TR . (-—:\ ;
Mariela Granero Farias A,\\S@‘n" \ % Nu o

Fabiane Spagnol Pedrazzani 1.0 A
%“‘5 Vs

Ana Maria Oliveira Battastini

(&\A‘}r&we Byt

Fabricio Figueird W
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9.3 Termo de Compromisso para Utilizacdo de Material Bioldgico e InformacGes
Associadas do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre para o projeto 2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagio

It
¢

Termo de Compromisso para Utilizagdo de
Material Biolégico e Informagdes Associadas

Titulo do Projeto Cadastro no GPPG
Avaliacéo de possiveis biomarcadores purinérgicos
para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com
a imunomodulagéo.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos materiais bioldgicos estdo mantidos em
biorepositérios, bem como de suas respectivas informagées associadas, contidas
em prontuarios e bases de dados do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Concordam, igualmente, que estas informagdes serao utilizadas unica e
exclusivamente para execugdo do presente projeto. As informacées somente
poderao ser divulgadas de forma anénima.

PortoAIegre,ﬂdejulho de201¥ .

Nome dos Pesquisadores Assinatura

Vitéria Brum da Silva Nunes \mo'r.q B daSla N.Cnr»'
Alessandra Aparecida Paz M omga g

Liane Esteves Daudt : ?" /5 /

Mariela Granero Farias \&/Qm;s;. 5 3’0\@\
Fabiane Spagnol Pedrazzani %J%?WJ

Ana Maria Oliveira Battastini (é;wa Mt Py e 20 ]
Fabricio Figueird %u %
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9.4 Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados do Grupo de Pesquisa e P0s-
Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para o projeto 2018/0401
(CAAE:93973218110015327)

J4

ac Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao

Termo de Compromisso para Utilizagdo de Dados

Titulo do Projeto

Cadastro no GPPG
Avaliagdo de possiveis biomarcadores purinérgicos
para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a
imunomodulagio.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos dados seréo coletados em prontuarios e bases de
dados do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas
informagdes serdo utilizadas dnica e exclusivamente para execugao do presente
projeto. As informagées somente poderéo ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, 44 de _TYolho de 201%.

Nome dos Pesquisadores Assinatura
Vitéria Brum da Silva Nunes Ho,.n’%q.m\ i C\\\r!xm(on
7
Alessandra Aparecida Paz }({,L}"’-{:”\/b-ﬁt—"w" Y j
Liane Esteves Daudt : | / {&
steves Dau {{ Z
. . P ~ —
Mariela Granero Farias #{\g\p&u \q\ Yonions.

Fabiane Spagnol Pedrazzani gﬂ’ﬁm <

Ana Maria Oliveira Battastini
M Moo lead Dbt

Fabricio Figueiré : %
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9.5 Formulario de Delegacdo de Fun¢des do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para o

projeto 2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

UFRGS
HOSPITAL DE "l-vv ﬁ‘\
CLINICAS ‘\wvnal-
PORTO ALEGRE RS
FORMULARIO DE DELEGAGAO DE FUNGOES
Titulo: .
; Avaliagdo de possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a
imunomodulagéo.
Cadastro GPPG: [caae: |
Pesguisador Responsavel (PR): | Alessandra Aparecida Paz
Nome Formacio Assinatura Rubrica | Fungdes atribuidas | Periodo delegag¢do
(ver lista abaixo) Inicio Fim
Vitéria Brum da Silva Nunes = 15 ;
@aoqv)@@‘nﬂw %.’,D,:.O( mhtgnwbﬁ%m_ﬁﬁ; %. ﬁ.P .; _ﬁo. @,\J\ w_o .@\_CMLU.G__M O—\Om NN.OND
Fabricio Figueird e = < . 9 ]
g taromac. \%u_qw_.:n.;mno Gl W\Q\éﬂ\\ ﬁw\l 5 .ho AO ___p .’M\ 15/oc/201% o_\om\m.ﬁo
Ana Maria Oliveira Battastini m.ﬁt&.f\ &54&1?? //J\(A{ . n&?m : O. G ,>O 43 BP ,mho&mo_m o/o3/zozo
Fabiane Spagnol Pedrazzani g?ﬁg rp@% rM\ Ly _n\b_?,\*,oo,&.__o 15/06/21% |01/03/ 2020
Mariela G Fari L == o
: Ll ormoac . m‘_ﬁ.tz,._zi fIw_\ ; .ou_nu ,\A\.p nw 40 G\om"\zo_w Q\owxmowo
Liane Esteves Daudt ZNEE .tu\iurﬁva ,V‘%M« 13 . L 490 S loclmiy 01/03/2,50)

Funcdes Atribuidas:

. Cadastrar e atualizar projeto

Realizar comunicagdo com o CEP

Assinar documentos de encaminhamento ao CEP
Conduzir processo de consentimento

Organizar material do estudo

o

Declaragdo do Pesquisador Responsavel:

6. Realizar consultas de vhc.mm

7. Realizar entrevistas de pesquisa

8. Realizar exames de pesquisa

9. Aplicar instrumentos de coleta de dados
10. Analisar dados coletados

Confirmo que as pessoas listadas sdo qualificadas e foram devidamente treinadas para as fungdes atribuidas.
Delego as respectivas fungdes, as quais serdo realizadas sob minha supervisdo. Entendo que sou o responsavel final pela condugdo da pesquisa.

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Largo Eduardo Z. Faraco - CEP $0035-903 - Porto Alegre, RS = Brasil - CNPJ 87 020 517/0001-20 - Fone (51) 3359 8000 — e-mail: hcpa@hcpa. ufrgs br

Ho—+

11. Gerenciar estudo

12. Gerenciar recursos financeiros do estudo

13. Qutra:

14. Qutra:

15. Outra:

[UARP/GPPG) Versio 2 Agosto 2013
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9.6 Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Plataforma Brasil para

0 projeto 2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

Wn’p MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Satde - Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa:

AVALIAGAO DE POSSIVEIS BIOMARCADORES PURINERGICOS PARA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA) E SUA RELAGAO COM A
IMUNOMODULAGAO

2. Numero de Participantes da Pesquisa: 46

3. Area Tematica:

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 2. Ciéncias Biologicas

PESQUISADOR RESPONSAVEL

013 nes “EME;‘S
o anseni®d

5. Nome:
Alessandra Aparecida Paz
6. CPF: 7. Enderego (Rua, n.°):
892.446.130-34 JOAO PESSOA 437 cenlro 1003 PORTO ALEGRE RIO GRANDE DO SUL 90040000
8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Qutro Telefone: 11. Email:
BRASILEIRO (51) 9739-3221 ales.paz@gmail.com
Termo de Compromisso: Dec!aro que conhego e prirei os isitos da Resolug@o CNS 466/12 e suas ple . Comp a
ulilizar os iai e dados exclusi para os fins previ no protocolo e a publicar os ltados sejam eles f: aveis ou ndo.
Aceito as idades pela dugdo cientifica do projeto aclma Tenho ciéncia que essa folha sera ao projeto devid: t inad:
por todos os resp is e fara parte ir da ¢ao do mesmo.
(
" : I Kg L - o o
Data: QO 1 Q0 / '&\,\,\C\,\_uc O f oAt
v u ' gr,\W‘
Assinalura (\6( 200
?‘\ % vn(\\m =}

INSTITUIGAO PROPONENTE S

12. Nome: 13. CNPJ: 14. Unidade/Orgao: -
Hospital de Clinicas de Porto Alegre 87.020.517/0001-20
15, Telefone: 16. Oulro Telefone:

(51) 3359-7640

Termo de Compromisso (do r avel pela ir icdo ): Declaro que conheco e prirei isitos da Resolug&o CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta lnslllmcéo tem dicoes para o desenvol deste prolslo aulonzo sua execugao.
Responsavel: CPF:
Cargo/Fung&o:
Data: / 1
Assinatura

PATROCINADOR PRINCIPAL

Nao se aplica.
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9.7 Parecer Consubstanciado do CEP da Plataforma Brasil para o projeto 2018/0401
(CAAE:93973218110015327)

UFRGS - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE ‘G QBiovqfiorme
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DE POSSIVEIS BIOMARCADORES PURINERGICOS PARA LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA (LLA) E SUA RELACAO COM A IMUNOMODULAGAO

Pesquisador: Alessandra Aparecida Paz

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 93973218.1.1001.5327

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.968.192

Apresentacdo do Projeto:

A LLA & uma doenga caracterizada por uma proliferagéo descontrolada de células clonais e por impedir a
maturagao de células progenitoras linfoides na medula 6ssea, resultando em leucocitose. A modulagéo do
sistema imune, no contexio das neoplasias hematologicas, esta associada, pelo menos em parte, por
alteragdes no sistema purinérgico. Este sistema é composto por enzimas como a ectonucleotidase CD39
(ENTPDase1/CD39), a ecto-5'-nucleotidase CD73 (ecto-5'-NT/CD73) e a adenosina deaminase/CD26
(ADA). A adenosina (ADO), nucleosideo extracelular resultante da degradagao do ATP, pode participar na
criagao de condigbes faveraveis que promovem o crescimento e a sobrevivéncia do cancer, enguanto
suprime as respostas imunitarias do hospedeiro. Em humanos, linfécitos B ativados sao capazes de produzir
AMP e consequentemente adenosina, pela presenga de CD39 e CD73 na membrana plasmatica, onde a
subpopulagao CD38high CD39high é capaz de inibir a proliferagdo de linfocitos Teff. Nesse contexto,
linfécitos Treg tém sido descritos por expressar a enzima CD39 em sua membrana, com baixa expressao de
CD73. As células imunes também sdo moduladas pelos exossomos, vesiculas extracelulares originadas do
compartimento endossomal das células. Alguns estudos tém sugerido que exossomos podem imunizar
contra o desafio tumoral, enquanto outros tém demonstrado a capacidade de inibir o sistema imune pela
formagdo de citocinas e adenosina, criando um ambiente pré-tumoral. O objetivo do presente projeto é
Investigar as caracteristicas fenotipicas de linfocitos B e T regulatérios (Breg e Treg) e o perfil inflamatdrio
associado a

nucleotideos/nucleosideos da adenina, exossomos e citocinas em pacientes com leucemia linfoide aguda
(LLA). As amostras de sangue periférico utilizadas serdo provenientes de pacientes com LLA submetidos a
diagnostico por imunofenotipagem no setor de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Serao analisados os marcadores CD39, CD38, CD73 e CD26 nos linfécitos Bregs e Tregs através de
imunofenotipagem, além disso, estes marcadores serao incorporados aos painéis ja utilizados (seguindo
recomendagées do EuroFlow), a fim de aumentar a precisdo no diagnostico da LLA. Além disso, sera
analisada a secrecgao de citocinas (IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, GM-CSF, IFN-, IL-1 e TNF-) pelo meétodo de ELISA
e metabolismo do ATP por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC). Os exossomos seréo isolados pela
técnica de ultracentrifugagdo e caracterizados para os marcadores CD39, CD38, CD73 e CD26 através da
técnica de citometria de fluxo. O presente projeto almeja aumentar a compreensao da imunomodulagdo em
pacientes com LLA, bem como investigar possiveis biomarcadores diagnosticos e progndsticos dessa
doenga.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Investigar as caracteristicas de imunomodulacao de linfocitos B e T regulatérios (Breg e
Treg) associado a nucleotideos/nucleosideos da adenina, exossomos e citocinas em pacientes com
leucemia linfoide aguda (LLA).

Objetivos Secundarios:

I- Investigar a importancia dos novos marcadores imunofenotipicos CD26, CD38, CD39 e CD73 para o
diagnostico diferencial e prognéstico da LLA, analisando sua expressdo em linfécitos Breg e Treg
periféricos.

Il- Incorporar os marcadores CD26, CD38, CD39 e CD73 na imunofenotipagem das células monoclonais aos
painéis ja utilizados, seguindo o regimento interno do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Ill- Avaliar o perfil de citocinas e de nucleotideos/nucleosideos da adenina em plasma de pacientes com
LLA.

IV- Avaliar a secregao de exossomos em pacientes com LLA, a expressao dos marcadores CD26, CD38,
CD39 e CD73 nessas vesiculas e uma possivel correlagdo com os linfocitos B e T regulatérios.



Riscos: Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa ndo sao conhecidos,
porém ha desconfortos associados a pungéo para coleta de sangue: desconforto e leve sensagéo dolorosa
no momento da coleta.

Beneficios: Os possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa s&o indiretos, pois a
participagdo na pesquisa n3o trara beneficios diretos aos participantes, porém, contribuiré para o aumento
do conhecimento sobre o assunto estudado e, se aplicavel, podera beneficiar futuros pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto apresentado € um projeto de mestrado do PPG de Bioquimica da UFRGS. Serao incluidos
pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA) para avaliagdo de marcadores associados a imunomodulag&o.
A proposta é bastante interessante e inovadora. Esse projeto trara contribuigdes para o entendimento da
imunomodulagéo na leucemia linfocitica aguda, podendo auxiliar de forma significativa para a compreensao
do papel dos exossomos nesse contexto bem como trard contribuigdes na avaliagdo de possiveis
biomarcadores purinérgicos para o diagnéstico dessa patologia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresenta TCLE para casos e TCLE para controles.

Recomendacgdes:
Nada a recomendar.

s o
quay

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 2.881.999 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas adicionada em 28/09/2018. Nao apresenta novas pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de |

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovagao (versao projeto 24/08/2018 TCLEs 28/09/2018 e demais documentos
que atendem as solicitagoes do CEP) refere-se apenas aos aspectos élicos e metodologicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo de 46 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informagoes do projeto apresentado. Qualquer alteragao deste numero devera ser comunicada ao CEP e ao
Servigo de Gestao em Pesquisa para autorizagdes e atualizagdes cabiveis.

b) O projeto devera ser cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa para fins de avaliagéo logistica e
financeira e somente podera ser iniciado apds aprovagao final do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao.
¢) Qualquer alteracao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagao do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versao do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra a versao vigente
aprovada.

d) Deverdo ser encaminhados ao CEP relatérios semestrais e um relatdrio final do projeto.

e) A comunicagao de eventos adversos classificados como sérios e inesperados, ocorridos com pacientes
incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente estes
pacientes, devera ser realizada através do Sistema GEO (Gestdo Estratégica Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagées Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS _DO_P | 28/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1158032.pdf 11:30:34
Outros VERSAQ2_carta_ao_Cep_pendencias_r| 28/09/2018 [VITORIA BRUM DA | Aceito

espendidas 28092018.docx 11:29:38 | SILVA NUNES
TCLE/ Termos de  |MODIFICADO_modelo_de _termo_de_c | 28/09/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito
Assentimento / onsentimento_livre_e_esclarecido_tcle_ 11:29:13 | SILVA NUNES
Justificativa de para_responsaveis.pdf
Auséncia
TCLE / Termos de  |MODIFICADO_modelo_de_termo_de_c | 28/09/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito
Assentimento / onsentimento_livre_e_esclarecido_tcle_ 11:29:03 | SILVA NUNES
Justificativa de para_responsaveis_ CONTROLE.pdf
Auséncia
TCLE / Termos de |MODIFICADO_modelo_de_termo_de_c | 28/09/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito
Assentimento / onsentimento_livre_e_esclarecido_tcle_ 11:28:52 | SILVA NUNES
Justificativa de para_adultos_ CONTROLE.pdf
Auséncia
TCLE/ Termos de |MODIFICADO_modelo_de _termo_de_c | 28/09/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito
Assentimento / onsentimento _livre e esclarecido_tc 11:28:37 | SILVA NUNES
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Justificativa de le_para_adultos.pdf 28/09/2018 [VITORIA BRUM DA | Aceito

Auséncia 11:28:37 | SILVA NUNES

Outros carta_ao_CEP_pendencias_respondidas| 24/08/2018 |[VITORIA BRUM DA | Aceito

.docx 18:40:16 | SILVA NUNES

Projeto Detalhade / | MODIFICADO_Projeto_Vitoria24082018| 24/08/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito

Brochura pdf 18:39:31 | SILVA NUNES

Investigador

Projeto Detalhado / | Projeto_Vitoria_plataforma_brasil.pdf 24/08/2018 [VITORIA BRUM DA | Aceito

Brochura 18:28:59 | SILVA NUNES

Investigador

Outros continuacao.pdf 11/07/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito
15:18:57 | SILVA NUNES

Outros delegacao_de_funcoes.pdf 11/07/2018 |VITORIA BRUM DA | Aceito
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9.8 Parecer do Projeto de Mestrado do PPG — Bioquimica intitulado “Avaliacio de
possiveis biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagéo
com a imunomodulacio” que foi associado ao projeto 2018/0401

(CAAE:93973218110015327)

PPG-Ciéncias
Bioléaicas UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE QO SUL
lofogics INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
Bioquimica

Parecer de Projeto de Mestrado

O projeto da aluna Vitéria Brum da Silva Nunes, intitulado: “Avaliagdo de possiveis
biomarcadores purinérgicos para leucemia linfoide aguda (LLA) e sua relagdo com a
imunomodulagéo”, orientado pelo Prof. Dr. Fabricio Figueird, encaminhado para
avaliagdo pelo PPG - Bioquimica teve a seguinte anélise e parecer:

ANALISE DO PROJETO

1. Meérito cientifico

B—Rcicnmlc

D Sugestdes de alteragoes:
2. Fundamentagio

g Adequada

D Sugestdes de alteragoes:
3. Objetivos

E Bem definidos

D Sugestoes de alteragdes:
4. Metodologia

[}ﬁ Adequada

D Sugestdes de alteragdes:
5. Cilculo do niimero amostral

g Realizado

[:l Nio aplicavel

D Nio realizado:
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6. Consideragoes Eticas
Descritas
D Nio aplicavel
D Sugestdes de alteragdes:

7. Descarte dos Residuos Quimicos ¢ Biologicos

gDescritos
D Nio aplicdvel

D Sugestdes de alteragdes:

8. Cronograma de Execugiio

B Apresentado
D Nio apresentado

9. Referéncias Bibliogrificas

Ig Pertinentes
D Sugestoes de alteragbes:

PARECER FINAL:

Porto Alegre, Q_Q de_ oS de 0/

Atenciosamente,

o
¢ Gomes de S0uz0
m pPGem C.B.:

Bioquimica-ICBS/UFRGS

QUERO  GasP Ao
Pos - PO B0 TG, B ML
CRF - DOS 43 Lo -614
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9.9 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle do projeto 2018/0401
(CAAE:93973218110015327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Grupo controle)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

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

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

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

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

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

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

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

Ndo esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e
vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

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

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

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

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:
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9.10 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle: Responsaveis do
projeto 2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Grupo controle - Responsaveis)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

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

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

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

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

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

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

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatdrio. Caso
vocé decida ndo autorizar a participa¢do, ou ainda, retirar a autorizagcdo apds a assinatura
desse termo, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa
recebe ou possa vir a receber na instituicao.

N3do esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa e ndo
haverd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante
receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

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

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

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

Nome do participante da pesquisa

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:
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9.11 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Pacientes LLA do projeto
2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Grupo Pacientes LLA)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

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

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

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

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

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

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

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

N3o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e
vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.
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Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 seu nome nao aparecerd na publicacdo dos resultados.

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

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

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:
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9.12 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Pacientes LLA: Responsaveis
do projeto 2018/0401 (CAAE:93973218110015327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Grupo pacientes LLA - Responsaveis)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 93973218.1.1001.5327

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

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

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

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

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

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

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

N3o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo na pesquisa e ndo
havera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante
recebera todo o atendimento necessdrio, sem nenhum custo pessoal.
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Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0s nomes ndo aparecerao na publicacdo dos resultados.

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

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

Nome do participante da pesquisa

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:

167



9.13 Carta de Aprovacdo do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacao do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre para o projeto 2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

\‘:’)@" HOSPITAL DE
UFRGS AE CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL PORTO ALEGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pos Graduacgao

Carta de Aprovacao

Projeto

2022/0094
Pesquisadores:
ALESSANDRA APARECIDA PAZ
VITORIA BRUM DA SILVA NUNES MARIANA BOHNS MICHALOWSKI JULIETE NATHALI SCHOLL
ANA PAULA ALEGRETTI FABRICIO FIGUEIRO MONALISA SOSNOSKI
LIANE ESTEVES DAUDT MARIELA GRANERO FARIAS CAMILA KEHL DIAS

ALEXIA NEDEL SANTANA

Nuamero de Participantes: 594
Titulo: Avaliagdo de CD38 como possivel biomarcador purinérgico para leucemia linfocitica aguda e sua relagdo com a
imunomodulagéo

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. .
Esta aprovagéo esté baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéo em Pesquisa.

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

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo de Pesquisa e Pds-
Graduagéo (GPPG).

04/08/2022

Assinato digilaiments por:
PATRICIA ASHTON PROLLA

DIRETORIA DE PESQUISA
04/08/2022 11:27:36.

Impresso do sistema AGHUse-Pesquisa por CRISTIAN FIDALGO CABRAL em 04/08/2022 09:29:17
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9.14 Acordo entre Institui¢cbes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para o projeto
2022/0094 (CAAE:60106922000005327)
& S P
HospiTAL DE [ AL
UFROS DE CLINICAS @

DO IO GRANDE DO IR PORTO ALEGRE RS

Acordo entre instituigbes sobre operacionalizagéo, compartilhamento, utilizagdo do material
biolégico humano armazenado em Biorrepositério

Titulo do projeto: Avaliagdo de CD38 como possivel biomarcador purinérgico para
Leucemia Linfocitica Aguda e sua relagdo com a imunomodulagéo
Numero do CAAE:

Este documento visa esclarecer as questdes sobre operacionalizagao,
compartilhamento e utilizagdo do material biolégico humano e informagbes associadas
armazenados em Biorrepositério de pesquisa referentes ao projeto “Avaliagdo de CD38
como possivel biomarcador purinérgico para Leucemia Linfocitica Aguda e sua relagdo com
a imunomodulagao” coordenado pelo (a) pesquisador (a) Alessandra Aparecida Paz e em
colaboragdo com o pesquisador da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Fabricio Figueird. Este documento visa atender Resolugdo do Conselho Nacional de CNS
466/2012, a (CNS) 441/2011 e a Portaria do Ministério da Satde 2201/2011.

O projeto tem como objetive geral entender o comportamento e caracteristicas de
uma proteina, CD38, presente em células imunes da medula éssea e sangue periférico que
parece ter um papel importante na progressdo da Leucemia Linfocitica Aguda. Dentre os
procedimentos do estudo, sera realizada a coleta de amostras de aspirado de medula 6ssea
e sangue periférico e de informagbes do prontuario e de exames dos pacientes, como idade,
resposta ao tratamento, avaliagdo da Doenga Residual Minima, sobrevida e alteragtes
citogenéticas. As amostras serdo coletadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e
posteriormente enviadas para o Laboratério de Imunobioquimica do Céncer do
Departamento de Bioguimica da UFRGS, onde serdo analisadas, conforme previsto no
protocolo. As informagdes serdo coletas e armazenadas no Google Drive institucional do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os pesquisadores devem realizar a coleta de amostras de acordo com as boas
praticas clinicas de maneira a garantir a qualidade e quantidade suficientes e adequadas
para realizacdo das analises previstas.

Os pesquisadores devem atender as normas sanitarias e de biosseguranca
pertinentes as atividades do projeto, assim como atender aspectos de seguranca e qualidade
na pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Apds a coleta e processamento, cada aliquota da amostra e suas respectivas
informactes associadas serdo codificadas de maneira a garantir a confidencialidade das

informacgoes e dos participantes de pesquisa.

O envio do material biolégico e, quando for caso das informagdes associadas, sera
realizado de maneira a preservar a integridade das amostras e conforme as normativas
nacionais e/ou internacionais de transporte de amostras biolégicas em pesquisa.

Os custos referentes ao envio do material bioldgico s@o de responsabilidade dos

pesquisadores.

As amostras serdo mantidas nos respectivos centros sob responsabilidade dos
pesquisadores representantes aqui listados até a realizagdo dos testes previstos no
protocolo de pesquisa. Apds as analises previstas, as amostras e informagdes associadas

seréo:

(X) armazenadas no Laboratdrio de Imunobioquimica do Cancer do Departamento de 169
Bioquimica da UFRGS, sob responsabilidade do Professor Fabricio Figueird durante 10
anos.



() descartadas conforme as normativas de descarte de material biolégico vigentes.

Durante a execugéo do projeto de pesquisa, a compilagédo e gerenciamento dos dados
e informacgdes ficardo sob responsabilidade do (a) pesquisador (a) Vitéria Brum da Silva

Nunes, no Google Drive institucional do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Os dados coletados e resultados obtidos a partir desse projeto de pesquisa serio:

(X) Acessados igualmente por todos os centros participantes da pesquisa.

() Cada centro terd acesso apenas as informagdes referentes ao seu respectivo

centro.

() Apenas o centro coordenador tera acesso a todos os dados do estudo. Caso o
centro coordenador seja uma instituigdo internacional, os pesquisadores brasileiros deverédo
ter acesso irrestrito ao material biolégico e informagdes associadas a ele em qualquer etapa
da realiza¢&o do projeto bem como aos resultados gerados, assim que disponiveis, conforme

preconizado pelas normativas brasileiras.

No caso de dissolugéo da parceria firmada por esse acordo, as amostras bioldgicas
e informagdes associadas coletadas até o momento serdo partilhadas entre as instituicées

da seguinte maneira:
() Cada centro tera acesso aos dados coletados em seu respectivo centro.
(X) Os centros compartilham igualmente os dados coletados até o momento.

No caso de dissolugdo da parceria, alunos ou equipe de pesquisa que estejam

envolvidos em atividades académicas ficam autorizados a concluir atividades previstas.

Em caso de exploragédo de questdes cientificas néo relacionadas a esse projeto, um
novo projeto de pesquisa devera ser encaminhado para apreciagéo de Comité de Etica em

Pesquisa, e quando for o caso, pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

O uso de informagdes oriundas dessa pesquisa em estudos futuros devera ser

firmado por meio de novo acordo entre os centros participantes.

Os dados e informagdes referentes a esse projeto de pesquisa estardo sujeitos a
auditorias realizadas por érgdos sanitarios ou 6rgdos regulatérios internos ou externos ao

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

O participante podera retirar a sua participacdo do projeto de pesquisa em qualquer

etapa do estudo. Neste caso, o material bioldgico coletado sera destruido como parte da
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saida do participante, ou devolvido, se este for o desejo do mesmo. As informagdes
associadas serdo excluidas do banco de dados, no entanto, em casos de publicagbes de
resultados parciais ou finais ja publicados, essas informacgdes associadas ndo poderdo ser

excluidas das fontes originais.

A perda ou destruicdo do material coletado e/ou informagdes associadas serdo
informadas aos responsaveis pelo projeto, participantes da pesquisa e Comité de Etica em

Pesquisa.

De acordo com as normativas brasileiras, fica vedado a qualquer uma das instituigbes

o patenteamento e utilizagéo comercial de material biolégico humano.

DocuSigned by:

Mlessmndia flpuw‘im Pan

F44CCET1EQFB4CA ..

Alessandra Aparecida Paz

Pesquisador Responsavel no Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DocuSigned by:
Fabvitio i

1E0CAABIZAASADE.

Fabricio Figueiro
Pesquisador Responsavel na Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Data: 17/02/2022

Fone (51) 3359.8000 | Fax (51 3359.8001 | Rua Ramiro Barcelos, 2350 | Porto Alegre - RS | 90035-903
www.hcpa.edu.br

171



9.15 Declaracdo de Conhecimento e Cumprimento da Lei Geral de Prote¢do de Dados

para Pesquisas Avaliadas pelo CEP do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para o projeto

2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

DocuSign Envelope ID: 2ACA31AD-AEF7-44EB-9F99-2757CE15A139

&
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

e’)((% HOSPITAL DE ;/;
HE cLNicas )

PORTO ALEGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
DIRETORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HCPA

DECLARACAO DE CONHECIMENTO E CUMPRIMENTO DA LEI GERAL DE
PROTEGAO DE DADOS PARA PESQUISAS AVALIADAS PELO CEP HCPA

Titulo do projeto: AVALIACAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR
PURINERGICO PARA LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA E SUA RELAGCAO COM A

IMUNOMODULAGAO

Os pesquisadores declaram conhecer e cumprir os requisitos da Lei Geral de

Protegdo de Dados (Lei N° 13.709, de 14 de agosto de 2018) quanto ao tratamento de dados

pessoais e dados pessoais sensiveis que serdo utilizados para a execugdo do presente

projeto de pesquisa.

Declaram estar cientes que o acesso e o tratamento dos dados deverdo ocorrer de

acordo com o descrito na verséo do projeto aprovada pelo CEP HCPA.

Nome

Vitéria Brum da Silva Nunes
Camila Kehl Dias

Alexia Nedel Sant’Ana
Juliete Nathali Scholl
Fabricio Figueird

Ana Paula Alegretti

Mariela Granero Farias
Monalisa Sosnoski

Mariana Bohns Michalowski
Liane Daudt

Alessandra Aparecida Paz

Data 28/ 02/ 2022

Assinatura

(‘o prom D sipue ves

Docusigead by

(ol gt $—

Docusigred by

ﬁlua Nedel Sant'Ana

Docusigned vy

[ sk, M el

Docusgrad by

(de’uo Figuird

Docusigond by

Docusgned oy

ﬁwr\da Craners Fanas

Docusigned vy
rrlm Bohns Michalowshi

Docusigneaty

[

ooty
ﬁusm'ln lpareiida fory

Fone (51) 3359.8000 | Fax (51 3359.8001 | Rua Ramiro Barcelos, 2350 | Porto Alegre - RS | 90035-903

www.hcpa.edu.br
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9.16 Delegagdo de Fungdes do Hospital de Clinicas de

2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

UF%?&

I
0

HOSPITAL

CLINICAS

PORTO ALEGRE RS

Porto Alegre para o projeto

D E

Delegagao de Fungoes

Projeto de Pesquisa: 2022-0094 - Avaliagdo de CD38 como possivel biomarcador purinérgico para leucemia

linfocitica aguda e sua relagdo com a imunomodulagéo
CAAE:

Pesquisador Responsavel: ALESSANDRA APARECIDA PAZ

Periodo delegacio

Nome Formagao Fung ibuid
Inicio Fim
LIAME ESTEVES DAUDT MEDICINA GERENCIAR ESTUDO 0170112022 01/01/2026
A CADASTRAR GERENCIAR ESTUDO 01/01/2022 | 0110172026
GEREMNCIAR ESTUDO 01/01/2022 01/01/2026
MARIELA GRANERO FARIAS ;ﬁiﬂgﬁ?clﬁsg@E AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
A CADASTRAR AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
ANALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 | 01/01/2026
ANA PAULA ALEGRETTI FARMACIA - BIOQUIMICA AMNALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
A CADASTRAR AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
AMALISAR DADOS COLETADOS 0170172022 01/01/2026
AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
MARIANA BOHNS MICHALOWSKI MEDICINA GEREMNCIAR ESTUDO 01/01/2022 01/01/2026
A CADASTRAR GERENCIAR ESTUDO 01/01/2022 01/01/2026
GERENCIAR ESTUDO 01/01/2022 | 01/01/2026
FABRICIO FIGUEIRO FARMACIA GERENCIAR ESTUDO 01/01/2022 | 01/01/2026
A CADASTRAR GERENCIAR ESTUDO 01/01/2022 01/01/2026
MOMALISA SOSHOSKI EMFERMAGEM AMALISAR DADOS COLETADOS 0170112022 01/01/2026
A CADASTRAR ANALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 | 01/01/2026
AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
ALEXIA NEDEL SANTANA E’E;:LF&F:S:%DO EM CIENCIAS AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026
CAMILA KEHL DIAS BIOMEDICINA ANALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 | 01/01/2026
ALESSANDRA APARECIDA PAZ :E;gﬁg;ggl': £ GERENCIAR ESTUDO 01/01/2022 | 01/01/2026
PROGRAMA DE POS-
VITGRIA BRUM DA SILVA NUNES | GRADUAGAO - CIENCIAS ANALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 | 01/0172026
BIOLOGICAS: BIOQUIMICA
g:g?ggﬂn E ATUALIZAR 01/01/2022 01/01/2026
ConpuaR PROCESSO DE 01/01/2022 | 01/01/2026
e (R MATERIAL DO 01/01/2022 | 01/01/2026
JULIETE MATHALI SCHOLL BIOMEDICINA AMALISAR DADOS COLETADOS 01/01/2022 01/01/2026

Declaragao do Pesquisador Responsavel:

Confirmo que as pessoas listadas séo qualificadas e foram devidamente treinadas para as fungdes atribuidas. Delego
as respectivas fungbes, as quais seréo realizadas sob minha superviséo. Entendo que sou o responsével final pela

condugéo da pesquisa.

ALESSANDRA APARECIDA PAZ
02/03/2022




9.17 Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Plataforma Brasil para
0 projeto 2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

DocuSign Envelope ID: 4DEG4483-DIAE-4145-ABSC-83F9C2815638

W MINISTERIO DA SAUDE - Canssiho Nacional de Saiide - Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS Q,OllOOQL't

1, Projeto de Pesquisa:

AVALIAGAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR PURINERGICO PARA LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA (LLA) E SUA RELAGAO
COM A IMUNOMODULAGAD

2. NG de P; da Pesqui 594

3, Aroa Tematica:

-

4. Area do Conhecimento:

Grande Area 2. Ciéncias Biokigicas , Grande Area 4. Ciéncias da Saide

5. Nome:

Alessandra Aparecida Paz

6. CPF: 7. Enderego (Rua, n.°)

892 446.130-34 JOAO PESSOA 437 centro 1003 PORTO ALEGRE RIO GRANDE DO SUL 50040000

&, Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Emall:

BRASILEIRO (51) 9739-3221 ales. paz@dgmail.com
deoc«nprwmol).chrnqwmhoooo peirel os da Resol Cnsm/ﬂ'owu es. C % a
muzuotmmuom para os fins previ no pi o @ 8 publi Ilados sejam oles f & ou ndo.
IAcoito as r pela condug mmmmm Tmmmnmbhwtmxmmmmmmm-d-
por 10dos o8 resp © fard parts integy da d ¢80 do mesmo.

22/06/2022
- , ) [_ ssmln. lparciida Pasy

12. Nome: 13. CNPJ:

Haospital de Clinicas de Porto Alegre 87.020.517/0001-20

15. Telefone 16. Outro Telefone:

(51) 3359-7640

Termo de Comp (0o resp | pola instituic3o ): Declaro qua conhogo @ o 08 requisitos da Resoligdo CNS 466/12 e suas
C ares @ como 0528 Instituicio tem ¢0es para o desto projeto, AUtorzo sua execucio.

Responsdvel:  (/CSwca B Sreveon MATTE  CPF C36 320 40-3Y

CogoFungho: ASSESsonn - Drreromea D Felpussn

HCBA__
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9.18 Parecer Consubstanciado do CEP da Plataforma Brasil para o projeto 2022/0094

(CAAE:60106922000005327)

HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE DA Wm
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO SUL - HCPA
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR PURINERGICO PARA
LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA E SUA RELAGAO COM A IMUNOMODULAGAO

Pesquisador: Alessandra Aparecida Paz

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 60106922.0.0000.5327

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.549.407

Apresentagao do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos "Apresentagéo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagéo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo do projeto e das Informagdes Basicas da Pesquisa
"PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1970450.pdf", de 14/07/2022.

Projeto: AVALIAGAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR PURINERGICO PARA LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA E SUA RELAGAO COM A IMUNOMODULAGAO

Trata-se de um projeto de pesquisa académico, do PPG CB-Bioquimica UFRGS, em colaboragé&o com a
Unidade de Hematologia e Citometria de Fluxo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

A leucemia linfocitica aguda (LLA) € uma neoplasia maligna resultante da proliferagéo clonal de células
associadas aos estagios precoces de maturacgéo linfoide. O sistema purinérgico esta envolvido na
imunomedulacéo, foi observado um aumento da expresséo proteica de CD38, em leucécitos do sangue
periférico de pacientes com LLA-B com pior prognéstico. Além disso, parece que os linfécitos regulatérios,
principalmente B regulatdrios (Breg), estdo envolvidos com a producéo de nucleotideos extracelulares do
sistema purinérgico. As células imunes também podem ser moduladas por exossomos, vesiculas
extracelulares originadas do compartimento

endossomal das células; esses fatores podem ser responsaveis pela criagdo de microambientes
imunossupressores nos pacientes com LLA. O objetivo do presente projeto € investigar as caracteristicas
fenotipicas e a funcionalidade imunomoduladora em pacientes com LLA, com énfase no papel da CD38 na
progresséo neoplasica. Serdo analisadas amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) de
pacientes com LLA diagnosticados pela Unidade de Hematologia e Citometria de Fluxo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Também serdo analisadas amostras de SP de sujeitos saudéaveis
provenientes do Banco de Sangue do HCPA, constituindo o grupo controle. Sera analisado o marcador
CD38 nos linfocitos Breg atravées de imunofenotipagem. Ainda, sera realizado cultura de celulas
mononucleares do SP e da MO de pacientes com LLA e do SP de sujeitos saudaveis, bem como co-cultura
de linfocitos Breg ( ) com linfécitos T efetores ( ) na presenga, ou néo, de daratumumab (anti-CD38). A
avaliagio da secregdo de citocinas sera feito pelo método de CBA; o metabolismo do ATP por HPLC; e a
ativagdo, proliferagcéo e morte celular serdo analisadas por marcadores CD69, Ki67 e caspase-3-ativa,
respectivamente. Exossomos seréo isolados do plasma de pacientes com LLA e sujeitos saudéaveis
utilizando gradientes de OptiprepTM, ap6s o isolamento os exossomos serdo caracterizados
fenotipicamente e funcionalmente. Além disso, sera analisado retrospectivamente arquivos de citometria de
fluxo provenientes da Unidade de Hematologia e Citometria de Fluxo do HCPA a fim de avaliar a expresséo
de CD38 em subpopulagdes celulares e correlacionar com fatores prognosticos. O presente projeto almeja
aumentar a compreens&o a respeito da ectonucleotidase CD38 nas células mononucleares do SP e da MO
de pacientes com LLA, sobretudo nos linfécitos Breg e em exossomos e o papel dessas células e vesiculas
na modulagéo do sistema imune no contexto da LLA. O anticorpo monoclonal anti-CD38 (Daratumumab)
sera utilizado como estratégia de tratamento nas culturas de células neoplasicas e linfocitos
imunocompetentes. O entendimento do sistema imune no contexto purinérgico pode abrir perspectivas
interessantes como ferramenta para progndstico e terapia para pacientes com LLA.

Este trabalho sera uma pesquisa quantitativa, observacional, longitudinal, analitica e aleatorizada. O estudo

prospectivo seré de carater experimental e do tipo controlado e antes e depois, com a andlise de amostras

de aspirado de medula 0ssea e sangue periférico de pacientes com LLA fornecidas pela Unidade de L75
Hematologia e Citometria de Fluxo do HCPA. As amostras antes e depois serdo coletadas no momento do

diagnéstico e na avaliagéo da primeira DRM,



respectivamente. O grupo controle saudavel serd composto de amostras de sangue periférico de doadores
voluntarios que estejam realizando doag&o de sangue no Servigo de Hemoterapia do HCPA. Tamanho
amostral: 17 individuos por grupo.

O estudo retrospectivo sera uma pesquisa quantitativa, observacional, longitudinal, analitica e aleatorizada.
O trabalho sera auto-controlado do tipo antes e depois, consistindo na analise de dados previamente
armazenados de amostras de sangue periférico e medula éssea de pacientes com LLA (LLA-B/LLA-T) que
foram coletadas no periodo de utilizagdo do painel de imunofenotipagem ALOT (do inglés, Acute Leukemia
Orientation Tube) (Euroflow) pela Unidade de Hematologia e Citometria de Fluxo do HCPA. Tamanho
amostral: 560 pacientes.

O projeto sera realizado no Laboratério de Imunobioquimica do Cancer (Laboratério 22) do Departamento
de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e na Unidade de Hematologia e
Citometria de Fluxo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

O objetivo do presente projeto é investigar o papel da CD38 na imunomodulagéo e progresséo neoplasica
em pacientes com leucemia linfocitica aguda (LLA).

Objetivos Especificos

I. Expandir a caracterizagdo do sistema imune com énfase no sistema purinérgico em células imunes de
pacientes com LLA;

1. Avaliar o perfil de nucleosideos e nucleotideos da adenina no plasma de pacientes com LLA;

11l. Analisar a secrec&o de citocinas; ativagéo, proliferac&o e morte das células; bem como o metabolismo
extracelular do ATP das células imunocompetentes apds a inibi¢do da enzima CD38;

IV. Avaliar as caracteristicas fenotipicas e o papel funcional dos linfocitos Breg derivados das células
mononucleares do sangue periférico e da medula 6ssea de pacientes com LLA na regulagéo das respostas
dos linfocitos T, através de co-cultura, inibindo ou ndo a CD38, analisando a secrecéo de citocinas; ativacéo,
proliferagé&o e morte dos linfocitos, bem como o metabolismo extracelular do

ATP;

V. Caracterizar exossomos derivados de plasma de pacientes com LLA através da expresséo de CD38 e da
atividade enzimatica pelo metabolismo do NAD;

VI. Realizar um estudo retrospectivo de dados previamente coletados e armazenados pela Unidade de
Hematologia e Citometria de Fluxo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e pelo Servigo de
Hematologia do HCPA para identificar a expresséo de CD38 em diferentes subpopulagdes celulares no
sangue periférico e na medula 6ssea de pacientes com LLA, e correlacionar com os respectivos
progndsticos, evolugdo e dados clinicos e laboratoriais.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacéo na pesquisa s&o os mesmos gque o
paciente pode sentir no evento de uma pungéo de medula e coleta de sangue a serem realizadas para
diagnostico, avaliagéo da doenca residual minima e exames de rotina. As coletas podem gerar desconforto,
porém ndo serdo realizadas pungdes além das programadas para diagnostico, deteccdo da doenga residual
minima e exames laboratoriais que o paciente vira a realizar. Portanto, quando o paciente tiver agendado
uma puncédo de medula ou coleta de sangue ser&o aspirados 4mL a mais, podendo aumentar o tempo de
desconforto.

Beneficios: Os possiveis beneficios decorrentes da participagédo na pesquisa séo contribuir para o melhor
entendimento de como se comportam as células imunes no contexto da leucemia linfocitica aguda. Dessa
forma é possivel encontrar novos alvos para auxiliar na melhora do tratamento desta doenga. Além disso, o
paciente estara contribuindo no entendimento das diferengas que o tratamento pode ocasionar nas
caracteristicas e quantidade dessas células. Todas estas informacdes poderdo auxiliar pacientes que
apresentarem leucemia linfocitica aguda no futuro.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores apresentam a seguinte justificativa para realizagéo do estudo:

Apesar de ja existirem marcadores imunofenotipicos predefinidos nos painéis diagndsticos para LLA-B e
LLA-T, ainda ha uma grande necessidade de novos biomarcadores prognésticos para serem incluidos na
rotina laboratorial, visto que os fatores prognésticos clinicos seriam obtidos anteriormente ao tratamento e
teriam como objetivo nortear a escolha da melhor opgéo terapéutica para cada paciente. Combinar a
informag&o de diversos fatores prognosticos pode possibilitar predigdes individualizadas e mais acuradas do
gue as classicas classifica¢gbes em



grupos de risco. Através de experimentos ex vivo em andamento, observamos um aumento na expressdo da
ectonucleotidase CD38 em leucdcitos no grupo de pacientes com LLA-B com pior prognéstico, em amostras
de sangue periférico, com possivel impacto na resposta imune. Faz-se necessario entender o papel das
ectonucleotidases, principalmente da CD38, nas células mononucleares do sangue periférico e da medula
ossea de pacientes com LLA, sobretudo nos linfécitos Breg e em exossomos e o papel dessas células e
vesiculas na imunomodulagéo no contexto da LLA. A imunofenotipagem tem importante poder diagnéstico e
potencial como fator progndstico na LLA, pois permite entender o nivel de imunocompeténcia dos pacientes,
abrindo também perspectivas para a modulagdo farmacolégica do sistema imune e purinérgico, buscando
aumentar a taxa de sobrevida. A hipotese do presente projeto é que marcadores envolvidos com a
sinalizag&o purinérgica, principalmente CD38, podem estar alterados em linfocitos regulatérios e que esta
alteragdo esta envolvida com a incapacidade do sistema imune em controlar a progresséo neoplasica.
Alteragéo na sinalizacdo extracelular mediada, principalmente, por ATP, NAD+ e ADO pode modular a
secregéo de vesiculas extracelulares e o perfil de citocinas destes pacientes. CD38 parece estar envolvida
com pior prognostico principalmente nos pacientes com LLA-B, podendo caracterizar subgrupo da doenga
com comportamento mais agressivo, por este motivo a inibicéo dessa ectonucleotidase com daratumumab
(anti-CD38) pode ser um potencial tratamento. Portanto, o presente projeto almeja entender a
imunomodulagéo no contexto purinérgico para abrir perspectivas como ferramenta para prognoéstico e
terapia para pacientes com LLA.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os autores solicitam dispensa do TCLE para os controles saudaveis do estudo prospectivo, e para os
participantes adultos do estudo retrospectivo, com as seguintes justificativas:

“Posto que os individuos saudaveis que estar&o doando sangue no Servi¢co de Hemoterapia do HCPA iréo
assinar o TCI, o qual prevé a utilizagdo de parte do material coletado que seria descartado para fins de
pesquisa, e gue nédo havera coleta de nenhum dado pessoal como nome, idade ou outros exames, solicita-
se a dispensa de TCLE para os individuos doadores das amostras que irdo compor o grupo controle do
estudo prospectivo.” “Além disso, uma vez que os participantes do estudo retrospectivo ndo necessitaréo
realizar nenhuma coleta de material biologico, e que o resultado da pesquisa ndo acarretara em possiveis
repercussdes diagnosticas e/ou progndsticas diretas para o individuo ou familiares, solicita-se também, a
dispensa de TCLE para os pacientes maiores de idade do estudo retrospectivo. Ainda, véarios pacientes néo
séo mais

atendidos pelo Servigo de Hematologia do HCPA e seus dados de contato podem estar desatualizados,
além de alguns terem vindo a oébito, assim, estabelecer contato com seus familiares poderia gerar
desconforto desnecessario. Em relagéo aos pacientes menores de idade do estudo retrospectivo, em
situacdes que néo seja possivel efetuar contato com os responsaveis apds 3 tentativas em turnos
diferentes, estende-se a solicitacdo da dispensa de TCLE.”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer N.° 5.526.903 foram respondidas pelos pesquisadores,
conforme carta de respostas adicionada em 14/07/2022. Ndo apresenta novas pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, de acordo com
as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS N.° 466/2012 e na Norma Operacional CNS/Conep N.°
001/2013, manifesta-se pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

- O projeto esté aprovado para inclus&o ou reviséo de registros de 594 participantes neste centro.
- Deveréo ser apresentados relatérios semestrais e um relatario final.

- Os projetos executados no HCPA somente poderéo ser iniciados quando seu status no sistema AGHUse
Pesquisa for alterado para “Aprovado”, configurando a aprovacéo final da Diretoria de Pesquisa.

- Textos e anuncios para divulgacédo do estudo e recrutamento de participantes deverdo ser submetidos
para apreciagdo do CEP, por meio de Notificagéo, previamente ao seu uso. A redacgédo devera atender as
recomendacdes institucionais, que podem ser consultadas na Pagina da Pesquisa do HCPA.

- Eventos adversos deverdo ser comunicados de acordo com as orientages da Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa - Conep (Carta Circular N.° 13/2020-CONEP/SECNS/MS). Os desvios de protocolo também
deverdo ser comunicados em relatérios consolidados, por meio de Notificagéo.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Biolagico /
Biorepositorio /
Biobanco

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMAGOES BASICAS DO_P | 14/07/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1970450.pdf 16:21:47
Outros Resposta_ao_parecer_5526903.docx 14/07/2022 |Alessandra Aceito

16:21:01 | Aparecida Paz
Projeto Detalhado / | Projeto_PRONTO.docx 14/07/2022 |Alessandra Aceito
Brochura 16:20:31 |Aparecida Paz
Investigador
Outros ANEXO_6_Roteiro_de_ligacao.docx 14/07/2022 |Alessandra Aceito
16:19:23 | Aparecida Paz
TCLE / Termos de |ANEXO_5_TCLE_meio_eletronico.docx | 14/07/2022 |Alessandra Aceito
Assentimento / 16:19:11 | Aparecida Paz
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termosde |ANEXOS 1 E 2 TCLE adulios e resp| 14/07/2022 |Alessandra Aceito
Assentimento / onsaveis.docx 16:18:34 | Aparecida Paz
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhadeRosto 20220094 Alessandra.pd| 24/06/2022 |Alessandra Aceito
f 10:32:48 | Aparecida Paz
Outros Declaracao_LGPD_datada_e_assinada.| 22/06/2022 |Alessandra Aceito
pdf 15:57:13 | Aparecida Paz
TCLE / Termosde |ANEXO_ 3 TCl.docx 22/06/2022 |Alessandra Aceito
Assentimento / 15:47:55 |Aparecida Paz
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de ANEXO 4 Acordo_entre instituicoes.pd| 22/06/2022 |Alessandra Aceito
Manuseio Material |f 15:47:15 |Aparecida Paz

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

PORTO ALEGRE, 28 de Julho de 2022

Assinado por:
Témis Maria Félix
(Coordenador(a))
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9.19 Parecer do Projeto de Doutorado do PPG — Bioquimica intitulado “Avaliagio de
CD38 como possivel biomarcador purinérgico para leucemia linfocitica aguda do tipo B
(LLA-B) e sua relacdo com a imunomodulac¢io” que foi associado ao projeto 2022/0094
(CAAE:60106922000005327)

PPG-Ciéncias
Biol6aicas UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
) g X INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
Bioquimica

Parecer de Projeto de Doutorado
O projeto da aluna Vitéria Brum da Silva Nunes, intitulado: “Avaliagio de CD38
como possivel biomarcador purinérgico para leucemia linfocitica aguda do tipo B
(LLA-B) e sua relagio com a imunomodulagdo”, orientado pelo Prof. Dr. Fabricio

Figueiré, encaminhado para avaliagdo pelo PPG - Bioquimica teve a seguinte andlise e
parecer:

ANALISE DO PROJETO

1. Mérito cientifico

Relevante

I:I Sugestdes de alteracdes:
2. Fundamentacio

Adequada

I:I Sugestdes de alteragdes:
3. Objetivos

Bem definidos

l:‘ Sugestdes de alteragdes:

4. Metodologia

Adequada

I:I Sugestdes de alteragdes:

5. Cilculo do namero amostral

Realizado
!:I Nao aplicével
D Nio realizado:
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6. Consideragdes Eticas

Descritas
[:I Nio aplicavel
I:' Sugestdes de alteragdes:

7. Descarte dos Residuos Quimicos e Biolégicos

Descritos
I:I Nao aplicavel

D Sugestdes de alteragdes:

8. Cronograma de Execucio

Apresentado
D Nio apresentado

9. Referéncias Bibliogrificas

Pertinentes

I_—_I Sugestdes de alteragdes:

Porto Alegre, 18 de junho de 2020
Consideragdes:
O projeto apresenta mérito cientifico e é exequivel.

Atenciosamente,

\S..'l L%/

— = S
Prof. Guilhian Leipnitz =S o
Prof. Carlos Alberto Gongaly
. . . . es
Prof, Guilhian Leipnitz Coordenador do PPG em gC.B.:
Coordenador Substituto do PPG em C.B.: Bioguimica-ICBS/UFRGS

Bioquimica-ICBS/UFRGS
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PPG

Ciéncias  UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Biolégicas INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

Bioquimica

PARECER COSUBSTANCIADO

O projeto de pesquisa intitulado “Avaliagio de CD38 como possivel biomarcador
purinérgico para leucemia linfocitica aguda do tipo B (LLA-B) e sua relagio com a
imunomodulagdo”, da aluna Vitéria Brum da Silva Nunes, sob a orientagio do Prof. Dr.
Fabricio Figueir6, vinculado ao PPG Ciéncias Biologicas — Bioquimica desta
Universidade, apresentado para apreciagdo da Comissao de Pés-Graduagao, apresenta:

- Um tema relevante e com mérito cientifico uma vez que propde é investigar as
caracteristicas fenotipicas e a funcionalidade imunomoduladora em pacientes com
leucemia linfocitica aguda linhagem B (LLA-B), com énfase no papel da
NADase/CD38 na progressao neoplasica.

- Uma introdugio fundamentada e com objetivos adequados ao estudo proposto. A
metodologia é coerente para que os objetivos sejam alcangados, havendo até este
momento uma infraestrutura adequada no Departamento para sua realizagdo.

- Um cronograma de execugio que prevé o periodo de 48 meses para a realizagdo do
projeto.

O projeto atende as exigéncias do “n” amostral, do detalhamento dos procedimentos
experimentais e do tratamento dos rejeitos.

Sendo assim, somos de parecer favoravel a aprovagdo do presente projeto.
Parecer aprovado em 18.06.2020

;ll\}?/

Prof. Guilhian Leipnitz

Prof, Guilhian Leipnitz .

Coordenador Substituto do PPG em C.B.: C—,;/:rsv-—-~ e
imica- FR #

BOAERELAIINS Prof, Carlos Alberto Gongalves

Coordenador do PPG em C.B.:
Bioquimica-ICBS/UFRGS
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9.20 Plano de Selecdo e Recrutamento de Participantes de Projetos de Pesquisa
Desenvolvidos no HCPA para o projeto 2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

& \5_’)@9 HOSPITAL DE
UFRGS E CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL PORTO ALEGRE RS

Plano de selegio e recrutamento de participantes de projetos de pesquisa desenvolvidos no HCPA

Orientagoes:

Uma vez atendidas todas as exigéncias éticas, regulatdrias e logisticas, a aprovacéo do projeto implicara na
aprovagdo da inclus&o do numero de participantes conforme informado no projeto e detalhado abaixo. Qualquer
alterac&o nesta previs&o devera ser previamente comunicada e justificada ao CEP e as alteragdes implementadas
apenas quando autorizadas.

Projeto:

Avaliacdo de CD38 como possivel biomarcador purinérgico para leucemia linfocitica aguda e sua relagdo com a
imunomodulagéo

Pesquisador Responsavel: ALESSANDRA APARECIDA PAZ

N° de participantes efetivos previstos para serem incluidos no centro HCPA: 594

N° estimado de pessoas que serao convidadas a participar do estudo para alcangar o namero efetivo de
participantes previstos acima (incluir todo o screening): 100

N° de participantes previstos para serem incluidos no total de centros quando o estudo for multicéntrico ou
envolver coparticipagdo: 594

Informacgdes sobre o recrutamento
INTERNO

@ Busca ativa em banco de dados préprios do grupo de pesquisa: N&o
® Encaminhamento por outros profissionais da satide: Nao
@ Busca ativa a partir de query na base de dados do HCPA: Sim

@ Critérios e/ou parametros de busca que serdo adotados para a(s) solicitagdo(5es) de query(ies):

Sera solicitada uma query inicial para obter o contato dos responsaveis pelos pacientes com LLA, para que entdo
possa ser solicitado o consentimento para a utilizagio dos dados do paciente no estudo retrospectivo, de acordo com
o seguinte detalhamento conforme a Lei Geral de Protecéo de Dados Pessoais (LGPD): Filtros:diagnéstico de LLA;
Colunas: nome do paciente, nome do responsavel e nimero de contato.

@ Busca ativa a partir do(s) Servigo(s) Assistencial(is) do HCPA: Sim
® Servigo(s) Assistencial(is) que serao recrutados os participantes do projeto de pesquisa:
Pendente de Aprovagéo em 28/02/2022, Servigo de Hematologia Clinica
EXTERNO
Busca ativa em outras instituigdes: Né&o
Encaminhamento por outros profissionais de salde: Nao

Divulgacao na midia (sendo o contetiido previamente aprovado pelo CEP): N&o

Detalhamento de agoes envolvidas no recrutamento de pacientes:

Dos 594 participantes da pesquisa, 560 constituirdo o numero amostral do estudo retrospectivo. Nesse caso, sera
solicitada dispensa de TCLE para os participantes maiores de idade, e para aqueles menores de idade em que
ndo se consiga realizar contato com os responsaveis apés 3 tentativas em turnos diferentes. Para fazer contato
com os responsaveis, sera solicitada uma query inicial na base de dados do HCPA. Para o estudo prospectivo, o
nimero amostra serd de 34 individuos no total, sendo 17 pacientes recrutados no Servico de Hematologia
Clinicas, e outros 17 que irdo compor o grupo controle saudével. Sera solicitada dispensa de TCLE também para
os 17 individuos deste grupo controle, pois este serd composto de pessoas que estardo doando sangue no
Servigo de Hematoterapia do HCPA, onde os mesmos assinaréo o Termo de Consentimento Informado (TCI) do
servi¢o, o qual prevé a utilizacdo de parte do material coletado que seria descartado para fins de pesquisa, além
de ndo haver coleta de nenhum dado pessoal de individuos desse grupo. Assim, os 100 individuos que compdem
o numero estimado de pessoas que serédo convidadas a participar do estudo para alcangar o numero efetivo de
participantes previstos acima, seria uma estimativa de pacientes que serdo abordados ativamente para
assinatura ou envio de TCLE, sendo estes 17 pacientes com LLA que serédo recrutados no Servigo de
Hematologia Clinica, e os responsaveis pelos pacientes menores de idade que irdo participar do estudo
retrospectivo.
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9.21 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Adultos do projeto 2022/0094
(CAAE:60106922000005327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (adultos)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 60106922000005327

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR PURINERGICO PARA
LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA E SUA RELACAO COM A IMUNOMODULACAO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é entender
0 comportamento e caracteristicas de uma proteina, CD38, presente em células imunes da
medula dssea e sangue periférico que parece ter um papel importante na progressdo da
Leucemia Linfocitica Aguda. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Hematologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar o convite, sua participacdo na pesquisa envolverd a coleta de 4mL de
amostra de aspirado de medula e 4mL de sangue periférico, que serao coletados no mesmo
momento que vocé realizar o diagndstico e em outro momento de coleta para avaliacdo da
Doenca Residual Minima, a qual corresponde ao nimero de células leucémicas detectdveis
apos o tratamento. Portanto a coleta do segundo tubo sé sera realizada se vocé ja necessitar
da coleta de um primeiro tubo para diagndstico ou avaliacio da efetividade do seu
tratamento, caso seja diagnosticado tendo Leucemia Linfocitica Aguda. Além disso,
gostariamos da sua autorizacdo para acessar o seu prontudrio para consultar sexo, idade,
diagndstico, resultados de exames de imunofenotipagem (exame realizado para estudar a
populagdo de células leucémicas e direcionar o diagndstico e tratamento), e outros exames
pertinentes a caracteriza¢do do tipo de leucemia que vocé pode vir a apresentar.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa sdo os
mesmos que vocé pode sentir no evento de uma pung¢do de medula e coleta de sangue a
serem realizadas para diagndstico, avaliacdo da Doenca Residual Minima e exames de rotina.
As coletas podem gerar desconforto, porém nado serdo realizadas pun¢bes além das
programadas para diagndstico, deteccdo da Doenca Residual Minima e exames laboratoriais
gue voceé vira a realizar. Portanto, quando vocé tiver agendada uma puncdo de medula ou
coleta de sangue serdo aspirados 4mL a mais, podendo aumentar o tempo de desconforto.

Os possiveis beneficios decorrentes da participa¢do na pesquisa sdo contribuir para o
melhor entendimento de como se comportam as células imunes no contexto da Leucemia
Linfocitica Aguda. Desta forma é possivel encontrar novos alvos para auxiliar na melhora do
tratamento desta doenca. Além disso, vocé estara contribuindo no entendimento das
diferencas que o tratamento pode ocasionar nas caracteristicas e quantidade dessas células.
Todas estas informacbes poderdo auxiliar pacientes que apresentarem Leucemia Linfocitica
Aguda no futuro.

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

N3o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa e
vocé nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

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

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

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Fabricio Figueird, pelo telefone (51) 3308-5554, ou com a pesquisadora Vitéria Brum da Silva
Nunes pelo telefone (51) 3308-5553, ou com a pesquisadora Alessandra Aparecida Paz, pelo
telefone (51) 3359-8317 ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA, pelo telefone
(51) 3359-6246, pelo e-mail cep@hcpa.edu.be, ou no 5° andar do Bloco C do HCPA, Avenida
Protasio Alves, 211 — Portdo 4, de segunda a sexta, das 8h as 17h. O CEP é um drgao colegiado,

de cardter consultivo, deliberativo e educativo, cuja finalidade é avaliar, emitir parecer e
acompanhar os projetos de pesquisa envolvendo seres humanos, em seus aspectos éticos e
metodoldgicos, realizados no ambito da instituicado.

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

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:
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9.22 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Responsaveis do projeto 2022/0094
(CAAE:60106922000005327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (responsaveis)
N° do projeto GPPG ou CAAE: 60106922000005327

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR PURINERGICO PARA
LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA E SUA RELACAO COM A IMUNOMODULACAO

A pessoa pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo é entender o comportamento e caracteristicas de uma proteina, CD38,
presente em células imunes da medula dssea e sangue periférico que parece ter um papel
importante na progressao da Leucemia Linfocitica Aguda. Esta pesquisa esta sendo realizada
pelo Servico de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé autorizar, a participa¢do na pesquisa envolvera a coleta de 4mL de amostra
de aspirado de medula e 4mL de sangue periférico, que serdo coletados no mesmo momento
gue vocé realizar o diagndéstico e em outro momento de coleta para avaliacdo da Doenca
Residual Minima, a qual corresponde ao nimero de células leucémicas detectaveis apds o
tratamento. Portanto a coleta do segundo tubo de aspirado de medula sé sera realizada se a
pessoa pela qual vocé é responsdvel ja necessitar da coleta de um primeiro tubo para
diagndstico ou avaliacdo da efetividade do tratamento, caso seja diagnosticado tendo
Leucemia Linfocitica Aguda. Além disso, gostariamos da sua autorizacdo para acessar o
prontudrio para consultar sexo, idade, diagndstico, resultados de exames de
imunofenotipagem (exame realizado para estudar a populacdo de células leucémicas e
direcionar o diagndstico e tratamento), e outros exames pertinentes a caracterizagdo do tipo
de leucemia que a pessoa pela qual vocé é responsavel pode vir a apresentar.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo os
mesmos que o paciente pode sentir no evento de uma puncdo de medula e coleta de sangue
a serem realizadas para diagndstico, avaliagdo da Doenga Residual Minima e exames de rotina.
As coletas podem gerar desconforto, porém ndo serdo realizadas puncdes além das
programadas para diagndstico, deteccdo da Doenca Residual Minima e exames laboratoriais
gue o paciente vird a realizar. Portanto, quando o paciente tiver agendada uma puncdo de
medula ou coleta de sangue serdo aspirados 4mL a mais, podendo aumentar o tempo de
desconforto.

Os possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa sdo contribuir para o
melhor entendimento de como se comportam as células imunes no contexto da Leucemia
Linfocitica Aguda. Desta forma é possivel encontrar novos alvos para auxiliar na melhora do
tratamento desta doenca. Além disso, a participacdo na pesquisa estara contribuindo no
entendimento das diferengas que o tratamento pode ocasionar nas caracteristicas e
quantidade dessas células. Todas estas informacbGes poderdo auxiliar pacientes que
apresentarem Leucemia Linfocitica Aguda no futuro.
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A participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatério. Caso
vocé decida ndo autorizar, ou ainda, desistir da participacdo e retirar a autoriza¢do, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que a pessoa pela qual vocé é responsavel recebe ou podera
vir a receber na instituicdo. Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacao
na pesquisa e vocé nao terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos. Caso
ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da participa¢do na pesquisa, o participante
receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal. Os dados coletados
durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados serdo
apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja, o seu nome
ou da pessoa pela qual vocé é responsdvel ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, poderd entrar em contato com o pesquisador responsavel
Fabricio Figueird, pelo telefone (51) 3308-5554, ou com a pesquisadora Vitéria Brum da Silva
Nunes pelo telefone (51) 3308-5553, ou com a pesquisadora Alessandra Aparecida Paz, pelo
telefone (51) 3359-8317 ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA, pelo telefone
(51) 3359-6246, pelo e-mail cep@hcpa.edu.be, ou no 5° andar do Bloco C do HCPA, Avenida
Protasio Alves, 211 — Portdo 4, de segunda a sexta, das 8h as 17h. O CEP é um érgao colegiado,

de cardter consultivo, deliberativo e educativo, cuja finalidade é avaliar, emitir parecer e
acompanhar os projetos de pesquisa envolvendo seres humanos, em seus aspectos éticos e
metodolégicos, realizados no ambito da instituicdo.

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

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do participante

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:

186


mailto:cep@hcpa.edu.be

9.23 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Meio Eletronico do projeto 2022/0094
(CAAE:60106922000005327)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
N° do projeto GPPG ou CAAE: 60106922000005327

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DE CD38 COMO POSSIVEL BIOMARCADOR PURINERGICO PARA
LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA E SUA RELACAO COM A IMUNOMODULACAO

A pessoa pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo é entender o comportamento e caracteristicas de uma proteina, CD38,
presente em células imunes da medula dssea e sangue periférico que parece ter um papel
importante na progressao da Leucemia Linfocitica Aguda. Esta pesquisa esta sendo realizada
pelo Servico de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé autorizar, a participacdo na pesquisa envolverd a andlise de dados
provenientes de exames ja realizados e de prontudrios da pessoa pela qual vocé é responsavel.
Estes dados estdao armazenados confidencialmente no sistema do HCPA, e serdo utilizados
apenas para correlacionar a presenga do grupo de células imunes em questdo e os dados do
prontuario.

A participag¢do na pesquisa ndo confere riscos ou desconfortos, uma vez que ndo
havera coleta de sangue ou qualquer outro material biolégico além das coletas que a pessoa
pela qual vocé é responsavel ja realizou.

Os possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa sdo contribuir para o
melhor entendimento de como se comportam as células imunes no contexto da Leucemia
Linfocitica Aguda. Desta forma é possivel encontrar novos alvos para auxiliar na melhora do
tratamento desta doenca. Além disso, a participacdo na pesquisa estara contribuindo no
entendimento das diferengas que o tratamento pode ocasionar nas caracteristicas e
quantidade dessas células. Todas estas informacGes poderdo auxiliar pacientes que
apresentarem Leucemia Linfocitica Aguda no futuro.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatério. Caso
vocé decida ndo autorizar, ou ainda, desistir da participagao e retirar a autorizagdo, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que a pessoa pela qual vocé é responsavel recebe ou podera
vir a receber na instituicao.

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

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da participa¢do na pesquisa, o
participante recebera todo o atendimento necessdrio, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
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seja, 0 seu nome ou da pessoa pela qual vocé é responsavel ndo aparecera na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Fabricio Figueird, pelo telefone (51) 3308-5554, ou com a pesquisadora Vitéria Brum da Silva
Nunes pelo telefone (51) 3308-5553, ou com a pesquisadora Alessandra Aparecida Paz, pelo
telefone (51) 3359-8317 ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA, pelo telefone
(51) 3359-6246, pelo e-mail cep@hcpa.edu.be, ou no 5° andar do Bloco C do HCPA, Avenida
Protasio Alves, 211 — Portdo 4, de segunda a sexta, das 8h as 17h. O CEP é um érgao colegiado,
de carater consultivo, deliberativo e educativo, cuja finalidade é avaliar, emitir parecer e

acompanhar os projetos de pesquisa envolvendo seres humanos, em seus aspectos éticos e
metodolégicos, realizados no ambito da instituicdo.

Esse termo foi enviado aos participantes por meio eletrénico. Os pesquisadores
armazenardo registro eletronico (arquivo, imagem ou audio) da concordancia em participar
do estudo. Sugere-se que os participantes armazenem este arquivo eletronico (salvar imagem
ou arquivo em pdf) ou ainda imprimam este Termo.

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o termo

Assinatura

Local e Data:
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9.24 Roteiro de Ligacdo Telefonica do projeto 2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

N° do projeto GPPG ou CAAE: 60106922000005327

Bom dia/Boa tarde, o meu nome é Vitéria Brum da Silva Nunes, sou pesquisadora do
projeto que estd sendo realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre “Avaliacdo de CD38
como possivel biomarcador purinérgico para Leucemia Linfocitica Aguda e sua relagdo com a
imunomodulacdo”. Poderia falar com o Sr/ a Sra [responsavel pela paciente participante]?

O objetivo do projeto é entender o comportamento e caracteristicas de uma proteina,
CD38, presente em células imunes da medula dssea e sangue periférico que parece ter um
papel importante na progressdo da Leucemia Linfocitica Aguda. Estou ligando para convidar o
(a) senhor (a) a participar desta pesquisa, pois verificamos que a pessoa pela qual vocé é
responsdvel [nome do paciente] realizou acompanhamento no Servico de Hematologia apds
o diagndstico de Leucemia Linfocitica Aguda. Se tiver interesse em participar, vocé ou a pessoa
pela qual vocé é responsavel ndo precisara responder a quaisquer perguntas, apenas estara
dando consentimento para termos acesso aos exames realizados no periodo de
acompanhamento pelo Servico de Hematologia e ao prontuario.

Ressaltamos que caso ndo tenha interesse em participar, isto ndo interfere em nada
no atendimento da pessoa pela qual vocé é responsavel, ou em consultas e exames ja
agendados. Se estiver de acordo, perguntar em qual contato de preferéncia gostaria de
receber o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto, onde constam as
informacdes detalhadas.

Contato para envio do TCLE (email/Whatsapp/mensagem):

Gostaria de participar: () Sim () Nao

Em caso de concordancia aplicar o instrumento. Se ndo aceitar, agradecer pelo tempo e
atencao.

Perguntar se a pessoa possui mais alguma duvida e ressaltar que os contatos dos
pesquisadores e do CEP estdao no Termo enviado.

Pesquisadora Responsavel: Alessandra Aparecida Paz
Contato disponibilizado: (51) 3359-8317

Observacdo: Este roteiro é apenas um guia para o didlogo, sendo que os pesquisadores
tomardo todo o cuidado para evitar qualquer constrangimento, bem como responderdo
perguntas ou duvidas adicionais que se apresentem durante a ligagdo.

Dados a serem preenchidos pelo pesquisador depois da ligacao: Participante, dia da ligacao,
hora da ligacdo, gravacdo da ligacdo (Sim/N&o), pesquisador que realizou a ligacdo e
assinatura do Pesquisador.
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9.25 Termo de Consentimento Informado (TCI) do Servico de Hemoterapia — Doacdo de
Sangue para o projeto 2022/0094 (CAAE:60106922000005327)

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (TCI)
SERVICO DE HEMOTERAPIA — Doagdo de Sangue

Eu, abaixo assinado, autorizo a utilizacdo do meu sangue doado em qualquer paciente
gue dele necessite, na producdo de insumo e hemoderivados a partir do plasma excedente
nao utilizado para fins transfusionais, além da utilizacdo de parte do material coletado, que
porventura seria descartado, para fins de pesquisa e/ou controle laboratorial (assegurando o
anonimato e confidencialidade de suas informagdes conforme normas técnicas vigentes).
Autorizo também a incorporagcdo de meu nome em um registro de doadores. A equipe
explicou-me de forma clara a natureza e o objetivo destes procedimentos e me foi dada
oportunidade de fazer perguntas, sendo todas elas respondidas completa e satisfatoriamente.
Confirmo que me foi disponibilizado material sobre doengas infecciosas transmitidas através
da transfusdo de sangue. Fui informado de que poderei sentir efeitos adversos do
procedimento tais como sudorese, tonturas, nduseas, vomitos e, raramente, podem surgir
alteracOes cardiacas e respiratérias. Autorizo também, a realizacdo de todos os testes
laboratoriais exigidos por lei para deteccdo das seguintes infec¢des transmitidas pelo sangue:
hepatites B e C, sifilis, Chagas, HIV, HTLV, e estou ciente de que poderei ser chamado para
repeticao de testes.

Data: Horario:
Nome (em letra de forma) do Doador ou Responsavel Documento de Identificagao
Assinatura do Doador ou Responsavel Grau de parentesco do responsavel

Responsavel pela aplicagao do termo

Apesar do profissional de saude poder dar-lhe todas as informacGes necessarias e
aconselhar-lhe, vocé deve participar do processo de decisdo sobre o procedimento e ter sua
parcela de responsabilidade pela conduta adotada. Esse formulario atesta sua aceitacdo do
procedimento recomendado.
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