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RESUMO 

 

Exossomos são nanopartículas importantes na comunicação intercelular, carregando 

conteúdos de proteínas, RNAs e microRNAs que recapitulam as células de origem. 

Assim, poderiam ser úteis como pulso antigênico no desenvolvimento de novas 

formas de imunoterapia, e análise de seu conteúdo interno poderia representar uma 

interessante ferramenta prognóstica. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de 

exossomos extraídos do soro de pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e 

síndromes mielodisplásicas (SMD) como fonte antigênica para células dendríticas 

(DC) e os efeitos sobre a citotoxicidade antitumoral. Além disso, os níveis de 

expressão de mir-223, importante microRNA no sistema hematopoiético, foram 

avaliados nos exossomos e correlacionados com dados clínicos e laboratoriais, com 

o intuito de também explorar seu potencial uso prognóstico nessas doenças. Sangue 

venoso foi obtido de 14 pacientes com LMA, 28 pacientes com SMD e 19 controles 

saudáveis. Exossomos foram isolados usando método ExoQuick®; sua concentração 

e distribuição de tamanho foram caracterizadas por Nanoparticle Tracking Analysis 

(NanoSight, UK). Os níveis de expressão de mir-223 e mir-192 (controle endógeno) 

foram avaliados por RT-PCR. Para os estudos de citotoxicidade, 100µL da suspensão 

de exossomos (aproximadamente 1015 nanopartículas) foram incubados com DCs 

maduras ou imaturas e a citotoxicidade direta ou dependente de linfócitos foi avaliada 

pela porcentagem de lise específica de células leucêmicas K562 nas coculturas, 

comparado a situações de DCs não pulsadas. A concentração de exossomos nas 

amostras de soro variou de 5,6 x 1011 a 3,3 x 1013 partículas por l de suspensão, com 

concentrações significativamente menores nas amostras de pacientes em relação aos 

indivíduos saudáveis (p= 0,004). Diminuição significativa na expressão de mir-223 foi 

observada em exossomos de indivíduos com SMD de alto risco em comparação com 

controles (p= 0,002) e doença de baixo risco (p= 0,012). Curiosamente, houve 

correlação positiva significativa entre expressão de mir-223 exossomal e contagens 

de: leucócitos totais (rs de Spearman = 0,37, p = 0,003), neutrófilos (rs= 0,392, p = 

0,002), monócitos (rs= 0,484, p <0,001), linfócitos (rs= 0,442, p <0,001) e plaquetas 

(rs= 0,387, p = 0,002). A diferenciação granulocítica-monocítica de células CD34+ 

humanas normais revelou aumento de 8 vezes na expressão de mir-223 nessas 

células após 14 dias de cultura. Em relação aos estudos citotóxicos, 



surpreendentemente, a incubação de exossomos de pacientes com DCs diminuiu a 

lise das células-alvo, provavelmente correspondendo a mecanismo de evasão tumoral 

in vivo. No entanto, quando DCs imaturas foram pulsadas com exossomos purificados 

de sobrenadantes de culturas de K562 ou lisados dessas células, a lise de células 

alvo foi notavelmente aumentada, associada a aumento substancial na expressão do 

marcador de maturação CD83. Portanto, o desenvolvimento de vacinas usando 

exossomos de pacientes provavelmente não acrescentaria benefícios ao tratamento 

da LMA; alternativamente, exossomos de células em cultura ou lisados celulares 

podem representar formas eficazes de maturar DCs em fenótipo citotóxico, sem a 

imunossupressão observada com exossomos dos pacientes. Além disso, mir-223 está 

suprimido em pacientes com SMD de alto risco e correlaciona-se com as contagens 

celulares tanto em SMD quanto LMA. Como os níveis de mir-223 aumentam 

progressivamente durante a diferenciação granulocítica-monocítica, especulamos que 

mir-223 pode representar um marcador de diferenciação residual normal. 

 

Palavras-chave: Exossomos, células dendríticas, microRNAs, leucemia mieloide 

aguda, síndromes mielodisplásicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Exosomes are nanoparticles with important intercellular communication functions, 

carrying proteins, RNAs and microRNAs which are dependent on the cells of origin. 

Thus, they could be useful as antigenic pulse in the development of new forms of 

immunotherapy, and the analysis of their microRNAs contents could represent a more 

accessible prognostic tool. The objective of this study was to evaluate the use of 

exosomes extracted from serum of patients with acute myeloid leukemia (AML) and 

myelodysplastic syndromes (SMD) as an antigenic source for dendritic cell (DC) and 

the effects upon antitumor cytotoxicity. Furthermore, expression levels of exosomal 

mir-223, an important microRNA in the hematopoietic system, were correlated to 

clinical and laboratorial data. Venous blood was obtained from 14 patients with AML, 

28 patients with MDS and 19 healthy controls. Exosomes were isolated using the 

ExoQuick® precipitation solution; their concentration and size distribution were 

characterized by Nanoparticle Tracking Analysis (NanoSight, UK). Expression levels 

of mir-223 and mir-192 (endogenous control) were assessed by RT-PCR using specific 

primers. For cytotoxic studies, 100uL of the suspension of exosomes (approximately 

1015 nanoparticles) were incubated with mature or immature DCs in culture and direct 

or lymphocyte-dependent cytotoxicity was assessed by the percentage of specific lysis 

of K562 leukemic cells in co-cultures, compared to that of non-pulsed DCs, and 

analyzed by immunophenotyping. The concentration of exosomes in serum samples 

ranged from 5.6 x 1011 to 3.3 x 1013 particles per l of suspension, with significantly 

lower concentrations in the patient’s samples in relation to healthy individuals 

(p=0.004). A significant decrease in the expression of mir-223 was observed in 

exosomes from individuals with high-risk MDS compared to controls (p=0.002) and to 

patients with low-risk MDS (p=0.012). Interestingly, in the total group of patients, there 

was a significant positive correlation between the expression of exossomal mir-223 

and counting of: total leukocytes (Spearman's rs=0.37, p=0.003), neutrophils 

(rs=0.392, p=0.002), monocytes (rs=0.484, p<.001), lymphocytes (rs=0.442, p<.001) 

and platelets (rs=0.387, p=0.002) in peripheral blood. We then performed granulocytic-

monocytic differentiation of normal human CD34+ cells and observed an 8-fold 

increase in mir-223 expression in cultured cells after 14 days of culture. Regarding the 

cytotoxic studies, surprisingly, incubation of patients’ exosomes with DCs decreased 



lysis of target cells, which may correspond to a mechanism of tumor evasion in vivo. 

However, when immature DCs were pulsed with exosomes purified from K562 culture 

supernatants or K562 cell lysates, the lysis of target cells was notably enhanced, 

associated with a substantial increase in the expression of the maturation marker 

CD83. Thus, the development of vaccines using patients' exosomes would probably 

add no benefits to the treatment of AML; alternatively, exosomes from cultured cells or 

whole cell lysates may represent effective ways for maturing DCs into a cytotoxic 

phenotype, without the immunosuppression observed with patients' exosomes. 

Furthermore, mir-223 is suppressed in exosomes of patients with high-risk MDS and 

correlate with cell counts in both MDS and AML. As mir-223 levels progressively 

increase during normal granulocytic-monocytic differentiation, we speculate that mir-

223 may represent a marker of residual normal differentiation. 

 

Keywords: Exosomes; dendritic cells; microRNAs; acute myeloid leucemia; 
myelodysplastic syndromes.  
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INTRODUÇÃO 

Os últimos anos têm testemunhado avanços substanciais no 

entendimento das alterações genéticas que levam ao surgimento e proliferação 

das células neoplásicas. Esses novos conhecimentos foram possíveis graças ao 

desenvolvimento de ensaios laboratoriais extremamente robustos, dentre eles 

as técnicas envolvendo genômica e proteômica. Esse progresso foi 

particularmente perceptível no campo das neoplasias hematológicas: hoje estão 

descritos a fundo inúmeros desarranjos genéticos e padrões moleculares que 

levam à ocorrência das leucemias mieloides agudas e das síndromes 

mielodisplásias, tornando-se inclusive importantes marcadores de agressividade 

e prognóstico nessas doenças. (1,2)  

As Síndromes Mielodisplásicas (SMD) correspondem na verdade a um 

conjunto de desordens clonais da célula tronco hematopoiética, que como grupo 

têm como denominador comum a hematopoiese ineficaz. Esta pode ser 

caracterizada por alta proliferação celular na medula óssea, porém com 

displasias celulares significativas que levam a citopenias no sangue periférico e 

suas consequências clínicas, como anemia, sangramentos e susceptibilidade a 

infecções. Além disso, há acúmulo progressivo de blastos, que são células 

tronco indiferenciadas afetadas por mutações da doença e que perdem seu 

controle de proliferação e sua capacidade de diferenciação nas diversas 

linhagens sanguíneas. O diagnóstico é realizado através da avaliação conjunta 

de histologia, imunofenotipagem e citogenética, e os pacientes são classificados 

em categorias de risco através de escores prognósticos. (3) Dentre eles, o que 

mais tem sido utilizado na prática clínica e em ensaios clínicos avaliando a 

eficácia de diferentes tratamentos é o IPSS (International Prognostic Scoring 

System). (4) Essa ferramenta foi validada em diferentes coortes de pacientes e 

avalia o efeito prognóstico conjunto das seguintes variáveis: porcentagem de 

blastos na medula óssea, tipos das alterações citogenéticas encontradas e 

número de citopenias, como pormenorizado na Tabela 1.  
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International Prognostic Scoring System (IPSS) 

  Pontuação 

Variável 0 0,5 1 1,5 2 

% blastos MOa <5 5 a 10 - 11 a 20 21-30 

Citogenéticab Bom  Intermediário Ruim - - 

Citopeniasc 0/1  2/3 - - - 

           

 Risco de transformação e sobrevida   

Risco 
Pontuação  

total 

Progressão 
p/ LMA  

sem 
tratamento 

(anos) 

Sobrevida 
mediana  

sem 
tratamento 

(anos)   
Baixo 0 9,4 5,7   
Int-1 0,5-1 3,3 35   
Int-2 1,5-2 1,1 1,2   
Alto ≥2 0,2 0,4   

 

Tabela 1. IPSS: International Prognostic Scoring System, sistema prognóstico utilizado 

no estadiamento de pacientes diagnosticados com síndromes mielodisplásicas.  

a Sistema prognóstico desenvolvido antes da classificação da Organização Mundial de Saúde, 

que diminuiu o limiar de porcentagem de blastos para ≥ 20% para diagnóstico de LMA 

b Bom: normal, -Y, del(5q) isolada, del(20q); ruim: complexo (≥ 3 anormalidades) ou alterações 

no cromossomo 7; intermediário: outras alterações. 

c Neutrófilos < 1500/mm3, plaquetas < 100000/mm3, hemoglobina <10 g/dL. 

LMA: leucemia mieloide aguda; Int: intermediário. 

Fonte: Greenber et al., 1997. (5) 

 

 

Além das complicações decorrentes das citopenias, esse grupo de 

doenças carrega um risco acentuado de transformação para leucemia mieloide 

aguda, principalmente nos pacientes classificados como de maior risco (Tabela 

1), e por isso essas doenças serem ditas como lesões “pré-leucêmicas”. (6) 

No caso específico das leucemias mieloides agudas (LMA), estas 

caracterizam-se pelo acúmulo na medula óssea ou no sangue periférico de mais 

de 20% de blastos dentre as células nucleadas, tendo sido ou não precedido por 

quadro de mielodisplasia. A doença leva a maioria dos pacientes a óbito por 

sangramentos ou infecções caso o tratamento não seja instituído rapidamente. 
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(7) É o tipo mais comum de leucemias agudas no adulto, com dados recentes 

demonstrando incidência ajustada à idade de 4,3 casos por 100.000 anualmente 

nos EUA. (8) A doença pode se manifestar em qualquer faixa etária, mas há um 

predomínio em faixas etárias mais avançadas, com mediana de idade ao 

diagnóstico de 68 anos. (9) 

Apesar do processo de leucemogênese ainda não ter sido completamente 

elucidado, acredita-se que a LMA tem origem da transformação oncogênica da 

célula tronco hematopoiética normal ou de progenitores que recuperam as 

propriedades de auto renovação das células tronco, e que, portanto, são capazes 

de manter o clone maligno viável de forma permanente. A possibilidade de 

quiescência e o acúmulo progressivo de novas lesões genéticas leva 

frequentemente à coexistência de diversos clones malignos no mesmo paciente, 

contribuindo para as altas taxas de resistência à quimioterapia e recidiva que são 

características da doença. (10) 

Apesar de geralmente restrito, o desfecho dos pacientes e sua resposta à 

terapia tende a ser heterogêneo dependendo de fatores dependentes do 

paciente e da própria doença. A primeira classificação empregada para esse 

grupo de doenças, o sistema Franco-Americano-Britânico (FAB), estabelecido 

em 1976, separou 8 subtipos (de M0 a M7) de acordo com características 

morfológicas e citoquímicas dos blastos leucêmicos, e continua sendo utilizada 

em grande parte dos centros por sua facilidade de caracterização. Com o 

progresso das ferramentas diagnósticas, do entendimento da biologia dessas 

doenças e também com o surgimento de novas opções terapêuticas, em 2001 a 

Organização Mundial de Saúde introduziu uma nova classificação incorporando 

novos dados de genômica e imunofenotipagem, tendo sua última revisão sido 

elaborada em 2016. (11) Ambas as classificações podem ser observadas em 

maiores detalhes na Tabela 2.  
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OMS FAB 

LMA com anormalidades genéticas recorrentes   
     LMA com t(8;21)(q22;q22.1);RUNX1-RUNX1T1   
     LMA com inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11   
     Leucemia promielocítica aguda com PML-RARA M3 
     LMA com t(9;11)(p21.3;q23.3);MLLT3-KMT2A   
     LMA com t(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214   
     LMA com inv(3)(q21.3q26.2) or t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM   
     LMA megacarioblástica com t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1   
     Entidade provisória: LMA com BCR-ABL1   
     LMA com NPM1 mutado   
     LMA com mutações de CEBPA   
     Entidade provisória: LMA com RUNX1 mutado   
LMA com alterações mielodisplásicas    
Neoplasias mieloides relacionadas a terapia   
LMA não especificada   
     LMA com diferenciação mínima M0 
     LMA sem maturação  M1 
     LMA com maturação M2 
     LMA mielomonocítica M4 
     LMA monoblástica/monocítica M5 
     Leucemia eritróide aguda M6 
     Leucemia megacariocítica aguda  M7 
     Leucemia basofílica aguda   
     Panmielose aguda com mielofibrose   
Sarcoma Mieloide   
Proliferações mieloides associadas a Síndrome de Down    
     Mielopoiese anormal transitória    
     LMA associada a Síndrome de Down    

 

Tabela 2. Classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) das leucemias 

mieloides agudas e correspondências com a classificação Franco-Americana-Britânica 

(FAB).  

Fonte: (11) 

 

Além dessas classificações, têm sido refinados também os esquemas 

prognósticos para LMA, que ajudam o hematologista clínico na escolha entre 

tratamentos padrão ou tratamentos de maior intensidade, que incluiriam a 

consolidação com transplante ou mesmo novas terapias em investigação. 

Atualmente, é possível separar os pacientes em categorias de risco baseadas 

em perfis citogenéticos e moleculares e que se associam a sobrevida e resposta 
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a terapia, e têm sido testados como possíveis preditores de recidiva no 

seguimento desses pacientes. (12) Essa categorização de risco pode ser 

evidenciada com mais detalhes na Tabela 3.  

 

Grupo genético Subtipos 

Favorável t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
NPM1 mutado sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD com baixa 
carga alélica 
CEBPA mutado  

Intermediário  NPM1 mutado e FLT3-ITD com alta carga alélica 
Wild-type NPM1 sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD com baixa 
carga alélica (sem alterações citogenéticas de risco adverso) 
t(9;11)(p22;q23); MLLT3-KMT2A 
Anornalidades citogenéticas não classificadas como favoráveis 
ou adversas 

Adverso t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
t(v;11)(v;q23); KMT2A com rearranjo 
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 
inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1) 
–5 ou del(5q) 
–7 
-17 ou Anormalidades (17p) 
Cariótipo complexo 
Wild-type NPM1 E FLT3-ITD com alta carga alélica 
RUNX1 mutado 
ASXL1 mutado 
TP53 mutado 

  

 

Tabela 3. Correlações de dados moleculares e citogenéticos com desfechos clínicos em 

Leucemia Mieloide Aguda.  

Abreviaturas: ITD, internal tandem duplication. 

Cariótipo complexo é definido por 3 ou mais anormalidades cromossômicas na ausência de:  

t(8;21), inv(16) or t(16;16), t(15;17), t(9;11), t(v;11)(v;q23), t(6;9), inv(3) or t(3;3). 

Fonte: (12) 

 

Um importante marco no tratamento da LMA foi a implementação, durante 

a década de 1970, de esquemas quimioterápicos baseados na associação de 

citarabina com antraciclínicos, que melhoraram significativamente a 



20 

 

[Digite aqui] 

 

probabilidade de se atingir a remissão completa da doença. (13) Apesar desse 

incremento nas taxas de remissão da doença, o resultado a longo prazo dos 

adultos com LMA continua precário, com uma sobrevida global em cinco anos 

girando em torno de apenas 25%, sendo menor que 10% para pacientes com 

mais de 65 anos, o grupo predominante de indivíduos afetados pela doença. (14) 

A principal razão para esse prognóstico restrito é o fato de que a maioria dos 

pacientes apresentará recidiva da doença mesmo após atingir remissão 

completa com o esquema quimioterápico inicial. Isso decorre provavelmente da 

permanência de um pequeno reservatório de células leucêmicas que persistem 

após a quimioterapia, uma condição conhecida como doença residual mínima 

(DRM), que pode evoluir para uma recidiva clínica completa. (15)  

Portanto, apesar do avanço no conhecimento da fisiopatologia dessas 

doenças, este não foi acompanhado na mesma proporção por novos 

incrementos terapêuticos capazes de levar à cura ou mesmo prolongamento 

adequado da sobrevida, e o tratamento para a maioria dos pacientes pouco 

evoluiu nas últimas cinco décadas. Mesmo que novos compostos estejam sendo 

aprovados pelas agências reguladoras de diversos países em passo 

relativamente rápido e com benefícios em relação aos tratamentos 

convencionais, seu alto custo acaba por restringir o acesso a pacientes locados 

em países desenvolvidos ou em contexto de alguns poucos ensaios clínicos.(16) 

A única opção terapêutica que pode ser considerada realmente curativa 

nessas doenças é a consolidação do esquema quimioterápico de indução de 

remissão com o transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) 

alogênicas. Entretanto, esse tratamento também apresenta importantes 

limitações. A primeira delas é a necessidade de um doador HLA-compatível, o 

que limita sua realização a uma parcela restrita dos pacientes. Além disso, o 

próprio procedimento apresenta altos índices de complicações e mortalidade, 

inviabilizando seu emprego em pacientes mais frágeis como, por exemplo, 

idosos ou portadores de comorbidades significativas. (17) 

Mas foi através da prática do TCTH que se observou pela primeira vez o 

potencial do sistema imune como potente efetor antitumoral. Uma complicação 

frequente dos transplantes alogênicos é o desenvolvimento da doença do 
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enxerto contra o hospedeiro (DECH): a reação dos linfócitos T alo reativos do 

doador contra os tecidos do receptor, podendo resultar em manifestações 

cutâneas, oculares, gastrointestinais, pulmonares, entre outras. (18) Entretanto, 

observou-se que os pacientes acometidos pela DECH também apresentavam 

menores chances de recorrência da doença, assim como o fato de que enxertos 

depletados de células T levavam a menor ocorrência de DECH mas também 

levavam a aumento nas taxas de recidiva. (19,20) Estudos posteriores 

demonstraram a razão para esse benefício: os linfócitos do doador eram capazes 

também de eliminar células leucêmicas residuais do receptor. (21) 

A primeira evidência da ocorrência desse fenômeno apareceu na década 

de 1950, em modelo de transplante animal, onde demonstrou-se a eliminação 

de células leucêmicas após infusão da medula óssea do doador quando havia 

adiamento do esquema de imunossupressão, e apontando para a possibilidade 

de que as células viáveis do doador fossem responsáveis pela erradicação das 

células neoplásicas. (22) Uma década depois, ficou demonstrado também em 

humanos que a doença era eliminada pelo efeito do “enxerto contra leucemia” 

(GvL – graft versus leukemia) e usou-se pela primeira vez o termo GvHD (graft 

versus host disease; doença do enxerto contra hospedeiro) para descrever a 

síndrome clínica que se manifestava secundariamente aos transplantes 

alogênicos. (23) 

Nesse contexto, as evidências do papel dos linfócitos no efeito anti-

leucemia têm fomentado a busca por terapêuticas baseadas no sistema imune 

como uma nova possibilidade no arsenal terapêutico dessas doenças. Quando 

se considera a alta morbidade e mortalidade associadas tanto aos esquemas 

quimioterápicos quanto ao transplante, e mesmo assim com altas taxas de 

recidiva, fica ainda mais clara a necessidade de desenvolvimento de novas 

opções terapêuticas menos tóxicas e mais efetivas.  

Considerando esse cenário, grande expectativa tem sido lançada sobre 

novas terapias em desenvolvimento como tratamento de resgate nos casos 

refratários ou com doença residual persistente após tratamento convencional. 

Essas incluem, por exemplo, o uso das células CAR-T (Chimeric antigen 

receptor T cells, ou células T com receptores de antígenos quiméricos). Essas 
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preparações baseiam-se em linfócitos com receptores quiméricos produzidos 

por edição gênica, com capacidade de ligação a alvos específicos na superfície 

das células tumorais e efetivação de ataque citotóxico. (24)  

Apesar de resultados promissores com o uso dessa estratégia nas 

leucemias linfoides agudas e nos linfomas de células B (25,26), ainda não há um 

produto disponível e licenciado para uso que apresente especificidade para 

leucemia mieloide aguda. Além disso, deve-se considerar o ainda altíssimo custo 

de produção dessas preparações, e a ocorrência de eventos adversos graves, 

como a síndrome de liberação de citocinas, uma complicação potencialmente 

fatal e que demanda no seu manejo ambiente de terapia intensivo e a 

disponibilidade de anticorpos anti-IL-6 para o seu tratamento, também com uso 

restrito por seu custo e baixa disponibilidade.  

Portanto, no contexto do sistema público de saúde brasileiro, é necessária 

também a busca por alternativas que, além de eficácia terapêutica na prevenção 

de recidiva, tenham também o potencial de fabricação in house e com perfil 

toxicológico passível de ser manejado na estrutura disponível, tornando-se 

factível a essa realidade.   

 

Potencial do uso de vacinas de células dendríticas no tratamento das 

neoplasias mieloides 

A experiência crescente com o uso do TCTH e a observação mais 

detalhada do efeito do “enxerto contra leucemia” demonstrou a atuação dos 

linfócitos T CD8+ e das células Natural Killer (NK) como os principais 

responsáveis por esse ataque citotóxico. Nesse contexto, as células dendríticas 

(DCs) aparecem como importantes orquestradoras dessa resposta imunológica, 

por serem dotadas da habilidade única de estimular e potencializar o efeito anti-

leucêmico de ambos os tipos de células imunes efetoras (linfócitos T e células 

NK), e por isso têm despertado grande interesse como possível nova terapia de 

prevenção de recidiva na doença. (27)  

De fato, a descoberta das células dendríticas em 1972 (28) foi 

considerada um grande marco no entendimento do funcionamento do sistema 

imune e, posteriormente, da imunologia dos tumores, revelando suas 
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capacidades especializadas de captura, processamento e apresentação de 

antígenos, que podem ser observadas na Figura 1. Apresentam ampla 

distribuição tecidual, atuando como um sistema de vigilância que interliga os 

sistemas imunes inato e adaptativo. São geradas através de precursores na 

medula óssea e classificadas de forma simplificada em quatro grupos gerais: 

DCs convencionais (cDC), DCs plasmocitóides (pDC), DCs derivadas de 

monócitos, e células de Langerhans. As cDC são posteriormente classificadas 

de acordo com sua localização tecidual, marcadores de superfície e mais 

recentemente também através da expressão de fatores de transcrição 

específicos. (29) 

A função elementar das DCs é instruir e ativar células T naïve para uma 

resposta imune adaptativa. Em sua forma imatura, apresentam ávida capacidade 

de captura de antígenos e baixa expressão de moléculas do complexo maior de 

histocompatibilidade (MHC) e de moléculas coestimulatórias (como CD80 e 

CD86). (30) Após reconhecimento de padrões moleculares associados a 

patógenos ou outros sinais antigênicos (que incluem a presença de células 

tumorais), as DCs passam por processo de maturação, com aumento da 

expressão de MHC e coestimuladores em sua superfície, além de produção de 

citocinas essenciais para a ativação dos linfócitos T. (31,32) 

No caso da LMA, o início da resposta imune citotóxica mediada por células 

T também se inicia pela apresentação de antígenos relacionados à doença pelas 

células dendríticas para os linfócitos T CD8+ citotóxicos e CD4+ auxiliares, 

através de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classes 

I e II, respectivamente. Após estimulação, as células T CD4 + naïve podem ser 

polarizadas em células T auxiliares tipo 1 (TH1), que por sua vez, suportam a 

geração e proliferação de linfócitos T CD8+ citotóxicos antígeno-específicos. 

Esses linfócitos (através do seu receptor específico de células T) são capazes 

de reconhecer células leucêmicas que exibam os antígenos específicos para os 

quais haviam sido estimulados. Segue-se então o ataque citotóxico, para os 

quais esses linfócitos possuem diferentes possibilidades de efetivação, como 

ligantes de receptores associados à morte celular (como FasL) ou proteínas 

citolíticas liberadas de grânulos intracitoplasmáticos (como granzima B e 

perforina). (33,34) Além disso, diversas citocinas produzidas pelas DCs estão 
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envolvidas na ativação de células NK (como IL-12). Essas células NK podem 

neutralizar células leucêmicas utilizando as mesmas ferramentas citolíticas que 

os linfócitos T efetores, mas de forma inespecífica e independente de MHC, além 

de exercerem efeito imunomodulatório através da secreção de citocinas como 

IFN-, dando suporte às respostas dependentes de linfócitos. (35) 

 

 

Fig. 1 - Ciclo da imunidade anti-tumoral. Antígenos liberados pelas células 

neoplásicas são internalizados pelas células dendríticas, processados e apresentados 

a linfócitos T através de proteínas codificadas pelo MHC (complexo principal de 

histocompatibilidade) e moléculas co-estimulatórias (CD86). O resultado desse 

processo é a proliferação e ativação de linfócitos citotóxicos e de memória, culminando 

em lise tumoral.  

 

 

Entretanto, clones tumorais podem desenvolver habilidades de escapar a 

esse sistema de defesa, proliferando-se livremente e levando a uma nova 

doença manifesta ou à sua recidiva. Evasão tumoral pode ocorrer por diversos 

mecanismos, como diminuição do reconhecimento imune através da produção 

pelas células tumorais de antígenos com menor imunogenicidade, redução da 

expressão de moléculas MHC acarretando menor capacidade de apresentação 
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de antígenos e falha na ativação de células citotóxicas efetoras, além de 

desenvolvimento de um microambiente tumoral imunossupressor através da 

liberação de citocinas e proliferação de linfócitos T reguladores (Tregs). (36) 

Justamente por sua inerente plasticidade, DCs podem tornar-se propensas aos 

efeitos do microambiente tumoral imunossupressor: células tumorais podem 

suprimir as funções das DCs polarizando-as a um fenótipo imunotolerante ou 

através do recrutamento de precursores de DCs com capacidades 

imunossupressoras. Diversos mecanismos têm sido descritos para explicar 

essas alterações, incluindo efeito de diversas citocinas, como IL-6 e IL-10, 

fatores de crescimento, alterações metabólicas e oxidativas.  (37,38) 

Apesar dessas alterações quantitativas e qualitativas de DCs encontradas 

em pacientes com câncer, ficou demonstrada a possibilidade de se gerar e 

diferenciar células dendríticas maduras a partir de leucócitos mononucleares do 

sangue periférico dos próprios pacientes através de meios de cultura específicos 

e suplementados de citocinas pró-inflamatórias. (39) O desenvolvimento e 

aprimoramento dessas técnicas de cultura celular permitiram crescentes 

rendimentos em número de células ao longo da década de 90, o que permitiu a 

exploração do pulso das DCs com antígenos tumorais como uma nova 

possibilidade de vacinas contra o câncer. (40,41) Os protocolos convencionais 

mais utilizados empregam monócitos separados de sangue periférico que são 

diferenciados ex vivo em células dendríticas maduras (42,43), que são então 

pulsadas com antígenos tumorais específicos sob variadas formas, como 

peptídeos sintéticos (44), ácido nucleico tumoral (45), corpos apoptóticos (46), 

entre outros.  

O primeiro estudo que testou vacinas com células dendríticas em 

pacientes com câncer foi publicado em 1996 e avaliou o uso de células 

dendríticas pulsadas com peptídeo tumoral em quatro pacientes com diagnóstico 

de linfoma de células B folicular. Todos os pacientes desenvolveram resposta 

celular antitumoral detectável; sendo que dois dos pacientes apresentaram 

regressão completa do tumor após o esquema de vacinação. (47) Desde então, 

resultados de experimentos tanto in vitro como in vivo têm demonstrado 

conclusivamente a segurança dessas vacinas e sua eficácia no desenvolvimento 
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de resposta imune específica contra vários tipos de tumores (48,49), incluindo 

as neoplasias hematológicas. (50,51) 

Uma das formas possíveis de imunoterapia com células dendríticas 

consiste na utilização de RNA mensageiro eletroporado nas DCs. O gene 

escolhido para utilização deve corresponder a um antígeno que apresente 

características importantes para esse papel, como alta expressão na célula 

tumoral, imunogenicidade satisfatória e especificidade. Nenhum antígeno 

estudado até o momento apresenta todas as características necessárias para 

ser considerado o ideal para pulso antigênico; entretanto WT1 (Wilms’ Tumor 1) 

parece agregar diversas dessas características de forma satisfatória, 

principalmente no caso das LMA. (52) A proteína WT1 é altamente expressa na 

maioria dos pacientes com LMA, sendo considerado um importante fator 

prognóstico e um marcador de doença residual mínima após tratamento. (53) 

Ficou demonstrado também seu papel no fenótipo maligno da LMA: estudo em 

animais demonstrou que a injeção de células CD8+ com seletividade para WT1 

levou a eliminação de blastos leucêmicos preservando as células normais. (54) 

O produto do gene WT1 é um fator de transcrição, inversamente expresso de 

acordo com o grau de maturação na hematopoiese normal, sendo detectado em 

células progenitoras hematopoiéticas CD34+ e não em leucócitos normais de 

sangue periférico. (55) Há evidência satisfatória de sua função na 

leucemogênese e estudos pré-clínicos e clínicos iniciais demonstram que a 

resposta imune contra o WT1 é importante para a rejeição do tumor. (45) De fato, 

nossos resultados também mostraram que blastos dos pacientes atendidos em 

nosso centro também apresentavam alta expressão de WT1. (56) 

Diante desses achados, estudo de fase I / II publicado em 2010 que 

investigou o efeito da vacinação com células dendríticas autólogas eletroporadas 

com WT1 em 10 pacientes com LMA mostrou sua segurança e eficácia: dois 

pacientes em remissão parcial após a quimioterapia alcançaram remissão 

completa após a administração das vacinas. Nestes dois pacientes e em três 

outros pacientes que estavam em remissão completa, os níveis de WT1 

retornaram ao normal após a vacinação, compatível com a indução de remissão 

molecular. Além disso, as respostas clínicas foram correlacionadas com 

aumento de células T CD8+ específicas para WT1, comprovando um importante 
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papel desse tipo de imunoterapia na prevenção de recidiva em pacientes com 

LMA. (45) 

Estudo subsequente publicado em 2017 envolvendo 30 pacientes com 

LMA em alto risco de recaída demonstrou que as vacinas com DCs 

eletroporadas com WT1 foram capazes de prevenir ou postergar recaída em 

43% dos pacientes. Nove pacientes obtiveram remissão molecular como 

demonstrado pela normalização dos níveis de transcritos de WT1, 5 dos quais 

foram mantidos após um acompanhamento médio de 109,4 meses. Houve 

aumento da sobrevida global tanto em pacientes abaixo quanto acima dos 65 

anos, quando comparados com séries históricas (sobrevida global em 5 anos em 

pacientes abaixo ou acima dos 65 anos: 69,2% e 30,8%, respectivamente, 

comparados a 51,7% e 18% quando tratados de forma convencional). (57) 

 Desde 2015 estão sendo também produzidas em nosso laboratório 

vacinas de células dendríticas autólogas eletroporadas com RNAm de WT1, que 

foi gentilmente cedido pela Profa. Evelien Smits, do Departamento de Imunologia 

Tumoral da Universidade de Antuérpia, na Bélgica. Esse ensaio clínico 

(identificador no portal clinicaltrials.org: NCT03083054) para avaliação das 

vacinas como possibilidade de tratamento de manutenção para prevenção de 

recidiva incluiu até o momento 5 pacientes com diagnóstico de LMA, em 

remissão completa após quimioterapia de indução e consolidação com citarabina 

em altas doses ou transplante autólogo. Após o fim do tratamento convencional, 

os pacientes foram submetidos a procedimento de leucoaférese, tendo seus 

leucócitos mononucleares separados por técnica de centrifugação em gradientes 

ou através do sistema automatizado CliniMacs®, em que é realizada a seleção 

positiva de monócitos CD14+ através do uso de beads magnéticas. Esse produto 

de separação celular é então colocado em cultura com meio específico para 

células dendríticas e fatores de diferenciação (GM-CSF e IL-4) e, no 6º dia de 

cultura, suplementado de fatores de maturação de células dendríticas (TNF-α e 

PGE2). No 8º dia de cultura, a maturação e viabilidade celular é observada 

através de imunofenotipagem com marcadores específicos (Anexina/PI, CD80, 

CD83, CD86 e HLA-DR) e as células são então eletroporadas com o RNAm de 

WT1. A comprovação da internalização do antígeno é feita por imunocitoquímica 

de esfregaços das células. Cada dose da vacina consiste em 5 x 107 células 
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viáveis e são armazenadas a -80°C e descongeladas individualmente antes de 

cada aplicação. O esquema terapêutico consiste em 4 aplicações intradérmicas, 

na face ventral do braço, a aproximadamente 10 cm da região axilar (espera-se 

haver o desencadeamento da resposta imunológica nos linfonodos axilares) com 

intervalo de 15 dias entre as doses.  

 Nenhum dos 5 pacientes apresentou efeitos colaterais importantes; de 

fato, apenas 1 paciente queixou-se de prurido local no dia seguinte à aplicação 

da primeira dose. Todos encontram-se vivos em remissão completa da doença, 

sendo acompanhados pelos níveis de expressão de WT1 em sangue periférico 

avaliados por técnica de RT-PCR. Os dados clínicos dos pacientes incluídos 

nesse estudo e o tempo de seguimento de cada um deles está explicitado em 

detalhes na Tabela 4. 

   

N Sexo Idade FAB Fatores Prognósticos 

Terapia de indução 

de remissão 

Sobrevida 

(meses)* 

1 M 43 M4 47, XY, del (8)(q22), +22(04)/46, 

XY (16), NPM1 e FLT3 ITD: neg, 

FLT3 TKD + 

Indução + 3 ARAC-HD  

34 

2 M 24 M4 46 XY, FLT3 e NPM1 neg 

Indução + 1 ARAC-HD 

+ TCTH auto 29 

3 M 57 M4 
46, XY, NPM1 positivo, FLT3 ITD 

e TKD neg Indução + 3 ARAC-HD 28 

4 M 41 M1 
45,XY,t(8;21)(q22;q22),-Y[22],  

FLT3 e NPM1 neg Indução + 3 ARAC-HD 27 

5 F 32 M4 
46, XX, inv(16)(p13q22)[22], 

NPM1 e FLT3D neg, FLT3 TKD+ Indução + 3 ARAC-HD 19 

 

Tabela 4. Características clínicas dos pacientes submetidos a terapia de manutenção 

com vacinas de células dendríticas eletroporadas com WT-1. ARAC-HD: citarabina em 

altas doses. *Da última dose de vacina até setembro/2019. 
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 Apesar da relativa facilidade de preparação dessas vacinas e a 

efetividade do pulso com RNAm de WT1, essa técnica ainda apresenta 

importantes limitações. A primeira delas refere-se ao processo de eletroporação 

em si: a passagem de corrente elétrica através das células é importante para 

alteração de seu potencial de membrana permitindo a entrada do ácido 

ribonucleico; entretanto, esse fator físico é também responsável pela morte 

prematura de muitas células, fazendo com que seja necessária a produção de 

um número muito maior de células para se obter um produto com rendimento 

minimamente satisfatório após o choque elétrico. (58)  

 Um segundo ponto é a especificidade e restrição do antígeno. Trata-se de 

um único antígeno, restringindo seu uso apenas aos pacientes nos quais está 

realmente hiperexpresso nos blastos, e com o risco de perda dessa expressão 

como parte da evolução clonal das neoplasias. Portanto, a geração de vacinas 

de células dendríticas mais potentes e efetivas depende também da busca de 

novas fontes de pulso antigênico que sobrepassem essas dificuldades, de forma 

que seja o mais personalizado possível para cada paciente, mas ao mesmo 

tempo amplo o suficiente para evitar evasão tumoral e de preferência sem efeitos 

deletérios sobre as próprias DCs. Nesse contexto, uma das abordagens que 

parece agregar todas essas características seria o uso de exossomos do próprio 

paciente. 

 

A busca por novas formas de pulso antigênico para imunoterapia: 

exossomos 

Exosomos são pequenas vesículas medindo aproximadamente entre 30 

a 150nm, secretadas por diferentes tipos celulares e que recentemente têm 

recebido grande atenção por seu possível papel como biomarcadores em 

diversas condições patológicas. (59) Apesar de anteriormente citados como 

meros restos celulares, estudos recentes têm demonstrado um papel ativo dos 

exossomos na comunicação intercelular através do transporte de proteínas, RNA 

e microRNAs que podem alterar de forma significativa a função de células alvo. 

(60,61) Sabe-se agora que os exosomos correspondem a vesículas intraluminais 

dos corpos multivesiculares endosomais (MVBs), formados após invaginação de 
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endossomos e liberados no espaço extracelular por fusão dos MVBs com a 

membrana plasmática. Por essa origem celular, essas partículas contêm 

proteínas específicas marcadoras da via endossomal, como tetraspaninas 

(CD63, CD9 e CD81) e heat shock proteins (HSP70) 8. (62) 

Os exossomos foram primeiramente visualizados em meio coletado de 

culturas de reticulócitos (63) e desde então, diversos tipos celulares foram 

identificados como fontes de exossomos, como células hematopoiéticas, células 

epiteliais, neurônios, adipócitos, entre outros. (64) Inicialmente foi sugerido para 

os exosomos um papel de remoção de moléculas desnecessárias ao 

metabolismo celular e que eram apenas parcialmente degradadas pelo sistema 

lisossomal. (65) Entretanto, com o progresso das investigações, suas funções 

parecem ser consideravelmente mais complexas: plaquetas secretam 

exossomos com capacidade de regulação da coagulação (66), as vesículas 

extracelulares de progenitores cardíacos são capazes de inibir apoptose de 

cardiomiócitos após infarto do miocárdio (67) e exossomos derivados de 

astrócitos diminuem o dano neuronal causado por hipóxia através da regulação 

de autofagia in vivo. (68) O que ficou claro com essas observações foi o fato de 

que, por serem portadores de perfis particulares de proteínas, RNA e 

microRNAS, mas que recapitulam o conteúdo interno de suas células de origem, 

essas nanopartículas parecem passar por um processo de “empacotamento 

seletivo”, como forma de refinar e potencializar a comunicação intercelular à 

distância e portanto regulando importantes funções biológicas. (69) 

Dentre essas funções, estão descritas também propriedades dos 

exossomos como moduladores do sistema imune. Dependendo do seu conteúdo 

interno, essas nanopartículas podem potencializar a ativação de linfócitos T 

CD4+ e CD8+ (70) e exossomos derivados de macrófagos são capazes de 

transferir antígenos até as células dendríticas, e com isso aumentando a 

resposta de células T CD4+. (71) 

As próprias DCs podem secretar exossomos com potencial de ativação 

de células T CD4+, CD8+ e NK de forma antígeno-específica. (72,73) Da mesma 

forma, as células do sistema imune podem ser afetadas por exossomos 

secretados por outras células, notadamente no caso dos tumores. Células 
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tumorais podem secretar exossomos com capacidade de atenuação das 

respostas de células T, B, macrófagos, células NK e DCs, além de promover 

proliferação de células mieloides supressoras (myeloid-derived suppressor cells, 

MDSCs), um grupo heterogêneo de células mieloides imaturas envolvidas em 

estados de imunossupressão. (74,75) 

Entretanto, considerando a possibilidade de carrearem conteúdo 

específico das células tumorais das quais têm origem, especulamos que 

exossomos purificados do soro de pacientes poderiam consistir em uma fonte 

atrativa de antígenos específicos do tumor do próprio paciente, permitindo uma 

abordagem mais individualizada para imunoterapia. Esse material poderia, 

portanto, ser uma forma eficiente de pulso antigênico in vitro, carregando 

material específico do tumor do próprio paciente, mas fora do contexto 

imunossupressor do ambiente tumoral. De fato, no caso de um grupo de doenças 

com mecanismos fisiopatológicos tão diversos e complexos como as LMA e as 

SMD, seria interessante que as células dendríticas pudessem apresentar 

antígenos da maneira mais personalizada possível, atingindo o(s) clone(s) 

específico(s) de cada paciente.  

De fato, até o momento da concepção deste trabalho, estudos em animais 

demonstravam que vacinação com DCs pulsadas com exossomos derivados de 

leucemia ou de células leucêmicas em cultura resultou em maior sobrevida se 

comparado com vacinação com células dendríticas pulsadas com lisado tumoral 

ou apenas a infusão direta dos exossomos. (76,77) 

Portanto, nossa hipótese era que essas nanopartículas poderiam conter 

um “pool” de elementos antigênicos que incitariam uma resposta imune mais 

ampla e ao mesmo tempo específica quando usadas como pulso para células 

dendríticas. Essa especificidade seria relacionada tanto à doença quanto ao 

próprio paciente (ao contrário do uso mais genérico e isolado do RNAm de WT1), 

além dos benefícios de sua mais fácil obtenção (através de amostras de sangue 

periférico) e maior facilidade de manipulação e internalização das DCs (através 

de coculturas e sem necessidade de eletroporação). 
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Exossomos: métodos de purificação e análise de microRNAs no contexto 

de biópsia líquida e medicina personalizada 

 Com as técnicas atualmente disponíveis, é possível estudar, de forma 

relativamente simples, exossomos derivados dos mais diferentes fluidos 

corporais, incluindo sangue, urina, efusões pleurais ou líquido ascítico, além de 

células em cultura.  

Inicialmente, entretanto, os métodos empregados na separação e 

purificação dessas nanopartículas em materiais biológicos baseavam-se no uso 

de técnicas de ultracentrifugação. Para obtenção de pureza satisfatória com 

esses métodos, são necessários diversos ciclos de centrifugações com 

altíssimas rotações (da ordem de 100.000g) por extensos períodos (cada ciclo 

durando de 45 a 60 minutos, podendo totalizar até 6 horas para cada ciclo de 

amostras, dependendo do protocolo) e com necessidade do uso acessório de 

filtros ou gradientes de sucrose. (78) Alguns pontos negativos no emprego dessa 

metodologia são a necessidade da disponibilidade dessas ultracentrífugas no 

laboratório e bastante tempo para cada ciclo de purificação.  

Para trespassar esses obstáculos, mais recentemente foram 

desenvolvidos métodos baseados em polímeros, que facilitam bastante esse 

processo de extração. Essas substâncias são capazes de formar uma “bolsa” de 

polímeros ao redor dos exossomos precipitados, resultando num material 

concentrado, após um procedimento que dura menos de 2 horas e requer 

apenas 3 centrifugações com baixas rotações. Essas técnicas já foram validadas 

em comparação com as técnicas de ultracentrifugação convencionais, revelando 

que o rendimento, tanto em número de partículas quanto em recuperação de 

proteínas, é tão bom ou melhor do que a ultracentrifugação, mas com menos 

tempo de bancada e também com nível de pureza adequado, visualizado tanto 

através do tamanho das partículas isoladas quanto da expressão de marcadores 

específicos de exossomos. (79) 

 Após sua purificação, um outro ponto de atenção é a caracterização 

estrutural das nanopartículas nas amostras isoladas e a comprovação de sua 

pureza. As informações de tamanho e concentração das nanopartículas nas 

amostras podem ser úteis também na comparação entre estados fisiológicos e 
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patológicos na busca de possíveis biomarcadores em situações diversas. (80) E 

esses objetivos podem ser atingidos de diversas maneiras.  

 O primeiro método de visualização de vesículas extracelulares foi a 

microscopia eletrônica de transmissão, permitindo a observação de partículas na 

escala de nanômetros. Entretanto, sua eficácia na definição do número de 

partículas pode ser afetada pelos processos de fixação da amostra, e que podem 

também afetar a mensuração de seu tamanho no caso de desidratação das 

vesículas ao longo do processo. (81,82) Geralmente, nesse caso, é necessário 

associação com técnicas capazes de demonstração de proteínas específicas 

dos exossomos para sua caracterização mais precisa, como CD9 e CD63, e que 

pode ser realizada através de técnicas como Western Blot ou ELISA (Enzyme-

linked immunosorbent assay).(83)  

 É possível também medir o tamanho e distribuição de vesículas 

extracelulares através de citometria de fluxo. Sua principal limitação, no entanto, 

é o tamanho de partículas que podem ser detectadas em citômetros 

convencionais, geralmente acima de 200nM, o que pode ser melhorado com o 

uso de citômetros de nova geração. (84) A maior vantagem desse método, na 

disponibilidade desses equipamentos, seria a possibilidade de quantificação de 

múltiplos marcadores na mesma amostra, permitindo a marcação com as 

proteínas específicas de exossomos e também com as de tipos celulares 

específicos, possibilitando, em algumas situações, o rastreamento da origem 

celular das vesículas.  

 Outro método mais recentemente descrito e validado para observação da 

dispersão de pequenas partículas em amostras líquidas é o NTA: Nanoparticle 

Tracking Analysis.  Nesse método, um feixe de laser passa sobre a amostra que 

está em uma cubeta dentro do equipamento, e uma câmera captura o movimento 

Browniano dessas partículas diluídas em meio líquido. O aparelho utiliza a 

equação de Strokes-Einstein para calcular os marcadores hidrodinâmicos de 

cada partícula, resultando em medidas de concentração e tamanho das 

partículas em cada amostra. Esse método é capaz de mensurar partículas tão 

pequenas quanto 20nM, e ainda apresenta outras vantagens em relação às 

abordagens descritas anteriormente: facilidade na preparação das amostras, 
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sem necessidade de marcação com anticorpos e requerendo baixos volumes a 

cada mensuração, além de rápida análise e liberação dos resultados. (85)  

Além da caracterização estrutural dos exossomos e sua concentração nas 

amostras, um outro ponto de interesse crescente é a avaliação de seu conteúdo 

particular de proteínas e ácidos nucléicos, particularmente microRNAs. Esse 

novo campo de estudo traz a possibilidade de seu uso como biomarcadores 

diagnósticos ou prognósticos de forma mais simples e menos invasiva, 

caracterizando o conceito de biópsia líquida.  

Os microRNAs são pequenas sequencias de RNA não codificadoras 

(aproximadamente 20 a 24 nucleotídeos) que atuam através da modulação da 

expressão de outros RNAm já transcritos, ou seja, têm importante função na 

regulação da expressão gênica pós-transcripcional. (86) Essas pequenas 

sequências são geradas a partir de um transcrito primário no núcleo, que passa 

por processamento enzimático e clivagens sucessivas até sua forma final. Esse 

microRNA maduro é acoplado ao complexo silenciador induzido por RNA (RNA-

induced silencing complex, RISC), que tem como alvo a região 3’ não traduzida 

de RNAm específicos de acordo com sequências complementares. O resultado 

final é uma redução na produção de proteínas através de mecanismos que 

envolvem diminuição da estabilidade do RNAm alvo e redução nas taxas de 

tradução. (87,88)  

A descoberta da função de diversos microRNAs tem contribuído para o 

entendimento do seu papel em múltiplas funções biológicas e também na 

fisiopatologia de diversas doenças. Esses estudos revelaram o potencial de 

monitorar a expressão de microRNAs como marcadores dessas mesmas 

funções biológicas ou do risco da ocorrência de determinadas situações 

patológicas. Isso mostrou-se particularmente factível observando-se o conteúdo 

de microRNAs concentrados nos exossomos, e demonstrando seu possível uso 

como biomarcadores não só em doenças neoplásicas, mas também em outros 

processos, como doenças cardiovasculares e neurodegenerativas. Como 

exemplos, observou-se que o conteúdo de microRNA exossomal no soro de 

pacientes, tanto com câncer colorretal (89) quanto pulmonar (90), poderia ser um 
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marcador de recorrência da doença; foi demonstrado também seu potencial 

preditivo em doença de Alzheimer e Parkinson. (91,92) 

Nos últimos anos também vêm sendo revelados os papéis de vários 

microRNAs especificamente sobre a função da célula tronco hematopoiética 

normal, incluindo suas capacidades de proliferação, autorrenovação e 

diferenciação. (93)  Notadamente nas neoplasias hematológicas, têm sido 

descritos também os mecanismos pelos quais as células neoplásicas são 

capazes de desregular a produção de microRNAs específicos com a finalidade 

de potencializar suas funções de invasão, proliferação e inibição da apoptose. 

Essas modificações incluem, entre outras, deleções, amplificação no número de 

cópias e alterações epigenéticas. (87) Por essas características, e pela 

possibilidade do uso de microRNAs exossomais como preditores de 

transformação maligna, resposta à quimioterapia ou recidiva pós tratamento, o 

estudo dessa abordagem diagnóstica e prognóstica tem gerado interesse 

crescente no contexto da biopsia liquida e da medicina personalizada.  

Dentre os microRNAs envolvidos na biologia da célula tronco 

hematopoiética, alguns já estão sendo evidenciados como importantes 

elementos também na fisiopatologia das neoplasias hematológicas, e por isso 

poderiam ser alvos interessantes na busca de biomarcadores exossomais. 

Especial interesse tem recaído sobre mir-223, desde que estudos iniciais 

mostraram sua especificidade para os tecidos hematopoiéticos, observada 

através de sua expressão quase que exclusiva em medula óssea e baço. (94) 

Além disso, parecia haver também uma predileção por alguns subtipos celulares 

específicos, notadamente a linhagem granulocítica e macrofágica. Estudos 

funcionais demonstraram inclusive que a perda da expressão de mir-223 levava 

à segmentação anômala de neutrófilos, resultando em hiperativação, inflamação 

pulmonar e maior destruição tecidual quando animais eram expostos a 

endotoxina, evidenciando um possível papel de mir-223 na diferenciação 

granulocítica e na regulação da resposta dos neutrófilos a infecção. (95) 

Além dessa possível atuação na diferenciação hematopoiética, ficou 

demonstrado também o tráfego de mir-223 através de microvesículas celulares. 

Essas partículas enriquecidas de mir-223, quando liberadas de macrófagos, 
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foram capazes de atingir diversas células-alvo de forma funcionalmente ativa, 

como monócitos e fibroblastos, e induzindo sua diferenciação em macrófagos. 

(96) 

No caso específico das neoplasias hematológicas, o papel de mir-223 no 

fenótipo tumoral e sua atuação através de microvesículas ainda não foi 

completamente elucidado. Sua supressão em LMA foi associada a perfil 

citogenético desfavorável e falhas de diferenciação. Pacientes com LMA 

portadores da translocação (8;21) apresentaram baixos níveis de mir-223, e ficou 

demonstrado que esse microRNA era um alvo direto da proteína de fusão 

AML1/ETO que é gerada por essa translocação. Interessantemente, a indução 

de expressão de mir-223, tanto através de mimetizadores desse microRNA 

quanto por tratamento com drogas hipometilantes, levou a uma restauração da 

diferenciação celular na doença, evidenciando a ligação entre uma mutação 

específica das LMA e o silenciamento epigénetico de mir-223, resultando em 

bloqueio de diferenciação granulocitica.(97) 

Em pacientes com Leucemia Linfoide Crônica, a baixa expressão desse 

microRNA também se mostrou associado a piores desfechos clínicos, incluindo 

menor sobrevida, (98) e teve valor prognóstico comparável a outros marcadores 

já bem reconhecidos para essa doença, como ZAP70 e CD38. (99)  

Mas mesmo no caso das neoplasias hematológicas os resultados são 

conflitantes. Estudo avaliando pacientes acometidos por leucemia linfoblástica 

de células T identificou um subgrupo de pacientes com maior expressão de mir-

223 que apresentavam características mais especificas de neoplasia mieloide e, 

surpreendentemente  neste caso, o aumento da expressão de mir-223 conferia 

um prognóstico mais desfavorável (100), apontando para a possibilidade de que 

a atuação de mir-223 tenha especificidade para determinadas doenças ou 

contextos.  

O mesmo acontece para outro microRNA que parece ter importante 

atuação no sistema hematopoiético, o mir-22. Esse microRNA mostrou-se 

inclusive suprarregulado em LMA e SMD, e seu silenciamento levou a bloqueio 

da proliferação das células leucêmicas, evidenciando um possível papel como 

oncogene. (101) Mas, surpreendentemente, estudo posterior revelou uma 
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possível função de mir-22 como supressor tumoral em diversos tipos celulares, 

e demonstrou menor expressão de mir-22 em pacientes com LMA, 

contrariamente ao que havia sido descrito previamente. Os autores 

demonstraram também que a indução de expressão de mir-22 suprimia 

significativamente a viabilidade das células leucêmicas in vitro e o 

desenvolvimento de leucemia in vivo. Além do mais, esse mesmo trabalho 

demonstrou que a entrega de mir-22 através de nanopartículas contribui para o 

efeito supressor sobre as células leucêmicas.   (102)  

Esses resultados contraditórios também foram observados em outras 

neoplasias: mir-22 apresentou atividade inibitória sobre a proliferação celular e 

induziu apoptose em tumores sólidos como câncer de pulmão e mama, (103,104) 

mas também atua na progressão de Leucemia Linfoide Crônica através de 

ativação da via de PI3K/AKT. (105) Portanto, parece exibir atividade tanto como 

oncogene quanto supressor tumoral, a depender do contexto.  

Diante desses resultados ainda conflitantes, outro interesse deste estudo 

foi caracterizar o perfil dos exossomos presentes especificamente no soro de 

pacientes diagnosticados com SMD e LMA, com especial interesse em seu 

conteúdo interno de microRNAS sabidamente envolvidos na hematopoiese 

normal e que poderiam, futuramente, ser validados como biomarcadores em 

situações patológicas.  

 

 

OBJETIVOS 

 Considerando a necessidade de aprimoramento nos modelos de 

imunoterapia celular atualmente disponíveis e a emergência dos exossomos 

como importantes elementos na comunicação intercelular, o principal objetivo 

deste trabalho foi avaliar a possibilidade do uso dessas nanopartículas como 

pulso antigênico para células dendríticas. Além disso, pretendeu-se também 

avaliar a possibilidade do uso dessas nanopartículas e seu conteúdo interno de 

microRNAs como biomarcadores nas neoplasias hematológicas. 

 

Objetivos específicos 

1. Avaliar a estrutura e função dos exossomos, quanto a: 
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a) concentração e distribuição de tamanho nas amostras, 

b) estabelecimento de uma plataforma para estudo da expressão de 

microRNAs em exossomos purificados de sangue periférico e sua 

utilização como possíveis marcadores prognósticos, 

c) avaliação da expressão de mir-223 e mir-22 nas amostras de 

exossomos isolados de soro humano; 

d) comparação das características estruturais e expressão de 

microRNAs entre os diversos grupos de pacientes e controles 

saudáveis.  

 

2. Avaliar o potencial dos exossomos como fonte antigênica para novas 

formas de imunoterapia, especificamente: 

a) capacidade de maturar e diferenciar células dendríticas em um 

fenótipo citotóxico contra células tumorais; 

b) capacidade dessas DCs em estimulação de linfocitotoxicidade; 

c) comparação da magnitude desses efeitos em relação a DCs não 

pulsadas ou a DCs estimuladas com outras fontes antigênicas 

alternativas, como lisados tumorais.  

 

METODOLOGIA 

Desenho do estudo 

 Este foi um estudo prospectivo em que exossomos foram extraídos de 

amostras de sangue periférico de controles normais ou pacientes com 

diagnóstico de LMA, SMD e LMC e avaliados quanto a seu tamanho e 

concentração em cada uma das amostras. Paralelamente, amostras 

selecionadas foram usadas para testar o potencial dessas nanopartículas como 

ativadoras da função citotóxica dependente de DCs contra células-alvo 

leucêmicas. Paralelamente, foi avaliada a expressão de microRNAs específicos 

como parte do conteúdo interno dos exossomos, assim como sua possível 

relação com parâmetros clínicos e laboratoriais dos indivíduos e seu papel na 

diferenciação da célula tronco hematopoiética normal.  
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Casuística e coleta de amostras 

 Amostras de sangue venoso (8ml) foram coletadas por punção periférica, 

de 42 pacientes recém diagnosticados com SMD ou LMA, antes de instituição 

de qualquer tratamento, 1 paciente com Leucemia Mieloide Crônica (LMC) e de 

19 voluntários saudáveis. O sangue foi coletado em tubos à vácuo, 

heparinizados, e as amostras processadas em alíquotas de soro, após 

centrifugação, e armazenadas a -80°C. Todos os indivíduos participantes foram 

orientados acerca dos procedimentos e objetivos deste estudo, tendo assinado 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética 

desta instituição (parecer n° 1.242.880, consultar Anexo). Foram excluídos 

dessa seleção indivíduos considerados vulneráveis (menores de idade, pessoas 

institucionalizadas, pacientes com antecedentes de doenças psiquiátricas com 

comprometimento cognitivo ou incapacidade) e pacientes que tivessem recebido 

transfusões de hemocomponentes nos 120 dias anteriores à coleta. Os 

pacientes foram classificados de acordo com os critérios FAB, OMS e escore 

prognóstico IPSS descritos anteriormente.   

 

Isolamento e caracterização estrutural dos exossomos nas amostras 

As amostras foram processadas por centrifugação a 3000 rpm durante 10 

min para separação do soro. Os exossomos foram isolados de 500μL de soro 

utilizando-se ExoQuick® Exosome Precipitation Solution (System Biosciences, 

Mountain View, CA, USA) de acordo com orientações do fabricante. O 

precipitado inicial de exosomos isolados foi suspenso em 500 μL de 1 × PBS 

estéril; 1 μL desta solução foi subsequentemente diluído a 1:10.000 e separado 

para avaliação da distribuição de tamanho das micropartículas e sua 

concentração nas amostras, através do sistema NTA (Nanoparticle Tracking 

Analysis, equipamento NS300, NanoSight, Amesbury, UK) equipado com um 

laser de 532 nm. O NTA é um novo método de caracterização de nanopartículas 

in vitro, adequado para quantificar nanopartículas dispersas de amostras diluídas 

em tempo real e capaz de caracterizar frações de membrana, como exossomos. 

(85) As medições foram realizadas em triplicatas, com aproximadamente 2000 

eventos gravados por mensuração. Esta técnica foi disponibilizada através de 
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colaboração com a Profa. Eneida de Paula, do Departamento de Bioquímica do 

Instituto de Biologia - UNICAMP. 

 

Isolamento de RNA e PCR quantitativo em tempo real.  

RNA exossomal foi preparado utilizando-se o miRNeasy Micro Kit 

(QIAGEN, Valencia, CA, USA). O precipitado resultante da suspensão de 

exossomos foi adicionado de 700 μL do tampão QIAzol lysis buffer, e a mistura 

processada de acordo com protocolo do fabricante.  Cinco ng do RNA extraído 

foi submetido à transcrição reversa com o miScript II RT kit (QIAGEN) e os níveis 

dos transcritos dos miRNA-223 e miRNA-22 foram avaliados por reação em 

cadeia pela polimerase em tempo real (real-time Polymerase Chain Reaction – 

RT-PCR), utilizando-se sequências de oligonucleotídeos iniciadores específicos 

em termociclador (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Três replicatas foram 

realizadas para cada amostra e foi calculado o valor médio de detecção nos 

ciclos (C(t)- threshold cycle value). O aumento ou decréscimo na expressão foi 

calculado pela equação 2 –DDCT utilizando-se os valores de C(t) do controle mir-

192 como ponto de referência no caso das amostras de sangue periférico e U7 

como controle no caso de exossomos derivados de células in vitro.  

 

Geração de células dendríticas, análise fenotípica e pulso antigênico em 

culturas  

A geração de células dendríticas in vitro a partir de leucócitos 

mononucleares de sangue periférico seguiu protocolo desenvolvido previamente 

em nosso laboratório em estudo liderado pela Dra. Simone Olenscki Gilli (42) 

com modificações.  Células mononucleares de sangue periférico foram isoladas 

de frações leucoplaquetárias de bolsas de doadores de sangue saudáveis por 

centrifugação em gradiente de densidade Ficoll-Paque™ (GE HealthCare, Life 

Sciences, EUA). Os monócitos foram isolados por centrifugação em gradiente 

de densidade Percoll seguida de aderência em plástico durante 2h. As DCs 

foram então geradas a partir dos monócitos aderentes, em meio RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, EUA) com IL-4 (50 ng/mL, PeproTech Rochy 

Hill, NJ, EUA) e GM-CSF (50 ng/mL , PeproTech, Rochy Hill, NJ, EUA). DCs 
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maduras foram subsequentemente geradas por suplementação com TNF-α (50 

ng/mL PeproTech Rochy Hill, NJ, EUA) e prostaglandina E2 (PGE2) (2,5 µg/mL, 

Cayman Chemycal). A análise fenotípica foi realizada utilizando anticorpos 

monoclonais contra CD11c (BD Biosciences, Califórnia, EUA), CD80, CD83 e 

HLA-DR (Caltag, CA, EUA) e a população de DCs foi selecionada na janela de 

células CD11c positivas.  

As DCs foram pulsadas em coculturas com exossomos extraídos do soro 

de pacientes ou indivíduos saudáveis, exossomos derivados do sobrenadante 

da cultura de K562, ou lisados de células K562. A verificação da internalização 

dos exossomos nas DCs foi realizada por marcação com traçador CFSE 

(Molecular Probes / Invitrogen, EUA) e avaliação por imunofenotipagem após 1 

hora de cocultura. Após 48h de incubação dos exossomos ou lisados tumorais 

com DCs, a maturação e viabilidade celular foram também analisadas por 

imunofenotipagem para expressão dos marcadores CD83, CD86 e 7AAD. 

Também foi realizada marcação com CD56 para excluir a possibilidade de que 

o efeito observado fosse decorrente de células Natural Killer contaminando o 

sistema.  

 

Culturas de K562, lisados celulares e precipitação de exossomos dos 

sobrenadantes de culturas  

A linhagem celular de leucemia humana K562 (complexo principal de 

histocompatibilidade [MHC] classe I-negativo) foi obtida da American Type 

Culture Collection (ATCC® CCL-243™). As células foram cultivadas a 37°C em 

5% de CO2 e mantidas em meio RPMI-1640 (Invitrogen®) suplementado com 

10% de FBS. Para produção de lisados celulares, foram ressuspendidas em 1 

mL de RPMI-1640 e lisadas por 5 ciclos alternando congelamento (freezer a -

80°C, 30 min) e lavagem (temperatura ambiente, 10 min). A ruptura celular total 

foi validada microscopicamente usando coloração com azul de tripano. Após 

sonicação durante 10 minutos, o lisado foi centrifugado a 14.000 rpm (30 

minutos, 4°C). O sobrenadante foi recuperado e armazenado a -80°C para 

posterior utilização. Os exossomos dos sobrenadantes de K562 foram 
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precipitados utilizando o reagente ExoQuick-TCTM de acordo com as instruções 

do fabricante (System Biosciences, EUA).  

 

Ensaios de citotoxicidade 

DCs foram cocultivadas com células-alvo (K562) marcadas com CFSE em 

meio RPMI fresco / FBS a 10% em diferentes razões (1: 1, 0,5: 1, 0,25: 1). Para 

avaliar a citotoxicidade dependente de linfócitos, células T foram separadas de 

de camada leucoplaquetária resultante da separação de sangue total de 

doadores de sangue, por seleção imunomagnética (MACS) usando CD3-

MicroBeads (Mitenyi Biotec, Alemanha) e cocultivadas em placas de 48 poços (5 

x 105 células/poço) com DCs (5x104 células/poço) e K562 (5x104 células/poço) 

durante 5 dias. As células foram então ressuspendidas para avaliação de 

viabilidade em tampão de ligação contendo Anexina-V (BD, Nova Jersey, EUA). 

Após 15 min de incubação à temperatura ambiente, as amostras foram coradas 

com iodeto de propídio (PI; Sigma-Aldrich). A análise de fluorescência foi 

realizada com um citômetro de fluxo FACScalibur (BD, Nova Jersey, EUA) 

utilizando o software Cell Quest (BD, Nova Jersey, EUA). A citotoxicidade em 

cada situação de cultura foi calculada pela frequência de células alvo positivas 

para coloração por PI, através da fórmula:  

% de lise específica = 100– [(% células alvo viáveis na presença de 

DCs sob cada condição de pulso / % células viáveis na ausência de DCs) x 

100]. 

A secreção de IFN- por linfócitos após a incubação com DCs sob 

diferentes pulsos antigênicos foi avaliada por imunofenotipagem utilizando 

anticorpo monoclonal contra IFN- (BD Biosciences, Califórnia, EUA) em células 

CD3 positivas. 

 

Ensaio de diferenciação celular granulocítica-monocítica 

Progenitores CD34+ foram purificados de sangue de cordão umbilical 

através de seleção imunomagnética positiva e expandidos em culturas em meio 

suplementado com G-CSF, IL-3 e SCF. Os níveis de expressão de mir-223 e mir-
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22 foram analisados nas células em cultura nos dias 0, 3, 5, 7, 11 e 14; expressão 

de CD34, CD45, CD14 e CD15 foi verificada através de citometria de fluxo e as 

mudanças morfológicas foram observadas com coloração de Wright-Giemsa em 

esfregaços de suspensões celulares no início das culturas, após 7 dias e no 

último dia de cultura.  

 

Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o software R versão 3.5.1, 

Copyright (C) 2018, The R Foundation for Statistical Computing. Teste de soma 

de postos de Wilcoxon (não normal) ou um teste t de Student (normal) foi usado 

para testar a significância estatística de diferenças de grupos. As relações entre 

expressão de microRNAs e demais variáveis analisadas foram testadas através 

de coeficiente de correlação de postos de Spearman. Análise de variância 

(ANOVA) foi utilizada para determinação da significância das diferenças 

encontradas entre médias de valores quando comparados os diferentes grupos 

de pacientes e controles. Os resultados foram considerados significativos 

quando p <0,05. 

 

RESULTADOS 

Caracterização estrutural dos exossomos extraídos de soro de pacientes 

e controles normais  

As características dos indivíduos controles e pacientes admitidos neste 

estudo estão resumidas na Tabela 5. Os pacientes com SMD foram divididos em 

duas categorias de risco baseados no escore prognóstico IPSS ao diagnóstico: 

baixo risco (escore IPSS baixo ou int-1) e alto risco (escore IPSS int-2 ou alto). 
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Tabela 5. Características demográficas dos pacientes incluídos no estudo. 

 

As análises por NTA demonstraram variação de tamanho das partículas 

entre 80,2 a 272,9 nm considerando-se todos as amostras estudadas, e não 

houve diferença significativa dessa variável entre amostras de indivíduos 

saudáveis ou pacientes. A dispersão dessas variáveis entre as amostras pode 

ser observada em mais detalhes na Figura 2.  

 

Figura 2. Representação da dispersão dos valores de tamanho médio em nanômetros 

(eixo X) e concentração de partículas nas amostras (número de partículas por µL de 

suspensão líquida, eixo Y). Cada ponto representa a interseção de valores obtidos pela 

análise de amostra de um indivíduo.  
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N SEXO (F/M) IDADE: MED (MIN-MAX) 

CONTROLES 19 9/10 47(29-66) 

SMD- BAIXO RISCO 21 11/10 73(22-93) 

SMD- ALTO RISCO 7 4/3 72 (32-83) 

LMA 14 6/8 62(21-79) 
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expressão entre as amostras testadas e pouca variação em relação a amostras 

de indivíduos normais. (106)  

 Inicialmente foi observado o CT nas curvas de amplificação para 14 

amostras de indivíduos normais e 22 amostras de pacientes com LMA/SMD.  

Observou-se níveis de expressão estáveis entre as amostras testadas e sem 

diferença significativa entre amostras de indivíduos com doença ou controles 

normais (p=0,18), Figura 4. Portanto, demonstramos pela primeira vez a 

possibilidade de uso do mir-192 também como controle endógeno para estudo 

de microRNAs exossomais em amostras de pacientes com neoplasias mieloides.  

 

 

Figura 4. Padronização do mir-192 como controle endógeno para as reações de RT-

PCR quantitativo para microRNAs nas neoplasias mieloides. Não houve variação 

significativa nos CT (cycle threshold) entre as amostras testadas de indivíduos com 

doença ou controles normais.  
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Avaliação da expressão de mir-223 e mir-22 em controles e pacientes e 

sua relação com dados clínicos e laboratoriais 

 Não houve diferença nos níveis de expressão de mir-22 entre os 

diferentes grupos de indivíduos testados. Em relação ao mir-223, foi possível 

observar diminuição estatisticamente significativa de sua expressão em 

amostras de indivíduos portadores de mielodisplasia de alto risco em 

comparação com indivíduos saudáveis (p=0.002), assim como em relação a 

portadores de mielodisplasia de baixo risco (p=0.012). Não houve diferença 

quando comparados indivíduos normais ou portadores de mielodisplasia em 

relação a indivíduos com diagnóstico de LMA. 

 

Figura 5. Comparação dos níveis de expressão de mir-223 entre os grupos de pacientes 

e indivíduos saudáveis. SMD BR: mielodisplasia de baixo risco; SMD AR: mielodisplasia 

de alto risco; LMA: leucemia mieloide aguda. Demonstrados resultados de análise de 

variância (ANOVA), resultados considerados significativos quando p<0.05. 

 

Observamos, no grupo de pacientes, correlação estatisticamente 

significativa entre a contagem de leucócitos totais em sangue periférico e a 

expressão tanto de mir-223 (Spearman's rs =0.37, p =0.003), quanto mir-22 (rs 

=0.43, p =0.005). No caso específico de mir-223, essa correlação positiva se 
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estendeu ao número de neutrófilos (rs =0.392, p=0.002), monócitos (rs =0.484, p 

<.001), linfócitos (rs =0.442, p<.001) e plaquetas (rs =0.387, p =0.002). 

 

 

Tabela 6. Correlação dos níveis de mir-223 com contagens celulares no sangue 

periférico do grupo total de pacientes. Estão demonstrados o coeficiente de correlação 

de postos de Spearman, considerados estatisticamente significativos se p<0,05.  

 

Papel de mir-22 e mir-223 na diferenciação monocítica-granulocítica 

normal 

 Baseados nos dados de expressão de mir-223 e mir-22 e sua relação com 

contagem leucocitária, buscamos elucidar o papel desses dois transcritos no 

processo de diferenciação granulocítica e monocítica normais. (Figura 6)  

Durante a diferenciação granulocítica-monocítica de células CD34+ 

humanas normais, observamos um aumento de mais de 12 vezes na expressão 

de mir-223 em células cultivadas após 5 dias, com declínio posterior mas 

mantendo um aumento de 8 vezes após 14 dias de cultura, com diferenciação 

granulocítica-monocítica demonstrada por citologia e imunofenotipagem com 

marcadores CD14 e CD15. No caso de mir-22, o aumento nos níveis desse 

transcrito mostrou-se progressivo e atingiu quase 30 vezes sua expressão inicial, 

no último dia de cultura. (Figura 7) 
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Figura 6. Ensaio de diferenciação granulocítica-monocítica de progenitores CD34+ 

purificados de sangue de cordão umbilical. A diferenciação de células tronco-

hematopoiéticas nas séries granulocítica e monocítica pode ser visualizada através das 

diferenças morfológicas e por aumento da expressão de marcadores de diferenciação 

CD14, CD15 e CD45 e perda da expressão de CD34.  
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Figura 7. Modulação da expressão de mir-223 e mir-22 durante o processo de 

diferenciação granulocítica-monocítica das células tronco hematopoiéticas in vitro. Os 

resultados estão demonstrados como número de vezes no aumento da expressão em 

relação à expressão absoluta no D0. 
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Exploração dos exosomos como nova fonte de pulso antigênico para 

imunoterapia com células dendríticas 

Os exossomos derivados de LMA são efetivamente internalizados em DCs 

e suprimem a citotoxicidade de maneira dose-dependente 

Os exossomos marcados com CFSE de um paciente com LMA foram 

adicionados a DCs em cultura e a sua internalização foi observada por 

imunofenotipagem. Após 1h de incubação, a incorporação de exossomos foi 

observada em aproximadamente 80% das DCs, comprovando sua eficiente 

internalização. 

Ensaios de cocultura foram então realizados separadamente nas 

seguintes condições: i) DCs maduras ou imaturas, ii) não pulsadas ou pulsadas 

com exossomos, iii) incubadas apenas com K562 ou na presença de linfócitos. 

Células alvo (K562) marcadas com CFSE e cultivadas na ausência de DCs foram 

usadas para determinar a morte celular espontânea. Utilizaram-se percentagens 

de células alvo viáveis (PI/Anexina V negativa) para quantificar as respostas 

citotóxicas de acordo com a seguinte fórmula: % de lise específica = 100 - [(% 

de células alvo viáveis na presença de DCs /% de células alvo viáveis sem DCs) 

x 100]. O fluxo de experimentos para os estudos citotóxicos usando células alvo 

marcadas com CFSE podem ser visualizados em detalhes na Figura 8. 
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Figura 8. Representação do fluxo dos estudos de citotoxicidade utilizando células-alvo 

marcadas com CFSE. 

 

Ambas as DC maduras e imaturas, não pulsadas, exibiram citotoxicidade 

in vitro contra K562, independentemente da ativação de linfócitos, e que deve 

corresponder à sua capacidade basal de captura de antígenos. A adição de 

exossomos extraídos do soro de um paciente diagnosticado com LMA, tanto em 

DCs maduras quanto imaturas, diminuiu a porcentagem de lise específica de 

K562, na presença ou não de linfócitos. Este efeito foi diretamente 

correlacionado ao número de DCs em cultura: concentrações mais altas de DCs 

pulsadas reduziram a lise de K562 perto de zero ou até mesmo permitiram 

aumento da proliferação de células leucêmicas, como observado na Figura 9. 
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Figura 9. Percentual de lise específica de células leucêmicas K562 em contato com 

células dendríticas em diferentes condições de pulso e em 3 diferentes concentrações 

de DCs. A - na presença de linfócitos,  B – citotoxicidade direta; mDC: DCs maduras, 

iDC: DCs imaturas.  
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Exosomos derivados de LMA suprimem a citotoxicidade mediada por DCs 

contra células K562, ao contrário dos lisados de K562 e dos exosomos 

isolados de sobrenadantes de culturas de K562 

Realizamos os mesmos procedimentos experimentais com amostras de 8 

pacientes com LMA, 2 pacientes com diagnóstico de SMD e 1 paciente com 

Leucemia Mieloide Crônica (as características dos pacientes estão detalhadas 

na Tabela 7). Os experimentos também foram realizados com DCs incubadas 

com exossomos de soro de 2 indivíduos saudáveis, para excluir a possibilidade 

de artefatos decorrentes simplesmente da adição das nanopartículas nas 

culturas. Além disso, esses experimentos também foram repetidos pulsando 

DCs maduras e imaturas com exosomos de sobrenadante das culturas de K562 

e lisado de células K562 (como representativo de maior carga antigênica e 

considerado como controle positivo). 

 

 Sexo  Idade 
Classificação 

FAB Citogenética 
% blastos  

(MO) 
% blastos  

(SP) 
NPM1  

mutante 
FLT3 

 mutante 

LMA 1 M 61 M4 46, XY 75 77  Sim Sim 
LMA 2 M 51 M4 46, XY 28 6 Não Sim 

LMA 3 M 34 M1 46, XY 98 86 Sim Sim 
LMA 4 M 47 M4 46, XY 57 77 Sim Sim 
LMA 5 F 41 M3 46,XX,t(15;17)(q22;q11) 93 0 Não Não 

LMA 6 M 57 M6 47,XY,+2/46,XY 26 3 Não Não 
LMA 7 M 65 M2 46,XY 63 23 Não Não 
LMA 8 M 72 M2 n/a 59 37 Não Não 

SMD 1 F 81 AREB-2 46,XX 11 0 n/a n/a 
SMD 2 M 79 SMD-t 46, XY 3 1 n/a n/a 
LMC F 51 Fase crônica 46,XX,t(9;22)(q34;q11) 1 1 n/a n/a 

 

Tabela 7. Características clínicas e laboratoriais dos pacientes cujas amostras foram 
analisadas nos ensaios de citotoxicidade.  

LMA: Leucemia Mieloide Aguda, LMC: Leucemia Mieloide Crônica, SMD: Síndrome 
Mielodisplásica, AREB-2: Anemia refratária com excesso de blastos -2, SMD-t: Síndrome 
Mielodisplásica relacionada a terapêutica, MO: medula óssea, SP: sangue periférico, NPM1: 
Nucleophosmin 1, FLT3: FMS-like tyrosin kinase 3, FAB: classificação Franco-Americana-
Britânica, n/a: não avaliado. 
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Para melhor comparação do potencial citotóxico das DCs sob diferentes 

condições de pulso, calculou-se a diferença entre as porcentagens de lise 

específica das células K562, observadas em cada situação, em relação àquela 

observada nas DCs não pulsadas, considerada como citotoxicidade basal.  

Esses resultados são mostrados na Figura 10. 

No caso de DCs pulsadas com exossomos de pacientes, a diferença 

calculada resultou em valores negativos, evidenciando uma supressão na 

citotoxicidade, ao contrário das DCs pulsadas com exossomos de indivíduos 

normais, nas quais as diferenças na % de lise específica de K562 variaram em 

torno de zero. As únicas exceções a esse padrão foram 2 pacientes com LMA 

do tipo M2 (pacientes LMA7 e LMA8), com resultados semelhantes aos 

observados com exossomos de controles, e o caso da LMC, onde houve 

aumento da citotoxicidade em comparação com os outros pacientes. Entretanto, 

isso foi observado apenas em DCs maduras; DCs imaturas tiveram sua atividade 

citotóxica suprimida após pulso com exossomos de todos os pacientes testados. 

Em relação às DCs maduras pulsadas com exossomos ou lisados de 

K562, pouca diferença na citotoxicidade foi observada em relação às DCs não 

pulsadas. No caso de DCs imaturas, observamos que o pulso com exossomos 

ou lisados de K562 aumentou notavelmente a lise de células-alvo, tanto na 

presença como na ausência de linfócitos (Figura 10B). 

 

Avaliação do efeito de diferentes condições de pulso na maturação de 

DCs, proliferação de linfócitos e secreção de IFN- 

Em todas as situações de pulso testadas, a diferenciação das DCs foi 

evidenciada pela alta expressão de CD11c, CD80 e HLA-DR associada à baixa 

expressão de CD14. A imunofenotipagem para CD56 foi sempre positiva em 

menos de 1% das células, excluindo a possibilidade de o efeito citotóxico 

observado ser a ação de células Natural Killer contaminantes. Além disso, sob 

todas as condições estudadas, mais de 90% das células expressaram níveis 

elevados de HLA-DR, excluindo também a possibilidade de que o efeito 
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imunossupressor observado fosse devido às células supressoras mielóides 

(myeloid derived suppressor cells). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diferenças da citotoxicidade mediada por DCs em diversas condições de 

pulso em relação a DCs não pulsadas, na presença ou ausência de linfócitos. A - DCs 

maduras, B - DCs sem fatores de maturação.  

CTRL: controle saudável, LMA: Leucemia Mielóide Aguda,  LMC: Leucemia Mielóide 

Crônica, SMD: Síndrome Mielodisplásicas 
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A expressão do marcador de maturação CD83 permaneceu estável nas 

DCs maduras, independentemente de pulso. No entanto, houve um aumento 

substancial e inesperado na expressão de CD83 em DCs imaturas pulsadas com 

exossomos ou lisados de K562. (Figura 11) Contrariamente, a expressão de 

CD86 aumentou após pulso de células dendríticas com exossomos de pacientes 

com LMA, em relação a DCs não pulsadas, o que não ocorreu com células 

pulsadas com lisado de células tumorais K562. 

Com relação aos efeitos das DC pulsadas sobre as células efetoras, 

observamos que diferentes condições de pulso não influenciaram as taxas de 

proliferação de linfócitos, uma vez que a contagem de linfócitos (avaliada por 

imunofenotipagem através da marcação com CD3) permaneceu estável sob as 

diferentes condições. Em seguida, questionamos se as DC pulsadas poderiam 

então ter diminuído a capacidade citotóxica dos linfócitos ao suprimir sua 

capacidade de produzir IFN-. Para comparação com DCs não pulsadas, os 

pacientes LMA5 e LMA6 foram escolhidos, uma vez que as maiores diminuições 

na citotoxicidade dependente de linfócitos em DCs imaturas foram observadas 

nesses dois casos e, portanto, seria mais provável encontrarmos diferenças 

mensuráveis indicando o efeito das DCs pulsadas sobre os linfócitos. DCs 

pulsadas com lisado de K562 e com exossomos do controle normal também 

foram comparadas. De fato, observamos uma redução significativa na produção 

de IFN- pelos linfócitos incubados com DCs pulsadas com exossomos dos 

pacientes LMA5 e LMA6, especialmente no caso de DCs imaturas (a Figura 12 

mostra a porcentagem de produção de IFN- em cada situação em relação 

àquela observada em DCs não pulsadas). Curiosamente, houve uma relação 

inversa estatisticamente significativa entre os níveis de expressão de IFN- e de 

CD86 considerando todas as situações analisadas (p = 0,042). 
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Figura 11. Expressão dos marcadores de maturação CD83 e CD86 em DCs imaturas 

após diferentes condições de pulso. Estão demonstradas as médias da porcentagem de 

células viáveis expressando os marcadores em cada situação. 

 

 

Figura. 12. Produção de IFN- por linfócitos incubados com DCs sob diferentes 

condições de pulso (em relação a linfócitos incubados com DCs não pulsadas). 
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DISCUSSÃO 

Imunoterapia com células dendríticas tem se mostrado uma abordagem 

promissora como terapia de manutenção em pacientes com LMA, diminuindo as 

taxas de recidiva e aumentando sobrevida global. (45,57) A evolução das 

gerações de vacinas usando DCs passou por diversos incrementos, como 

melhorias nas técnicas de cultura celular e o refinamento na escolha de 

antígenos mais imunogênicos. Nesse sentido, o uso de exossomos como pulso 

antigênico para DCs pareceu ser particularmente interessante devido à 

possibilidade de conter um conjunto de antígenos específicos não só da doença 

mas também do paciente, e por sua mais fácil obtenção e manipulação.  

No entanto, os resultados deste trabalho demonstram, 

surpreendentemente, que os exossomos derivados de soro dos pacientes com 

LMA parecem exercer um efeito de tolerância imunológica nas DCs. Isto deve 

corresponder a um mecanismo de evasão tumoral imunológica in vivo, uma vez 

que, curiosamente, os lisados de células leucêmicas ou exossomos derivados 

dessas células em cultura (K562) aumentaram notavelmente a citotoxicidade de 

DCs contra células alvo. Além disso, tanto os exosomos como lisados das 

células K562 induziram aumento da expressão do marcador CD83 em DCs 

imaturas, que é bem reconhecido como sendo importante para a estimulação da 

proliferação e ativação de linfócitos T CD8+ (107,108), através de mecanismos 

diversos como por exemplo o estímulo à liberação de cálcio das reservas 

intracelulares desses linfócitos. (109) Analisando esses fatos em conjunto, 

podemos especular que tanto exossomos como lisados de K562 têm a 

capacidade de aumentar a maturação das DCs e, simultaneamente, 

potencializar a resposta imune contra as células-alvo, ao contrário dos exosomos 

obtidos do sangue periférico dos pacientes. 

De fato, por serem responsáveis pela ativação dos linfócitos T, as DCs 

também desempenham um papel importante no sensível equilíbrio entre 

resposta imune e tolerância. Estudos anteriores mostraram que DCs maduras 

podem limitar as respostas de células T efetoras e promover tolerância 

imunológica em resposta a diferentes moléculas sinalizadoras, como IL-27 e IL-

10. (110,111) No caso de pacientes com câncer, exossomos circulantes 
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poderiam possivelmente ser gerados no microambiente tumoral, também 

contendo moléculas imunossupressoras, constituindo um mecanismo efetivo de 

indução parácrina da tolerância às células tumorais e, portanto, do escape 

tumoral. Nesse sentido, estudos recentes também demonstraram o potencial 

imunossupressor de vesículas extracelulares em gliomas (112), assim como 

exossomos derivados de câncer de próstata exibiram importante atividade 

supressora sobre as funções das DCs, resultando em menor ativação de 

linfócitos T CD8+ produtores de IFN-. (113)  

Mesmo no caso de LMA, demonstrou-se recentemente que exossomos 

obtidos do soro de pacientes ao diagnóstico diminuem a atividade citotóxica de 

células NK isoladas de indivíduos normais. (114) Nossos resultados, entretanto, 

demonstram pela primeira vez esse fenômeno em células dendríticas, utilizando 

ensaios de citotoxicidade e avaliando de forma pormenorizada a atividade 

citotóxica própria das DCs, o efeito dos exossomos sobre o estado maturativo 

dessas células e os reflexos sobre sua capacidade de ativação linfocitária. 

De fato, DCs pulsadas com exossomos de pacientes com LMA, apesar de 

não alterarem as taxas de proliferação dos linfócitos, levaram a uma diminuição 

acentuada na produção de IFN- por essas células efetoras, e os níveis de 

expressão de IFN- foram inversamente relacionados à expressão de CD86 nas 

DCs em coculturas. Há descrições de expressão anômala de CD86 em situações 

de resposta imune disfuncional, como em resposta à inflamação no lúpus 

eritematoso sistêmico (115) e um risco aumentado de recaída em pacientes com 

Leucemia Mieloide Crônica e altas contagens de DCs expressando CD86. (116) 

Há evidências de que o aumento da expressão de CD86 em células 

apresentadoras de antígenos pode polarizar a resposta imune a um perfil Th2, 

com menor resposta Th1 e consequentemente menos citotoxicidade efetiva. 

(117) Portanto, podemos especular que em LMA, a supressão da citotoxicidade 

induzida por exossomos pode, pelo menos em parte, ser resultado de 

desregulação em moléculas coestimulatórias em DCs, como CD86, levando à 

diminuição da ativação de linfócitos com produção prejudicada de IFN-. 

Na realidade, o que concluímos é que vacinas de DCs que utilizem outras 

fontes de pulso antigênico (como exossomos de células em cultura ou lisados 
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tumorais) podem representar uma maneira viável e eficaz de maturar DCs em 

um fenótipo citotóxico, sem os efeitos imunossupressores observados com 

exossomos de pacientes e, portanto, merecem estudos adicionais para seu uso 

em imunoterapia.  

Interessante notar que antes do desenvolvimento deste trabalho, estudo 

com modelo murino de LMA havia demonstrado a efetividade no uso de 

exossomos como pulso de DCs, inclusive com resultados superiores aos lisados 

tumorais. (118) Uma possível explicação para essa discrepância de resultados 

pode estar no fato de que o tumor não era autólogo, mas as células tumorais 

haviam sido injetadas nesses animais, o que pode não necessariamente 

mimetizar o ambiente imunossupressor como no caso da LMA em humanos. Isso 

pode explicar também a razão pela qual os resultados pré-clínicos promissores 

não foram reproduzidos em testes com células humanas. Em 2017, Huang et al. 

manipularam os exossomos derivados de células leucêmicas de forma a silenciar 

a expressão de TGF-β1. Com essa abordagem, o pulso de DCs com esse 

material induziu resposta imune antitumoral mais potente do que com 

exossomos não manipulados, apontando novamente para o fato de que 

exossomos derivados de células neoplásicas podem conter moléculas com 

capacidade imunossupressora que prejudicam seu uso como pulso antigênico. 

(119) 

Da mesma forma, outros estudos têm mostrado também os benefícios do 

uso de lisados tumorais como pulso antigênico. Por exemplo, em câncer de 

próstata, células dendríticas pulsadas com lisado tumoral mostraram bom perfil 

de segurança e levaram a respostas efetivas de células CD8+ e memória 

imunológica, resultando inclusive em quedas significativas nos níveis de PSA 

(antígeno prostático específico) em grande parte dos pacientes tratados. (120) 

Esses resultados corroboram nossos achados no caso da leucemia mieloide 

aguda, e tornaram-se a base para o planejamento de outros dois ensaios 

clínicos, nos quais avaliaremos essa abordagem para neoplasia de pulmão e 

mieloma múltiplo.  

Uma limitação deste estudo foi o uso de linhagens leucêmicas para 

mimetizar o ataque citotóxico que deve ocorrer in vivo. Idealmente, teria sido 
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interessante usar como alvo os blastos leucêmicos do próprio paciente, porém 

essa abordagem apresenta algumas dificuldades de efetivação, principalmente 

em relação ao número de células viáveis necessárias para esses experimentos 

e a dificuldade de manutenção desses blastos em cultura pelo tempo necessário 

para a efetivação e observação dos fenômenos imunológicos de interesse para 

este estudo. Para trespassar essa limitação, escolhemos como alvo a linhagem 

leucêmica K562. Essas células foram imortalizadas a partir de um paciente com 

LMC em crise blástica, e portanto recapitulam as características de leucemia 

mieloide aguda (121), e foi a escolha para este estudo já que as outras linhagens 

disponíveis no laboratório são provenientes de células linfoides ou de leucemia 

promielocítica aguda (um tipo de leucemia gerada por uma translocação 

cromossômica específica, com fisiopatologia bastante particular em que os 

resultados obtidos não necessariamente poderiam ser extrapolados para os 

demais pacientes com LMA). Além disso, outra vantagem das células K562 é 

sua baixa expressão de moléculas MHC e, portanto, não restringindo o ataque 

citotóxico a esse tipo de reconhecimento imune. (122,123) 

Interessante notar que avaliamos a resposta citotóxica também no caso 

de exossomos obtidos de um paciente com diagnóstico de Leucemia Mieloide 

Crônica, e esta foi a única situação em que houve aumento da citotoxicidade no 

caso das DCs maduras, apesar de pouco efeito sobre as DCs imaturas. 

Podemos especular que, ao contrário de LMA e SMD, os exossomos na LMC 

não levam a supressão da atividade das DCs e, contrariamente, aumentam o 

efeito citotóxico, podendo corresponder a uma estratégia interessante a ser 

avaliada no manejo de pacientes com falha de resposta ao tratamento 

convencional com inibidores de tirosinaquinase ou no caso de perda de resposta 

e instalação de crise blástica. Portanto, a ideia do uso de exossomos como pulso 

antigênico para células dendríticas não deve ser completamente descartada e 

pode ser uma estratégia interessante a ser explorada em outras neoplasias. 

Novas análises com maior número de casos serão necessárias para melhor 

elucidação do potencial dos exossomos em LMC e outros tumores. Além disso, 

um outro ponto a ser explorado nesse sentido seria o tempo de incubação dos 

linfócitos nesses sistemas in vitro. Apesar da maioria dos estudos avaliando 

linfocitotoxicidade e apresentados nas referências deste trabalho apontarem 
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para um período de 5 dias para contato entre os linfócitos e as células 

dendríticas, é possível especular que um maior tempo de interação e 

apresentação antigênica possa levar a maior efetivação citotóxica, e esse 

aspecto também merece ser avaliado em novos estudos.  

Uma outra limitação deste estudo foi a impossibilidade de caracterizar 

com mais detalhes o conteúdo interno dos exossomos dos pacientes em relação 

a quais componentes estariam diretamente envolvidos nessa resposta 

imunossupressora. Portanto, novos estudos que abordem especificamente essa 

questão devem ser conduzidos e permitirão a manipulação dessas 

nanopartículas para otimizar o efeito antitumoral. Entretanto, pudemos trazer 

novas informações quanto ao conteúdo de microRNAs presente nessas 

nanopartículas e sua relação com a expressão da doença. Apesar de não 

observarmos diferenças no tamanho e concentração dos exossomos entre 

pacientes e controles saudáveis, destacamos a menor expressão de mir-223 em 

exosomos de pacientes com mielodisplasia de alto risco, tanto em relação a 

indivíduos normais quanto a doença de baixo risco.  

De fato, diversas observações têm apontado um importante papel de mir-

223 no fenótipo agressivo de alguns tumores, principalmente em relação a 

resistência à quimioterapia em tumores sólidos, incluindo câncer de ovário (124), 

próstata (125)  e glioblastoma (126). Contrariamente, em outros tipos de tumores 

como osteossarcoma (127), mir-223 teve na verdade um papel de aumento da 

quimiossensibilidade às drogas, apontando para efeitos desse microRNA 

dependentes de contexto ou específicos para cada tipo celular. Nesse sentido, 

nossos resultados estão de acordo com o que foi recentemente descrito por 

Merkerova et al., que identificaram menores níveis de mir-223 circulante em SMD 

de alto risco, e que se relacionaram com sobrevida global nessa coorte de 

pacientes. (128) Portanto, no caso das SMD, parece de fato que a perda de 

expressão de mir-223 leva a um fenótipo de maior agressividade, ao contrário 

do que foi descrito na maioria dos tumores sólidos.  

Interessante notar que houve correlação positiva entre os níveis de mir-

223 e as contagens celulares no sangue periférico dos pacientes, notadamente 

neutrófilos, monócitos, linfócitos e plaquetas, e entre os níveis de mir-22 e as 
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contagens leucocitárias totais. Os estudos de diferenciação da célula tronco 

hematopoiética normal mostraram que há aumento nos níveis de mir-223 e mir-

22 conforme há diferenciação para as séries granulocítica-monocítica, 

apontando para um provável papel de mir-223 e mir-22 na hematopoiese normal. 

No caso do mir-223 em especial, esses resultados corroboram a ideia de que 

sua supressão em SMD de alto risco pode corresponder a um mecanismo de 

maior agressividade da doença.  

Portanto, podemos também especular que os níveis de mir-223 e mir-22 

nos exossomos de pacientes com LMA e SMD possam corresponder a 

marcadores de diferenciação residual normal nessas doenças. Esses dados 

abrem a perspectiva para estudo desses possíveis biomarcadores em coortes 

com maior número de pacientes e outras situações clínicas de interesse, como 

por exemplo, a avaliação de enxerto neutrofílico em pacientes submetidos a 

transplante de células tronco hematopoiéticas e monitoramento de recuperação 

medular após tratamento com drogas citotóxicas. Outro ponto a ser considerado 

caso comprovada essa importante função de mir-223 na diferenciação 

granulocítica seria estudar seu papel em doenças que cursam com neutropenia 

e a avaliação de possível abordagem terapêutica envolvendo indução de 

expressão desse microRNA como forma de terapia gênica.  

 Um último ponto a ser salientado deste trabalho é seu aspecto de 

inovação, já que buscou o aprimoramento de uma opção terapêutica ainda em 

fase experimental, mas que claramente apresenta oportunidades de melhoria. 

Esse aspecto pode ser observado também na metodologia empregada, usando 

reagentes e equipamentos apenas muito recentemente disponíveis (como 

polímeros para purificação de exossomos e a técnica de NTA). Além disso, essa 

linha de pesquisa em nosso laboratório permite que essas inovações cheguem 

até os pacientes do Sistema Único de Saúde, que não poderiam contar com 

imunoterapia fora de ensaios clínicos. Devemos salientar também que, para sua 

realização como projeto de pesquisa, e também como opção terapêutica 

atingindo os pacientes, este trabalho só foi possível graças ao estabelecimento 

de colaborações tanto dentro da própria universidade quanto em nível 

internacional, permitindo a transferência de tecnologias que beneficiam tanto o 

engrandecimento acadêmico da universidade quanto o cuidado dos pacientes.  
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CONCLUSÕES 

 O que podemos concluir com este trabalho é que o estudo dos exossomos 

ainda se encontra em seus estágios iniciais de desenvolvimento, mas apresenta 

diversas utilidades potenciais ainda a serem exploradas, e que incluem o auxílio 

no diagnóstico, prognóstico e no tratamento das neoplasias hematológicas. Os 

resultados apresentados apontam para a possibilidade de microRNAs 

exossomais como marcadores de situações tanto fisiológicas quando 

patológicas, neste último caso auxiliando no acompanhamento de pacientes e 

possivelmente surpreendendo eventos clínicos (como recidiva) de forma 

acurada, precoce, e menos invasiva. Além disso, este trabalho apontou também 

a possibilidade de uso de fontes alternativas de pulso antigênico, como lisado 

tumoral ou exossomos de culturas celulares, como material antigênico a ser 

explorado em novas formas de imunoterapia antitumoral.  

 

PLANEJAMENTO FUTURO 

 Ainda serão realizados novos ensaios para melhor clarificação do papel 

de mir-223 e mir-22 na diferenciação das células hematopoiéticas, através de 

seu silenciamento e hiperexpressão em células tronco e observação dos efeitos 

sobre a diferenciação até granulócitos e monócitos. Essa abordagem também 

será utilizada para avaliação do efeito sobre esses microRNAs de drogas 

hipometilantes (como a azacitidina), principal elemento terapêutico disponível 

atualmente nas síndromes mielodisplásicas e cujo mecanismo de atuação e 

efeito sobre o sistema hematopoiético ainda não foi completamente elucidado. 

 Além disso, o mesmo modelo de avaliação de citotoxicidade das células 

dendríticas será empregado para avaliar a possibilidade de novas formas de 

imunoterapia para outras doenças. Para tal serão avaliados os efeitos sobre as 

DCs de lisados tumorais de plasmócitos de pacientes com mieloma múltiplo e 

lisados de adenocarcinoma de pulmão (este último em conjunto com equipe da 

Pneumologia).  
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