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RESUMO

Exossomos s&o nanoparticulas importantes na comunicacgao intercelular, carregando
conteudos de proteinas, RNAs e microRNAs que recapitulam as células de origem.
Assim, poderiam ser Uteis como pulso antigénico no desenvolvimento de novas
formas de imunoterapia, e anélise de seu conteudo interno poderia representar uma
interessante ferramenta prognostica. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de
exossomos extraidos do soro de pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e
sindromes mielodisplasicas (SMD) como fonte antigénica para células dendriticas
(DC) e os efeitos sobre a citotoxicidade antitumoral. Além disso, os niveis de
expressao de mir-223, importante microRNA no sistema hematopoiético, foram
avaliados nos exossomos e correlacionados com dados clinicos e laboratoriais, com
o intuito de também explorar seu potencial uso prognéstico nessas doencas. Sangue
venoso foi obtido de 14 pacientes com LMA, 28 pacientes com SMD e 19 controles
saudaveis. Exossomos foram isolados usando método ExoQuick®; sua concentracao
e distribuicdo de tamanho foram caracterizadas por Nanoparticle Tracking Analysis
(NanoSight, UK). Os niveis de expressado de mir-223 e mir-192 (controle enddgeno)
foram avaliados por RT-PCR. Para os estudos de citotoxicidade, 100uL da suspensao
de exossomos (aproximadamente 10'5 nanoparticulas) foram incubados com DCs
maduras ou imaturas e a citotoxicidade direta ou dependente de linfécitos foi avaliada
pela porcentagem de lise especifica de células leucémicas K562 nas coculturas,
comparado a situacdes de DCs nao pulsadas. A concentracdo de exossomos nas
amostras de soro variou de 5,6 x 10'" a 3,3 x 10'3 particulas por pl de suspenséo, com
concentragdes significativamente menores nas amostras de pacientes em relagéo aos
individuos saudaveis (p= 0,004). Diminuic&o significativa na expressao de mir-223 foi
observada em exossomos de individuos com SMD de alto risco em comparagéo com
controles (p= 0,002) e doenca de baixo risco (p= 0,012). Curiosamente, houve
correlacdo positiva significativa entre expressao de mir-223 exossomal e contagens
de: leucécitos totais (rs de Spearman = 0,37, p = 0,003), neutréfilos (rs= 0,392, p =
0,002), mondcitos (rs= 0,484, p <0,001), linfécitos (rs= 0,442, p <0,001) e plaquetas
(rs= 0,387, p = 0,002). A diferenciacao granulocitica-monocitica de células CD34+
humanas normais revelou aumento de 8 vezes na expressdao de mir-223 nessas

células apdés 14 dias de cultura. Em relacdo aos estudos citotdxicos,



surpreendentemente, a incubacao de exossomos de pacientes com DCs diminuiu a
lise das células-alvo, provavelmente correspondendo a mecanismo de evasao 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 expresséao do
marcador de maturacdo CD83. Portanto, o desenvolvimento de vacinas usando
exossomos de pacientes provavelmente ndo acrescentaria beneficios ao tratamento
da LMA; alternativamente, exossomos de células em cultura ou lisados celulares
podem representar formas eficazes de maturar DCs em fenétipo citotoxico, sem a
imunossupresséo observada com exossomos dos pacientes. Além disso, mir-223 esta
suprimido em pacientes com SMD de alto risco e correlaciona-se com as contagens
celulares tanto em SMD quanto LMA. Como os niveis de mir-223 aumentam
progressivamente durante a diferenciacao granulocitica-monocitica, especulamos que
mir-223 pode representar um marcador de diferencia¢do residual normal.

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

aguda, sindromes mielodisplasicas.



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
105 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 10" to 3.3 x 10'3 particles per ul 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'srs=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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INTRODUCAO

Os ultimos anos tém testemunhado avangos substanciais no
entendimento das alteragdes genéticas que levam ao surgimento e proliferacdo
das células neoplasicas. Esses novos conhecimentos foram possiveis gracas ao
desenvolvimento de ensaios laboratoriais extremamente robustos, dentre eles
as técnicas envolvendo genbmica e protedmica. Esse progresso foi
particularmente perceptivel no campo das neoplasias hematoldgicas: hoje estdo
descritos a fundo inumeros desarranjos genéticos e padrbées moleculares que
levam a ocorréncia das leucemias mieloides agudas e das sindromes
mielodisplasias, tornando-se inclusive importantes marcadores de agressividade

e prognaostico nessas doengas. (1,2)

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) correspondem na verdade a um
conjunto de desordens clonais da célula tronco hematopoiética, que como grupo
tém como denominador comum a hematopoiese ineficaz. Esta pode ser
caracterizada por alta proliferacdo celular na medula déssea, porém com
displasias celulares significativas que levam a citopenias no sangue periférico e
suas consequéncias clinicas, como anemia, sangramentos e susceptibilidade a
infeccdes. Além disso, ha acumulo progressivo de blastos, que sao células
tronco indiferenciadas afetadas por mutagdes da doenca e que perdem seu
controle de proliferacdo e sua capacidade de diferenciacdo nas diversas
linhagens sanguineas. O diagnéstico é realizado através da avaliacao conjunta
de histologia, imunofenotipagem e citogenética, e os pacientes sao classificados
em categorias de risco através de escores prognosticos. (3) Dentre eles, o que
mais tem sido utilizado na pratica clinica e em ensaios clinicos avaliando a
eficacia de diferentes tratamentos € o IPSS (International Prognostic Scoring
System). (4) Essa ferramenta foi validada em diferentes coortes de pacientes e
avalia o efeito prognéstico conjunto das seguintes variaveis: porcentagem de
blastos na medula éssea, tipos das alteragdes citogenéticas encontradas e

nuamero de citopenias, como pormenorizado na Tabela 1.

[Digite aqui]



16

International Prognostic Scoring System (IPSS)

Pontuagao
Variavel 0 0,5 1 1,5 2
% blastos MO? <5 5a1l0 - 11a20 21-30
Citogenética® Bom Intermediario Ruim - -

Citopenias® 0/1 2/3 - - l

Risco de transformacao e sobrevida
Progressdo  Sobrevida
p/ LMA mediana

sem sem
Pontuagao tratamento tratamento
Risco total (anos) (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 prognéstico utilizado

no estadiamento de pacientes diagnosticados com sindromes mielodisplésicas.

a Sistema progndstico desenvolvido antes da classificagao da Organizagdo Mundial de Saude,

que diminuiu o limiar de porcentagem de blastos para = 20% para diagnéstico de LMA

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

no cromossomo 7; intermediario: outras alteracgoes.
¢ Neutréfilos < 1500/mm3, plaquetas < 100000/mm3, hemoglobina <10 g/dL.
LMA: leucemia mieloide aguda; Int: intermediario.

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

Além das complicacbes decorrentes das citopenias, esse grupo de
doencas carrega um risco acentuado de transformacao para leucemia mieloide
aguda, principalmente nos pacientes classificados como de maior risco (Tabela

1), e por isso essas doengas serem ditas como lesdes “pré-leucémicas”. (6)

No caso especifico das leucemias mieloides agudas (LMA), estas
caracterizam-se pelo acumulo na medula éssea ou no sangue periférico de mais
de 20% de blastos dentre as células nucleadas, tendo sido ou nao precedido por
quadro de mielodisplasia. A doencga leva a maioria dos pacientes a ébito por

sangramentos ou infec¢des caso o tratamento nao seja instituido rapidamente.
[Digite aqui]
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(7) E o tipo mais comum de leucemias agudas no adulto, com dados recentes
demonstrando incidéncia ajustada a idade de 4,3 casos por 100.000 anualmente
nos EUA. (8) A doencga pode se manifestar em qualquer faixa etaria, mas ha um
predominio em faixas etarias mais avangadas, com mediana de idade ao

diagndstico de 68 anos. (9)

Apesar do processo de leucemogénese ainda nao ter sido completamente
elucidado, acredita-se que a LMA tem origem da transformacao oncogénica da
célula tronco hematopoiética normal ou de progenitores que recuperam as
propriedades de auto renovacgao das células tronco, e que, portanto, s&o capazes
de manter o clone maligno viavel de forma permanente. A possibilidade de
quiescéncia e o acumulo progressivo de novas lesbes genéticas leva
frequentemente a coexisténcia de diversos clones malignos no mesmo paciente,
contribuindo para as altas taxas de resisténcia a quimioterapia e recidiva que sao
caracteristicas da doenca. (10)

Apesar de geralmente restrito, o desfecho dos pacientes e sua resposta a
terapia tende a ser heterogéneo dependendo de fatores dependentes do
paciente e da propria doenga. A primeira classificagdo empregada para esse
grupo de doengas, o sistema Franco-Americano-Britanico (FAB), estabelecido
em 1976, separou 8 subtipos (de MO a M7) de acordo com caracteristicas
morfoldgicas e citoquimicas dos blastos leucémicos, e continua sendo utilizada
em grande parte dos centros por sua facilidade de caracterizagdo. Com o
progresso das ferramentas diagnésticas, do entendimento da biologia dessas
doencas e também com o surgimento de novas opc¢oes terapéuticas, em 2001 a
Organizacao Mundial de Saude introduziu uma nova classificagdo incorporando
novos dados de gendmica e imunofenotipagem, tendo sua ultima revisao sido
elaborada em 2016. (11) Ambas as classificacbes podem ser observadas em

maiores detalhes na Tabela 2.

[Digite aqui]
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oms FAB
LMA com anormalidades genéticas recorrentes
LMA com t(8;21)(g22;922.1);RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11
Leucemia promielocitica aguda com PML-RARA M3
LMA com t(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;934.1);DEK-NUP214
LMA com inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3)(q21.3;0926.2); GATA2, MECOM
LMA megacariobldstica com t(1;22)(p13.3;913.3);RBM15-MKL1
Entidade proviséria: LMA com BCR-ABL1
LMA com NPM1 mutado
LMA com mutag¢Oes de CEBPA
Entidade proviséria: LMA com RUNX1 mutado
LMA com alteragées mielodispldsicas
Neoplasias mieloides relacionadas a terapia
LMA ndo especificada

LMA com diferenciagdo minima MO
LMA sem maturagao M1
LMA com maturagao M2
LMA mielomonocitica M4
LMA monoblastica/monocitica M5
Leucemia eritréide aguda M6
Leucemia megacariocitica aguda M7

Leucemia basofilica aguda
Panmielose aguda com mielofibrose
Sarcoma Mieloide
Proliferacoes mieloides associadas a Sindrome de Down
Mielopoiese anormal transitdria
LMA associada a Sindrome de Down

Tabela 2. Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) das leucemias
mieloides agudas e correspondéncias com a classificacao Franco-Americana-Britanica
(FAB).

Fonte: (11)

Além dessas classificacoes, tém sido refinados também os esquemas
prognésticos para LMA, que ajudam o hematologista clinico na escolha entre
tratamentos padrdo ou tratamentos de maior intensidade, que incluiriam a
consolidagdo com transplante ou mesmo novas terapias em investigacao.
Atualmente, € possivel 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 tém sido testados como possiveis preditores de recidiva no
seguimento desses pacientes. (12) Essa categorizagdo de risco pode ser
evidenciada com mais detalhes na Tabela 3.

Grupo genético Subtipos

Favoravel t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
NPM1 mutado sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD com baixa
carga alélica
CEBPA mutado

Intermediario NPM1 mutado e FLT3-ITD com alta carga alélica
Wild-type NPM1 sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD com baixa
carga alélica (sem alteragdes citogenéticas de risco adverso)
1(9;11)(p22;0923); MLLT3-KMT2A
Anornalidades citogenéticas nao classificadas como favoraveis
ou adversas
Adverso 1(6;9)(p23;034); DEK-NUP214
t(v;11)(v;g23); KMT2A com rearranjo
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
inv(3)(g21926.2) ou (3;3)(921;026.2); GATA2, MECOM(EVI1)
=5 ou del(59)
-17 ou Anormalidades (17p)
Cariétipo complexo
Wild-type NPM1 E FLT3-ITD com alta carga alélica
RUNX1 mutado
ASXL1 mutado
TP53 mutado

Tabela 3. Correlacdes de dados moleculares e citogenéticos com desfechos clinicos em
Leucemia Mieloide Aguda.

Abreviaturas: ITD, internal tandem duplication.

Cariétipo complexo é definido por 3 ou mais anormalidades cromoss6micas na auséncia de:
t(8;21), inv(16) or t(16;16), t(15;17), t(9;11), t(v;11)(v;023), 1(6;9), inv(3) or t(3;3).

Fonte: (12)

Um importante marco no tratamento da LMA foi a implementagao, durante
a década de 1970, de esquemas quimioterapicos baseados na associacao de

citarabina com antraciclinicos, que melhoraram significativamente a
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probabilidade de se atingir a remissdo completa da doenca. (13) Apesar desse
incremento nas taxas de remissdo da doenca, o resultado a longo prazo dos
adultos com LMA continua precario, 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 individuos afetados pela doenca. (14)
A principal razdo para esse prognaostico restrito é o fato de que a maioria dos
pacientes apresentarda recidiva da doengca mesmo apds atingir remissao
completa com o esquema quimioterapico inicial. Isso decorre provavelmente da
permanéncia de um pequeno reservatorio de células leucémicas que persistem
apds a quimioterapia, uma condicdo conhecida como doenga residual minima
(DRM), que pode evoluir para uma recidiva clinica completa. (15)

Portanto, apesar do avango no conhecimento da fisiopatologia dessas
doengas, este ndo foi acompanhado na mesma proporcao por novos
incrementos terapéuticos capazes de levar a cura ou mesmo prolongamento
adequado da sobrevida, e o tratamento para a maioria dos pacientes pouco
evoluiu nas ultimas cinco décadas. Mesmo que novos compostos estejam sendo
aprovados pelas agéncias reguladoras de diversos paises em passo
relativamente rapido e com beneficios em relacdo aos tratamentos
convencionais, seu alto custo acaba por restringir o0 acesso a pacientes locados
em paises desenvolvidos ou em contexto de alguns poucos ensaios clinicos.(16)

A Unica opgéao terapéutica que pode ser considerada realmente curativa
nessas doencas é a consolidacdo do esquema quimioterapico de indugédo de
remissdo com o transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH)
alogénicas. Entretanto, esse tratamento também apresenta importantes
limitagbes. A primeira delas € a necessidade de um doador HLA-compativel, o
que limita sua realizacdo a uma parcela restrita dos pacientes. Além disso, 0
proprio procedimento apresenta altos indices de complicagdes e mortalidade,
inviabilizando seu emprego em pacientes mais frageis como, por exemplo,
idosos ou portadores de comorbidades significativas. (17)

Mas foi através da pratica do TCTH que se observou pela primeira vez o
potencial do sistema imune como potente efetor antitumoral. Uma complicacao

frequente dos transplantes alogénicos € o desenvolvimento da doenga do
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enxerto contra o hospedeiro (DECH): a reacao dos linfécitos T alo reativos do
doador contra os tecidos do receptor, podendo resultar em manifestagdes
cuténeas, oculares, gastrointestinais, pulmonares, entre outras. (18) Entretanto,
observou-se que os pacientes acometidos pela DECH também apresentavam
menores chances de recorréncia da doenga, assim como o fato de que enxertos
depletados de células T levavam a menor ocorréncia de DECH mas também
levavam a aumento nas taxas de recidiva. (19,20) Estudos posteriores
demonstraram a razao para esse beneficio: os linfécitos do doador eram capazes

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

A primeira evidéncia da ocorréncia desse fendbmeno apareceu na década
de 1950, em modelo de transplante animal, onde demonstrou-se a eliminacéao
de células leucémicas apds infusdo da medula éssea do doador quando havia
adiamento do esquema de imunossupresséo, e apontando para a possibilidade
de que as células viaveis do doador fossem responsaveis pela erradicacao das
células neoplasicas. (22) Uma década depois, ficou demonstrado também em
humanos que a doenga 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; doenca do enxerto contra hospedeiro) para descrever a
sindrome clinica que se manifestava secundariamente aos transplantes

alogénicos. (23)

Nesse contexto, as evidéncias do papel dos linfécitos no efeito anti-
leucemia tém fomentado a busca por terapéuticas baseadas no sistema imune
como uma nova possibilidade no arsenal terapéutico dessas doencas. Quando
se considera a alta morbidade e mortalidade associadas tanto aos esquemas
quimioterapicos quanto ao transplante, e mesmo assim com altas taxas de
recidiva, fica ainda mais clara a necessidade de desenvolvimento de novas

opcoes terapéuticas menos toxicas e mais efetivas.

Considerando esse cenario, grande expectativa tem sido langada sobre
novas terapias em desenvolvimento como tratamento de resgate nos casos
refratarios ou com doenca residual persistente apds tratamento convencional.
Essas incluem, por exemplo, o uso das células CAR-T (Chimeric antigen
receptor T cells, ou células T com receptores de antigenos quiméricos). Essas
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preparacoes baseiam-se em linfécitos com receptores quiméricos produzidos
por edicao génica, com capacidade de ligacao a alvos especificos na superficie
das células tumorais e efetivacdo de ataque citotéxico. (24)

Apesar de resultados promissores com 0 uso dessa estratégia nas
leucemias linfoides agudas e nos linfomas de células B (25,26), ainda ndo ha um
produto disponivel e licenciado para uso que apresente especificidade para
leucemia mieloide aguda. Além disso, deve-se considerar o0 ainda altissimo custo
de producao dessas preparagdes, e a ocorréncia de eventos adversos graves,
como a sindrome de liberacao de citocinas, uma complicacdo 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 publico de saude brasileiro, € necessaria
também a busca por alternativas que, além de eficacia terapéutica na prevencéo
de recidiva, tenham também o potencial de fabricacdo in house e com perfil
toxicologico passivel de ser manejado na estrutura disponivel, tornando-se

factivel a essa realidade.

Potencial do uso de vacinas de células dendriticas no tratamento das
neoplasias mieloides

A experiéncia crescente com o uso do TCTH e a observacdo mais
detalhada do efeito do “enxerto contra leucemia” demonstrou a atuagao dos
linfécitos T CD8+ e das células Natural Killer (NK) como os principais
responsaveis por esse ataque citotoxico. Nesse contexto, as células dendriticas
(DCs) aparecem como importantes orquestradoras dessa resposta imunolégica,
por serem dotadas da habilidade Unica de estimular e potencializar o efeito anti-
leucémico de ambos os tipos de células imunes efetoras (linfécitos T e células
NK), e por isso tém despertado grande interesse como possivel nova terapia de
prevencgao de recidiva na doenca. (27)

De fato, a descoberta das células dendriticas 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 apresentacdo de
antigenos, que podem ser observadas na Figura 1. Apresentam ampla
distribuicao tecidual, atuando como um sistema de vigilancia que interliga os
sistemas imunes inato e adaptativo. Sdo geradas através de precursores na
medula éssea e classificadas de forma simplificada em quatro grupos gerais:
DCs convencionais (cDC), DCs plasmocitéides (pDC), DCs derivadas de
mondcitos, e células de Langerhans. As cDC sao posteriormente classificadas
de acordo com sua localizacdo tecidual, marcadores de superficie e mais
recentemente também através da expressdo de fatores de transcricdo

especificos. (29)

A fungéo elementar das DCs é instruir e ativar células T naive para uma
resposta imune adaptativa. Em sua forma imatura, apresentam avida capacidade
de captura de antigenos e baixa expressao de moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) e de moléculas coestimulatérias (como CD80 e
CD86). (30) Apo6s reconhecimento de padrbes moleculares associados a
patdbgenos ou outros sinais antigénicos (que incluem a presenca de células
tumorais), as DCs passam por processo de maturacdo, com aumento da
expressao de MHC e coestimuladores em sua superficie, além de producao de
citocinas essenciais para a ativagao dos linfocitos T. (31,32)

No caso da LMA, o inicio da resposta imune citotdxica mediada por células
T também se inicia pela apresentagéo de antigenos relacionados a doenga pelas
células dendriticas para os linfécitos T CD8+ citotéxicos e CD4+ auxiliares,
através de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classes
| e Il, respectivamente. Apos estimulacao, as células T CD4 + naive podem ser
polarizadas em células T auxiliares tipo 1 (Tu1), que por sua vez, suportam a
geracao e proliferagdo de linfécitos T CD8+ citotdxicos antigeno-especificos.
Esses linfocitos (através do seu receptor especifico de células T) sdo capazes
de reconhecer células leucémicas que exibam os antigenos especificos para os
quais haviam sido estimulados. Segue-se entdo o ataque citotoxico, para os
quais esses linfécitos possuem diferentes possibilidades de efetivagdo, como
ligantes de receptores associados a morte celular (como FasL) ou proteinas
citoliticas liberadas de granulos intracitoplasmaticos (como granzima B e

perforina). (383,34) Além disso, diversas citocinas produzidas pelas DCs estédo
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envolvidas na ativagao de células NK (como IL-12). Essas células NK podem
neutralizar células leucémicas utilizando as mesmas ferramentas citoliticas que
os linfocitos T efetores, mas de forma inespecifica e independente de MHC, além
de exercerem efeito imunomodulatério através da secrecao de citocinas como

IFN-y, dando suporte as respostas dependentes de linfocitos. (35)

Ativacao
CD4+/CD8+

Lise
Tumoral

Antigenos
Tumorais

Fig. 1 - Ciclo da imunidade anti-tumoral. Antigenos liberados pelas células
neoplasicas sao internalizados pelas células dendriticas, processados e apresentados
a linfécitos T através de proteinas codificadas pelo MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) e moléculas co-estimulatérias (CD86). O resultado desse
processo € a proliferacao e ativacao de linfdcitos citotéxicos e de memdria, 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
doenca manifesta ou a sua recidiva. Evasao tumoral pode ocorrer por diversos
mecanismos, como diminuicdo do reconhecimento imune através da producéo
pelas células tumorais de antigenos com menor imunogenicidade, reducéo da

expressao de moléculas MHC acarretando menor capacidade de apresentacao
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de antigenos e falha na ativacdo de células citotoxicas efetoras, além de
desenvolvimento de um microambiente tumoral imunossupressor atraves da
liberacdo de citocinas e proliferacdo de linfécitos 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 fungdées das DCs polarizando-as a um fendtipo imunotolerante ou
através do recrutamento de precursores de DCs com capacidades
imunossupressoras. Diversos mecanismos tém sido descritos para explicar
essas alteragdes, incluindo efeito de diversas citocinas, como IL-6 e IL-10,
fatores de crescimento, alteracdes metabdlicas e oxidativas. (37,38)

Apesar dessas alteracdes quantitativas e qualitativas de DCs encontradas
em pacientes com cancer, ficou demonstrada a possibilidade de se gerar e
diferenciar células dendriticas maduras a partir de leucécitos mononucleares do
sangue periférico dos préprios pacientes através de meios de cultura especificos
e suplementados de citocinas proé-inflamatérias. (39) O desenvolvimento e
aprimoramento dessas técnicas de cultura celular permitiram crescentes
rendimentos em numero de células ao longo da década de 90, o que permitiu a
exploragdo do pulso das DCs com antigenos tumorais como uma nova
possibilidade de vacinas contra o cancer. (40,41) Os protocolos convencionais
mais utilizados empregam mondcitos separados de sangue periférico que sao
diferenciados ex vivo em células dendriticas maduras (42,43), que sdo entao
pulsadas com antigenos tumorais especificos sob variadas formas, como
peptideos sintéticos (44), acido nucleico tumoral (45), corpos apoptéticos (46),

entre outros.

O primeiro estudo que testou vacinas com células dendriticas em
pacientes com cancer foi publicado em 1996 e avaliou o uso de células
dendriticas pulsadas com peptideo tumoral em quatro pacientes com diagnéstico
de linfoma de células B folicular. Todos os pacientes desenvolveram resposta
celular antitumoral detectavel; sendo que dois dos pacientes apresentaram
regressao completa do tumor ap6s 0 esquema de vacinagao. (47) Desde entéo,
resultados de experimentos tanto in vitro como in vivo tém demonstrado

conclusivamente a seguranga dessas vacinas e sua eficacia no desenvolvimento
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de resposta imune especifica contra varios tipos de tumores (48,49), incluindo
as neoplasias hematolégicas. (50,51)

Uma das formas possiveis de imunoterapia com células dendriticas
consiste na utilizagdo de RNA mensageiro eletroporado nas DCs. O gene
escolhido para utilizagcdo deve corresponder a um antigeno que apresente
caracteristicas importantes para esse papel, como alta expressdo na célula
tumoral, imunogenicidade satisfatéria e especificidade. Nenhum antigeno
estudado até o momento apresenta todas as caracteristicas necessérias para
ser considerado o ideal para pulso antigénico; entretanto WT1 (Wilms’ Tumor 1)
parece agregar diversas dessas caracteristicas de forma satisfatéria,
principalmente no caso das LMA. (52) A proteina WT1 é altamente expressa na
maioria dos pacientes com LMA, sendo considerado um importante fator
prognostico e um marcador de doencga residual minima apos tratamento. (53)
Ficou demonstrado também seu papel no fenétipo maligno da LMA: estudo em
animais demonstrou que a injecao de células CD8+ com seletividade para WT1
levou a eliminacao de blastos leucémicos preservando as células normais. (54)
O produto do gene WT1 é um fator de transcricdo, inversamente expresso de
acordo com o grau de maturacdao na hematopoiese normal, sendo detectado em
células progenitoras hematopoiéticas CD34+ e ndo em leucdcitos normais de
sangue periférico. (55) Ha evidéncia satisfatéria de sua funcdo na
leucemogénese e estudos pré-clinicos e clinicos iniciais demonstram que a
resposta imune contra o WT1 é importante para a rejeicdo do tumor. (45) De fato,
nossos resultados também mostraram que blastos dos pacientes atendidos em
nosso centro também apresentavam alta expressao de WT1. (56)

Diante desses achados, estudo de fase | / Il publicado em 2010 que
investigou o efeito da vacinagdo com células dendriticas autdlogas eletroporadas
com WT1 em 10 pacientes com LMA mostrou sua seguranca e eficacia: dois
pacientes em remissdo parcial apds a quimioterapia alcangaram remissao
completa apds a administracdo das vacinas. Nestes dois pacientes e em trés
outros pacientes que estavam em remissao completa, os niveis de WT1
retornaram ao normal ap6s a vacinagao, compativel com a inducéo de remissao
molecular. Além disso, as respostas clinicas foram correlacionadas com

aumento de células T CD8+ especificas para WT1, comprovando um importante
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papel desse tipo de imunoterapia na prevencao de recidiva em pacientes com
LMA. (45)

Estudo subsequente publicado em 2017 envolvendo 30 pacientes com
LMA em alto risco de recaida demonstrou que as vacinas com DCs
eletroporadas com WT1 foram capazes de prevenir ou postergar recaida em
43% dos pacientes. Nove pacientes obtiveram remissdo molecular como
demonstrado pela normalizacao dos niveis de transcritos de WT1, 5 dos quais
foram mantidos ap6és 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 histéricas (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 estdo sendo também produzidas em nosso laboratério
vacinas de células dendriticas autdlogas 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 clinico
(identificador no portal clinicaltrials.org: NCT03083054) para avaliagcdo das
vacinas como possibilidade de tratamento de manutencao para prevencao de
recidiva incluiu até o momento 5 pacientes com diagnéstico de LMA, em
remissao completa ap6s quimioterapia de inducao e consolidacao com citarabina
em altas doses ou transplante aut6logo. Apos o fim do tratamento convencional,
os pacientes foram submetidos a procedimento de leucoaférese, tendo seus
leucécitos mononucleares separados por técnica de centrifugacdo em gradientes
ou através do sistema automatizado CliniMacs®, em que € realizada a selegcao
positiva de monécitos CD14+ através do uso de beads magnéticas. Esse produto
de separagdo celular € entdo colocado em cultura com meio especifico para
células dendriticas e fatores de diferenciacao (GM-CSF e IL-4) e, no 6° dia de
cultura, suplementado de fatores de maturagao de células dendriticas (TNF-a e
PGE2). No 8° dia de cultura, a maturacdo e viabilidade celular é observada
através de imunofenotipagem com marcadores especificos (Anexina/Pl, CD80,
CD83, CD86 e HLA-DR) e as células sao entao eletroporadas com o RNAm de
WT1. A comprovagéo da internalizagdo do antigeno é feita por imunocitoquimica

de esfregacos das células. Cada dose da vacina consiste em 5 x 107 células
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viaveis e sdo armazenadas a -80°C e descongeladas individualmente antes de
cada aplicagdo. O esquema terapéutico consiste em 4 aplicagdes intradérmicas,
na face ventral do braco, a aproximadamente 10 cm da regido axilar (espera-se
haver o desencadeamento da resposta imunol6gica 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 a aplicacao
da primeira dose. Todos encontram-se vivos em remissao completa da doencga,
sendo acompanhados pelos niveis de expressdo de WT1 em sangue periférico
avaliados por técnica de RT-PCR. Os dados clinicos dos pacientes incluidos
nesse estudo e o tempo de seguimento de cada um deles esta explicitado em
detalhes na Tabela 4.

Terapia de inducao Sobrevida
N |Sexo dadelFAB| Fatores Prognosticos de remissao (meses)*
M 43 | M4 |47, XY, del (8)(q22), +22(04)/46, | Inducdo + 3 ARAC-HD
XY (16), NPM1 e FLT3 ITD: neg,
FLT3 TKD + 34
Inducdo + 1 ARAC-HD
2 M 24 | M4 46 XY, FLT3 e NPM1 neg + TCTH auto 29
46, XY, NPM1 positivo, FLT3 ITD
45,XY 1(8;21)(022;922),-Y[22],
4 M 41 | M1 FLT3 e NPM1 neg Inducédo + 3 ARAC-HD 27
46, XX, inv(16)(p13g22)[22],
5 F 32 | M4 |NPM1 e FLT3D neg, FLT3 TKD+| Indugdo + 3 ARAC-HD 19

Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos a terapia de manutencéo
com vacinas de células dendriticas eletroporadas com WT-1. ARAC-HD: citarabina em

altas doses. *Da ultima dose de vacina até setembro/2019.
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Apesar da relativa facilidade de preparacdo dessas vacinas e a
efetividade do pulso com RNAm de WT1, essa técnica ainda apresenta
importantes limitacdes. A primeira delas refere-se ao processo de eletroporacao
em si: a passagem de corrente elétrica através das células é importante para
alteracdo de seu potencial de membrana permitindo a entrada do &cido
ribonucleico; entretanto, esse fator fisico € também responsavel pela morte
prematura de muitas células, fazendo com que seja necessaria a producao de
um numero muito maior de células para se obter um produto com rendimento

minimamente satisfatorio apds o choque elétrico. (58)

Um segundo ponto é a especificidade e restricdo do antigeno. Trata-se de
um unico antigeno, restringindo seu uso apenas aos pacientes nos quais esta
realmente hiperexpresso nos blastos, e com o risco de perda dessa expressao
como parte da evolugao clonal das neoplasias. Portanto, a geracdo de vacinas
de células dendriticas mais potentes e efetivas depende também da busca de
novas fontes de pulso antigénico que sobrepassem essas dificuldades, de forma
gue seja 0 mais personalizado possivel para cada paciente, mas ao mesmo
tempo amplo o suficiente para evitar evasédo tumoral e de preferéncia sem efeitos
deletérios sobre as proprias DCs. Nesse contexto, uma das abordagens que
parece agregar todas essas caracteristicas seria 0 uso de exossomos do préprio

paciente.

A busca por novas formas de pulso antigénico para imunoterapia:

exossomos

Exosomos sédo pequenas vesiculas medindo aproximadamente entre 30
a 150nm, secretadas por diferentes tipos celulares e que recentemente tém
recebido grande atencdo por seu possivel papel como biomarcadores em
diversas condicbes patoldgicas. (59) Apesar de anteriormente citados como
meros restos celulares, estudos recentes tém demonstrado um papel ativo dos
ex0ssomos na comunicagao intercelular através do transporte de proteinas, RNA
e microRNAs que podem alterar de forma significativa a funcao de células alvo.
(60,61) Sabe-se agora que os exosomos correspondem a vesiculas intraluminais
dos corpos multivesiculares endosomais (MVBs), formados ap6s invaginacao de
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endossomos e liberados no espaco extracelular por fusdo dos MVBs com a
membrana plasmatica. Por essa origem celular, essas particulas contém
proteinas especificas 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 reticulécitos (63) e desde entdo, diversos tipos celulares foram
identificados como fontes de exossomos, como células hematopoiéticas, células
epiteliais, neurdnios, adipdcitos, entre outros. (64) Inicialmente foi sugerido para
0s exosomos um papel de remocdo de moléculas desnecessarias ao
metabolismo celular e que eram apenas parcialmente degradadas pelo sistema
lisossomal. (65) Entretanto, com o progresso das investigacdes, suas funcdes
parecem ser consideravelmente mais complexas: plaquetas secretam
exossomos com capacidade de regulacdo da coagulacado (66), as vesiculas
extracelulares de progenitores cardiacos sdo capazes de inibir apoptose de
cardiomiécitos apéds infarto do miocéardio (67) e exossomos derivados de
astrécitos diminuem o dano neuronal causado por hipdxia através da regulacao
de autofagia in vivo. (68) O que ficou claro com essas observacdes foi o fato de
que, por serem portadores de perfis particulares de proteinas, RNA e
microRNAS, mas que recapitulam o conteudo interno de suas células de origem,
essas nhanoparticulas parecem passar por um processo de “empacotamento
seletivo”, como forma de refinar e potencializar a comunicacao intercelular a

distancia e portanto regulando importantes fungdes bioldgicas. (69)

Dentre essas funcdes, estdo descritas também propriedades dos
exossomos como moduladores do sistema imune. Dependendo do seu contetdo
interno, essas nanoparticulas podem potencializar a ativacao de linfécitos T
CD4+ e CD8+ (70) e exossomos derivados de macrofagos sdo capazes de
transferir antigenos até as células dendriticas, e com isso aumentando a

resposta de células T CD4+. (71)

As proprias DCs podem secretar exossomos com potencial de ativacao
de células T CD4+, CD8+ e NK de forma antigeno-especifica. (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 atenuacdo das
respostas de células T, B, macrofagos, células NK e DCs, além de promover
proliferacao de células mieloides supressoras (myeloid-derived suppressor cells,
MDSCs), um grupo heterogéneo de células mieloides imaturas envolvidas em

estados de imunossupressao. (74,75)

Entretanto, considerando a possibilidade de carrearem conteudo
especifico das células tumorais das quais tém origem, especulamos que
exossomos purificados do soro de pacientes poderiam consistir em uma fonte
atrativa de antigenos especificos do tumor do proprio paciente, permitindo uma
abordagem mais individualizada para imunoterapia. Esse material poderia,
portanto, ser uma forma eficiente de pulso antigénico in vitro, carregando
material especifico do tumor do préprio paciente, mas fora do contexto
imunossupressor do ambiente tumoral. De fato, no caso de um grupo de doencgas
com mecanismos fisiopatolégicos tdo diversos e complexos como as LMA e as
SMD, seria interessante que as células dendriticas pudessem apresentar
antigenos da maneira mais personalizada possivel, atingindo o(s) clone(s)

especifico(s) de cada paciente.

De fato, até o momento da concepc¢ao deste trabalho, estudos em animais
demonstravam que vacinacao com DCs pulsadas com exossomos derivados de
leucemia ou de células leucémicas em cultura resultou em maior sobrevida se
comparado com vacinagdo com células dendriticas pulsadas com lisado tumoral
ou apenas a infuséo direta dos exossomos. (76,77)

Portanto, nossa hip6tese era que essas nanoparticulas poderiam conter
um “pool” de elementos antigénicos que incitariam uma resposta imune mais
ampla e ao mesmo tempo especifica quando usadas como pulso para células
dendriticas. Essa especificidade seria relacionada tanto a doenca quanto ao
proprio paciente (ao contrario do uso mais genérico e isolado do RNAm de WT1),
além dos beneficios de sua mais facil obtencao (através de amostras de sangue
periférico) e maior facilidade de manipulacéo e internalizacdo das DCs (através

de coculturas e sem necessidade de eletroporagéo).
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Exossomos: métodos de purificacao e analise de microRNAs no contexto
de biopsia liquida e medicina personalizada

Com as técnicas atualmente disponiveis, € possivel estudar, de forma
relativamente simples, exossomos derivados dos mais diferentes fluidos
corporais, incluindo sangue, urina, efusdes pleurais ou liquido ascitico, além de

células em cultura.

Inicialmente, entretanto, os métodos empregados na separacado e
purificacdo dessas nanoparticulas em materiais biol6gicos baseavam-se no uso
de técnicas de ultracentrifugagéo. Para obtencdo de pureza satisfatoria com
esses meétodos, sdo necessarios diversos ciclos de centrifugagcdes com
altissimas rotacoes (da ordem de 100.000g) por extensos periodos (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 acessério de
filtros ou gradientes de sucrose. (78) Alguns pontos negativos no emprego dessa
metodologia sdo a necessidade da disponibilidade dessas ultracentrifugas no
laboratério e bastante tempo para cada ciclo de purificagao.

Para trespassar esses obstaculos, mais recentemente foram
desenvolvidos métodos baseados em polimeros, que facilitam bastante esse
processo de extragdo. Essas substancias sdo capazes de formar uma “bolsa” de
polimeros ao redor dos exossomos precipitados, resultando num material
concentrado, apds um procedimento que dura menos de 2 horas e requer
apenas 3 centrifugacées com baixas rotagdes. Essas técnicas ja foram validadas
em comparacao com as técnicas de ultracentrifugagéo convencionais, revelando
que o rendimento, tanto em numero de particulas quanto em recuperacao de
proteinas, é tdo bom ou melhor do que a ultracentrifugacdo, mas com menos
tempo de bancada e também com nivel de pureza adequado, visualizado tanto
através do tamanho das particulas isoladas quanto da expressao de marcadores
especificos de exossomos. (79)

Apébs sua purificacdo, um outro ponto de atencdo € a caracterizacao
estrutural das nanoparticulas nas amostras isoladas e a comprovacao de sua
pureza. As informagdes de tamanho e concentragdo das nanoparticulas nas

amostras podem ser Uteis também na comparagéo entre estados fisioldgicos e
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patolégicos na busca de possiveis biomarcadores em situacdes diversas. (80) E
esses objetivos podem ser atingidos de diversas maneiras.

O primeiro método de visualizacdo de vesiculas extracelulares foi a
microscopia eletronica de transmissao, permitindo a observagao de particulas na
escala de nandmetros. Entretanto, sua eficacia na definicio do nimero de
particulas pode ser afetada pelos processos de fixagdo da amostra, e que podem
também afetar a mensuracédo de seu tamanho no caso de desidratagdo das
vesiculas ao longo do processo. (81,82) Geralmente, nesse caso, é necessario
associagdo com técnicas capazes de demonstragdo de proteinas especificas
dos exossomos para sua caracterizagdo mais precisa, como CD9 e CD63, e que
pode ser realizada através de técnicas como Western Blot ou ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay).(83)

E possivel também medir o tamanho e distribuicdo de vesiculas
extracelulares através de citometria de fluxo. Sua principal limitagdo, no entanto,
€ o tamanho de particulas que podem ser detectadas em citbmetros
convencionais, geralmente acima de 200nM, o que pode ser melhorado com o
uso de citbmetros de nova geracao. (84) A maior vantagem desse método, na
disponibilidade desses equipamentos, seria a possibilidade de quantificagéo de
multiplos marcadores na mesma amostra, permitindo a marcagdo com as
proteinas especificas de exossomos e também com as de tipos celulares
especificos, possibilitando, em algumas situagdes, o rastreamento da origem

celular das vesiculas.

Outro método mais recentemente descrito e validado para observacao da
dispersao de pequenas particulas em amostras liquidas € o NTA: Nanoparticle
Tracking Analysis. Nesse método, um feixe de laser passa sobre a amostra que
esta em uma cubeta dentro do equipamento, e uma camera captura 0 movimento
Browniano dessas particulas diluidas em meio liquido. O aparelho utiliza a
equacao de Strokes-Einstein para calcular os marcadores hidrodinamicos de
cada particula, resultando em medidas de concentracdo e tamanho das
particulas em cada amostra. Esse método é capaz de mensurar particulas tao
pequenas quanto 20nM, e ainda apresenta outras vantagens em relacédo as
abordagens descritas anteriormente: facilidade na preparacdo das amostras,
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sem necessidade de marcacao com anticorpos e requerendo baixos volumes a

cada mensuragéo, além de rapida analise e liberac&o dos resultados. (85)

Além da caracterizacao estrutural dos exossomos e sua concentracao nas
amostras, um outro ponto de interesse crescente é a avaliacao de seu conteudo
particular de proteinas e acidos nucléicos, particularmente microRNAs. Esse
novo campo de estudo traz a possibilidade de seu uso como biomarcadores
diagnésticos ou prognésticos de forma mais simples e menos invasiva,

caracterizando o conceito de bidpsia liquida.

Os microRNAs sdo pequenas sequencias de RNA nao codificadoras
(aproximadamente 20 a 24 nucleotideos) que atuam através da modulagcéo da
expressao de outros RNAm ja transcritos, ou seja, tém importante funcao na
regulacdo da expressao génica pos-transcripcional. (86) Essas pequenas
sequéncias sao geradas a partir de um transcrito primario no nucleo, que passa
por processamento enzimatico 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 regido 3’ ndo traduzida
de RNAm especificos de acordo com sequéncias complementares. O resultado
final € uma reducdo na produgédo de proteinas através de mecanismos que
envolvem diminuigdo da estabilidade do RNAm alvo e reducao nas taxas de
traducao. (87,88)

A descoberta da fungcédo de diversos microRNAs tem contribuido para o
entendimento do seu papel em multiplas fungdes bioldgicas e também na
fisiopatologia de diversas doengas. Esses estudos revelaram o potencial de
monitorar a expressdo de microRNAs como marcadores dessas mesmas
fungcbes biolégicas ou do risco da ocorréncia de determinadas situagdes
patolégicas. Isso mostrou-se particularmente factivel observando-se o conteudo
de microRNAs concentrados nos exossomos, e demonstrando seu possivel uso
como biomarcadores nao sé em doengas neoplasicas, mas também em outros
processos, como doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Como
exemplos, observou-se que o conteudo de microRNA exossomal no soro de
pacientes, tanto com cancer colorretal (89) quanto pulmonar (90), poderia ser um
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marcador de recorréncia da doencga; foi demonstrado também seu potencial
preditivo em doenga de Alzheimer e Parkinson. (91,92)

Nos ultimos anos também vém sendo revelados os papéis de varios
microRNAs especificamente sobre a fungdo da célula tronco hematopoiética
normal, incluindo suas capacidades de proliferagdo, autorrenovacao e
diferenciacdo. (93) Notadamente nas neoplasias hematoldgicas, tém sido
descritos também o0s mecanismos pelos quais as células neoplasicas sao
capazes de desregular a producao de microRNAs especificos com a finalidade
de potencializar suas fungbes de invasao, proliferacao e inibicdo da apoptose.
Essas modificagdes incluem, entre outras, dele¢des, amplificagdo no numero de
cbépias e alteracbes epigenéticas. (87) Por essas caracteristicas, e pela
possibilidade do uso de microRNAs exossomais como preditores de
transformacao maligna, resposta a quimioterapia ou recidiva pos tratamento, o
estudo dessa abordagem diagndstica e progndstica tem gerado interesse
crescente no contexto da biopsia liquida e da medicina personalizada.

Dentre os microRNAs envolvidos na biologia da célula tronco
hematopoiética, alguns j& estdo sendo evidenciados como importantes
elementos também na fisiopatologia das neoplasias hematoldgicas, e por isso
poderiam ser alvos interessantes na busca de biomarcadores exossomais.
Especial interesse tem recaido sobre mir-223, desde que estudos iniciais
mostraram sua especificidade para os tecidos hematopoiéticos, observada
através de sua expressao quase que exclusiva em medula 6ssea e bago. (94)
Além disso, parecia haver também uma predilecao por alguns subtipos celulares
especificos, notadamente a linhagem granulocitica e macrofagica. Estudos
funcionais demonstraram inclusive que a perda da expressao de mir-223 levava
a segmentacao anémala de neutrdfilos, resultando em hiperativacao, inflamacgéao
pulmonar e maior destruicdo tecidual quando animais eram expostos a
endotoxina, evidenciando um possivel papel de mir-223 na diferenciagéo
granulocitica e na regulagao da resposta dos neutréfilos a infecgao. (95)

Além dessa possivel atuacdo na diferenciacdo hematopoiética, ficou
demonstrado também o trafego de mir-223 através de microvesiculas celulares.
Essas particulas enriquecidas de mir-223, quando liberadas de macrofagos,
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foram capazes de atingir diversas células-alvo de forma funcionalmente ativa,
como monacitos e fibroblastos, e induzindo sua diferenciagdo em macroéfagos.
(96)

No caso especifico das neoplasias hematoldgicas, o papel de mir-223 no
fendtipo tumoral e sua atuacdo através de microvesiculas ainda n&o foi
completamente elucidado. Sua supressdo em LMA foi associada a perfil
citogenético desfavoravel e falhas de diferenciacdo. Pacientes com LMA
portadores da translocacéao (8;21) apresentaram baixos niveis de mir-223, e ficou
demonstrado que esse microRNA era um alvo direto da proteina de fusao
AML1/ETO que é gerada por essa translocacao. Interessantemente, a indugéo
de expressao de mir-223, tanto através de mimetizadores desse microRNA
quanto por tratamento com drogas hipometilantes, levou a uma restauracao da
diferenciacao celular na doencga, evidenciando a ligagdo entre uma mutagao
especifica das LMA e o silenciamento epigénetico de mir-223, resultando em
bloqueio de diferenciacao granulocitica.(97)

Em pacientes com Leucemia Linfoide Crénica, a baixa expressao desse
microRNA também se mostrou associado a piores desfechos clinicos, incluindo
menor sobrevida, (98) e teve valor progndéstico comparavel a outros marcadores

ja bem reconhecidos para essa doenca, como ZAP70 e CD38. (99)

Mas mesmo no caso das neoplasias hematolégicas os resultados sao
conflitantes. Estudo avaliando pacientes acometidos por leucemia linfoblastica
de células T identificou um subgrupo de pacientes com maior expressao de mir-
223 que apresentavam caracteristicas mais especificas de neoplasia mieloide e,
surpreendentemente neste caso, 0 aumento da expressao de mir-223 conferia
um progndstico mais desfavoravel (100), apontando para a possibilidade de que
a atuacao de mir-223 tenha especificidade para determinadas doencas ou

contextos.

O mesmo acontece para outro microRNA que parece ter importante
atuacao no sistema hematopoiético, o mir-22. Esse microRNA mostrou-se
inclusive suprarregulado em LMA e SMD, e seu silenciamento levou a bloqueio
da proliferacdo das células leucémicas, evidenciando um possivel papel como
oncogene. (101) Mas, surpreendentemente, estudo posterior revelou uma
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possivel funcdo de mir-22 como supressor tumoral em diversos tipos celulares,
e demonstrou menor expressao de mir-22 em pacientes com LMA,
contrariamente ao que havia sido descrito previamente. Os autores
demonstraram também que a indugdo de expressdo de mir-22 suprimia
significativamente a viabilidade das células leucémicas in vitro e o
desenvolvimento de leucemia in vivo. Além do mais, esse mesmo trabalho
demonstrou que a entrega de mir-22 através de nanoparticulas contribui para o
efeito supressor sobre as células leucémicas. (102)

Esses resultados contraditorios também foram observados em outras
neoplasias: mir-22 apresentou atividade inibitoria sobre a proliferagdo celular e
induziu apoptose em tumores sélidos como cancer de pulmao e mama, (103,104)
mas também atua na progressao de Leucemia Linfoide Crbnica através de
ativacao 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
conteudo interno de microRNAS sabidamente envolvidos na hematopoiese
normal e que poderiam, futuramente, ser validados como biomarcadores em

situacoes patoldgicas.

OBJETIVOS

Considerando a necessidade de aprimoramento nos modelos de
imunoterapia celular atualmente disponiveis e a emergéncia dos exossomos
como importantes elementos na comunicagéo intercelular, o principal objetivo
deste trabalho foi avaliar a possibilidade do uso dessas nanoparticulas como
pulso antigénico para células dendriticas. Além disso, pretendeu-se também
avaliar a possibilidade do uso dessas nanoparticulas e seu conteudo interno de
microRNAs como biomarcadores nas neoplasias hematolégicas.

Objetivos especificos

1. Avaliar a estrutura e fungdo dos exossomos, quanto a:
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a) concentracao e distribuicdo de tamanho nas amostras,

b) estabelecimento de uma plataforma para estudo da expressao de
microRNAs em exossomos purificados de sangue periférico e sua
utilizacdo como possiveis marcadores prognosticos,

c) avaliagdo da expressao de mir-223 e mir-22 nas amostras de
exossomos isolados de soro humano;

d) comparacdo das caracteristicas estruturais e expressao de
microRNAs entre os diversos grupos de pacientes e controles

saudaveis.

2. Avaliar o potencial dos exossomos como fonte antigénica para novas
formas de imunoterapia, especificamente:
a) capacidade de maturar e diferenciar células dendriticas em um
fenotipo citotoxico contra células tumorais;
b) capacidade dessas DCs em estimulagao de linfocitotoxicidade;
c) comparacao da magnitude desses efeitos em relacdo a DCs nao
pulsadas ou a DCs estimuladas com outras fontes antigénicas

alternativas, como lisados tumorais.

METODOLOGIA
Desenho do estudo

Este foi um estudo prospectivo em que exossomos foram extraidos de
amostras de sangue periférico de controles normais ou pacientes com
diagnéstico de LMA, SMD e LMC e avaliados quanto a seu tamanho e
concentragdo em cada uma das amostras. Paralelamente, amostras
selecionadas foram usadas para testar o potencial dessas nanoparticulas como
ativadoras da funcdo citotdxica dependente de DCs contra células-alvo
leucémicas. Paralelamente, foi avaliada a expressao de microRNAs especificos
como parte do conteudo interno dos exossomos, assim como sua possivel
relagdo com parametros clinicos e laboratoriais dos individuos e seu papel na

diferenciacdo da célula tronco hematopoiética normal.
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Casuistica e coleta de amostras

Amostras de sangue venoso (8ml) foram coletadas por puncao periférica,
de 42 pacientes recém diagnosticados com SMD ou LMA, antes de instituicao
de qualquer tratamento, 1 paciente com Leucemia Mieloide Crénica (LMC) e de
19 voluntarios saudaveis. O sangue foi coletado em tubos a vacuo,
heparinizados, e as amostras processadas em aliquotas de soro, apds
centrifugacao, e armazenadas a -80°C. Todos os individuos participantes foram
orientados acerca dos procedimentos e objetivos deste estudo, tendo assinado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica
desta instituicdo (parecer n° 1.242.880, consultar Anexo). Foram excluidos
dessa selecao individuos considerados vulneraveis (menores de idade, pessoas
institucionalizadas, pacientes com antecedentes de doencas psiquiatricas com
comprometimento cognitivo ou incapacidade) e pacientes que tivessem recebido
transfusbes de hemocomponentes nos 120 dias anteriores a coleta. Os
pacientes foram classificados de acordo com os critérios FAB, OMS e escore
progndstico IPSS descritos anteriormente.

Isolamento e caracterizacao estrutural dos exossomos nas amostras

As amostras foram processadas por centrifugacéo a 3000 rpom durante 10
min para separagao do soro. Os exossomos foram isolados de 500uL de soro
utilizando-se ExoQuick® Exosome Precipitation Solution (System Biosciences,
Mountain View, CA, USA) de acordo com orientacbes do fabricante. O
precipitado inicial de exosomos isolados foi suspenso em 500 pyL de 1 x PBS
estéril; 1 uL desta solucao foi subsequentemente diluido a 1:10.000 e separado
para avaliagdo da distribuicdo de tamanho das microparticulas e sua
concentragdo 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 caracterizagdao de nanoparticulas
in vitro, adequado para quantificar nanoparticulas dispersas de amostras diluidas
em tempo real e capaz de caracterizar fragcbes de membrana, como exossomos.
(85) As medicoes foram realizadas em triplicatas, com aproximadamente 2000
eventos gravados por mensuragao. Esta técnica foi disponibilizada através de
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colaboragéo com a Profa. Eneida de Paula, do Departamento de Biogquimica 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 suspensdo de
exossomos foi adicionado de 700 pyL do tampao QIAzol lysis buffer, e a mistura
processada de acordo com protocolo do fabricante. Cinco ng do RNA extraido
foi submetido a transcri¢cao reversa com o miScript Il RT kit (QIAGEN) e os niveis
dos transcritos dos miRNA-223 e miRNA-22 foram avaliados por reagcdo em
cadeia pela polimerase em tempo real (real-time Polymerase Chain Reaction —
RT-PCR), utilizando-se sequéncias de oligonucleotideos iniciadores especificos
em termociclador (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Trés replicatas foram
realizadas para cada amostra e foi calculado o valor médio de detecgcdo nos
ciclos (C(t)- threshold cycle value). O aumento ou decréscimo na expressao foi
calculado pela equagédo 2 ~PPCT ytilizando-se os valores de C(t) do controle mir-
192 como ponto de referéncia no caso das amostras de sangue periférico e U7

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

Geracao de células dendriticas, analise fenotipica e pulso antigénico em

culturas

A geracdo de células dendriticas in vitro a partir de leucécitos
mononucleares de sangue periférico seguiu protocolo desenvolvido previamente
em nosso laboratério em estudo liderado pela Dra. Simone Olenscki Gilli (42)
com modificagdes. Células mononucleares de sangue periférico foram isoladas
de fragdes leucoplaquetérias de bolsas de doadores de sangue saudaveis por
centrifugacédo em gradiente de densidade Ficoll-Paque™ (GE HealthCare, Life
Sciences, EUA). Os mondcitos foram isolados por centrifugagdo em gradiente
de densidade Percoll seguida de aderéncia em plastico durante 2h. As DCs
foram entdo geradas a partir dos mondécitos 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 suplementacdo com TNF-a (50
ng/mL PeproTech Rochy Hill, NJ, EUA) e prostaglandina E2 (PGE2) (2,5 pug/mL,
Cayman Chemycal). A andlise fenotipica foi realizada utilizando anticorpos
monoclonais contra CD11c (BD Biosciences, Califérnia, EUA), CD80, CD83 e
HLA-DR (Caltag, CA, EUA) e a populagédo de DCs foi selecionada na janela de
células CD11c positivas.

As DCs foram pulsadas em coculturas com exossomos extraidos do soro
de pacientes ou individuos saudaveis, exossomos derivados do sobrenadante
da cultura de K562, ou lisados de células K562. A verificacdo da internalizacéo
dos exossomos nas DCs foi realizada por marcacdao com tracador CFSE
(Molecular Probes / Invitrogen, EUA) e avaliacao por imunofenotipagem apés 1
hora de cocultura. Ap6s 48h de incubagao dos exossomos ou lisados tumorais
com DCs, a maturacdo e viabilidade celular foram também analisadas por
imunofenotipagem para expressdo dos marcadores CD83, CD86 e 7AAD.
Também foi realizada marcacdao 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 precipitacao 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 producéao 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 coloracdo com azul de tripano. Apés
sonicacdo 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 utilizacdo. Os exossomos dos sobrenadantes de K562 foram
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precipitados utilizando o reagente ExoQuick-TC™ de acordo com as instrugdes
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 razées (1: 1, 0,5: 1, 0,25: 1). Para
avaliar a citotoxicidade dependente de linfécitos, células T foram separadas de
de camada leucoplaquetaria resultante da separagdo de sangue total de
doadores de sangue, por selecdo imunomagnética (MACS) usando CD3-
MicroBeads (Mitenyi Biotec, Alemanha) e cocultivadas em placas de 48 pocos (5
x 10° células/pogo) com DCs (5x10* células/pogo) e K562 (5x10% células/pogo)
durante 5 dias. As células foram entdo ressuspendidas para avaliacao de
viabilidade em tamp&o de ligacdo contendo Anexina-V (BD, Nova Jersey, EUA).
Apos 15 min de incubagéo a temperatura ambiente, as amostras foram coradas
com iodeto de propidio (Pl; Sigma-Aldrich). A anélise de fluorescéncia foi
realizada com um citdmetro de fluxo FACScalibur (BD, Nova Jersey, EUA)
utilizando o software Cell Quest (BD, Nova Jersey, EUA). A citotoxicidade em
cada situacao de cultura foi calculada pela frequéncia de células alvo positivas
para coloracao por PI, através da férmula:

% de lise especifica = 100- [(% células alvo viaveis na presenca de
DCs sob cada condicao de pulso / % células viaveis na auséncia de DCs) x
100].

A secrecao de IFN-y por linfécitos apdés a incubagcdo com DCs sob
diferentes pulsos antigénicos foi avaliada por imunofenotipagem utilizando
anticorpo monoclonal contra IFN-y (BD Biosciences, Califérnia, EUA) em células

CD3 positivas.

Ensaio de diferenciacao celular granulocitica-monocitica

Progenitores CD34+ foram purificados de sangue de corddo umbilical
através de selecdao imunomagnética positiva e expandidos em culturas em meio
suplementado com G-CSF, IL-3 e SCF. Os niveis de expressao 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; expressao
de CD34, CD45, CD14 e CD15 foi verificada através de citometria de fluxo e as
mudancas morfolégicas foram observadas com coloracao de Wright-Giemsa em
esfregacos de suspensoes celulares no inicio das culturas, apds 7 dias € no

ultimo dia de cultura.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software R versédo 3.5.1,
Copyright (C) 2018, The R Foundation for Statistical Computing. Teste de soma
de postos de Wilcoxon (ndo normal) ou um teste t de Student (normal) foi usado
para testar a significancia estatistica de diferencas de grupos. As relacdes entre
expressao de microRNAs e demais variaveis analisadas foram testadas através
de coeficiente de correlacdo de postos de Spearman. Andlise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para determinacdo da significancia das diferencas
encontradas entre médias de valores quando comparados os diferentes grupos
de pacientes e controles. Os resultados foram considerados significativos

quando p <0,05.

RESULTADOS

Caracterizacao estrutural dos exossomos extraidos de soro de pacientes

e controles normais

As caracteristicas dos individuos controles e pacientes admitidos neste
estudo estdo resumidas na Tabela 5. Os pacientes com SMD foram divididos em
duas categorias de risco baseados no escore prognéstico IPSS ao diagnostico:

baixo risco (escore IPSS baixo ou int-1) e alto risco (escore IPSS int-2 ou alto).

[Digite aqui]



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)

Tabela 5. Caracteristicas demograficas dos pacientes incluidos no estudo.
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As andlises por NTA demonstraram variagdo de tamanho das particulas

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

houve diferenca significativa dessa variavel entre amostras de individuos

saudaveis ou pacientes. A dispersao dessas variaveis entre as amostras pode

ser observada em mais detalhes na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo da dispersao dos valores de tamanho médio em nanémetros

(eixo X) e concentracao de particulas nas amostras (numero de particulas por uL de

suspensao liquida, eixo Y). Cada ponto representa a intersecao de valores obtidos pela

analise de amostra de um individuo.
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Em relacdo ao numero de particulas nas amostras, sua concentracao
variou de 5,6 x 10'" a 3,3 x 103 por uL de suspensao liquida, com concentragdes
significativamente menores quando comparadas as amostras do grupo total de
pacientes em relagdo aos controles normais (analise de variancia- ANOVA;
p=0.004), Figura 3.

4,00E+13

4,00E+12

4,00E+11
CONTROLE SMD BR SMD AR LMA

Figura 3. Comparacgéao entre a concentracao de particulas dispersas em solugao, entre
soro de controles normais e pacientes. As barras demonstram valor maximo, minimo e
mediana, em representagao logaritmica. SMD BR: mielodisplasia de baixo risco, SMD

AR: mielodisplasia de alto risco, LMA: leucemia mieloide aguda.

Padronizacao de mir-192 como controle endégeno para RT-PCR

Até o momento da realizacdo deste trabalho, ndo havia descricao de
padronizacao de um microRNA enddgeno para estudos de expressao génica por
RT-PCR em exossomos de amostras de sangue periférico de pacientes com
neoplasias mieloides. Foi optado entdo por testar o uso de mir-192 como controle
enddgeno, ja que no caso de exossomos purificados de soro de pacientes com

Leucemia Linfoide Crbnica, este mostrou pouca variacdo de seus niveis de
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expressao entre as amostras testadas e pouca variagdo em relagdo a amostras
de individuos normais. (106)

Inicialmente foi observado o CT nas curvas de amplificacdo para 14
amostras de individuos normais e 22 amostras de pacientes com LMA/SMD.
Observou-se niveis de expressao estaveis entre as amostras testadas e sem
diferenga significativa entre amostras de individuos com doenga ou controles
normais (p=0,18), Figura 4. Portanto, demonstramos pela primeira vez a
possibilidade de uso do mir-192 também como controle enddégeno para estudo

de microRNAs exossomais em amostras de pacientes com neoplasias mieloides.

454

40+

5 354 I
30+ " —
25 T T
Controles Pacientes
Controles (n=14) 32,17 £0,4571
Pacientes (n=22) 33,12 +0,4851
p=0,1899

Figura 4. Padronizagdo do mir-192 como controle enddégeno para as reagdes de RT-
PCR quantitativo para microRNAs nas neoplasias mieloides. Nao houve variacao
significativa nos CT (cycle threshold) entre as amostras testadas de individuos com

doenca ou controles normais.
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Avaliacao da expressao de mir-223 e mir-22 em controles e pacientes e
sua relacao com dados clinicos e laboratoriais

Nao houve diferenca nos niveis de expressdo de mir-22 entre o0s
diferentes grupos de individuos testados. Em relacdo ao mir-223, foi possivel
observar diminuicdo estatisticamente significativa de sua expressdo em
amostras de individuos portadores de mielodisplasia de alto risco em
comparacado com individuos saudaveis (p=0.002), assim como em relacao a
portadores de mielodisplasia de baixo risco (p=0.012). Nao houve diferenca
quando comparados individuos normais ou portadores de mielodisplasia em
relagéo a individuos com diagnédstico de LMA.

p=0.012
p =0.002
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Figura 5. Comparacao dos niveis de expressao de mir-223 entre os grupos de pacientes
e individuos saudaveis. SMD BR: mielodisplasia de baixo risco; SMD AR: mielodisplasia
de alto risco; LMA: leucemia mieloide aguda. Demonstrados resultados de analise de
variancia (ANOVA), resultados considerados significativos quando p<0.05.

Observamos, no grupo de pacientes, correlacdo estatisticamente
significativa entre a contagem de leucdcitos totais em sangue periférico e a
expressao tanto de mir-223 (Spearman's rs =0.37, p =0.003), quanto mir-22 (rs
=0.43, p =0.005). No caso especifico de mir-223, essa correlagdo positiva se
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estendeu ao nimero de neutrofilos (rs =0.392, p=0.002), mondcitos (rs =0.484, p
<.001), linfocitos (rs =0.442, p<.001) e plaquetas (rs =0.387, p =0.002).

Leucécitos totais | rs=0.37 p=0.003
Neutréfilos rs=0.392 | p=0.002
Mondcitos rs=0.484 | p<.001
Linfocitos rs=0.442 | p<.001
Plaquetas rs=0.387 | p=0.002

Tabela 6. Correlacdo dos niveis de mir-223 com contagens celulares no sangue
periférico do grupo total de pacientes. Estdo demonstrados o coeficiente de correlagéo
de postos de Spearman, considerados estatisticamente significativos se p<0,05.

Papel de mir-22 e mir-223 na diferenciacao monocitica-granulocitica
normal

Baseados nos dados de expressao de mir-223 e mir-22 e sua relagédo com
contagem leucocitaria, buscamos elucidar o papel desses dois transcritos no
processo de diferencia¢ao granulocitica e monocitica normais. (Figura 6)

Durante a diferenciacdo granulocitica-monocitica de células CD34+
humanas normais, observamos um aumento de mais de 12 vezes na expressao
de mir-223 em células cultivadas apés 5 dias, com declinio posterior mas
mantendo um aumento de 8 vezes apds 14 dias de cultura, com diferenciacao
granulocitica-monocitica demonstrada por citologia e imunofenotipagem com
marcadores CD14 e CD15. No caso de mir-22, o aumento nos niveis desse
transcrito mostrou-se progressivo e atingiu quase 30 vezes sua expressao inicial,
no ultimo dia de cultura. (Figura 7)
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CD45

Figura 6. Ensaio de diferenciacdo granulocitica-monocitica de progenitores CD34+
purificados de sangue de corddao umbilical. A diferenciagdo de células tronco-
hematopoiéticas nas séries granulocitica e monocitica pode ser visualizada através das
diferencas morfoldgicas e por aumento da expressao de marcadores de diferenciacéo
CD14, CD15 e CD45 e perda da expressao de CD34.
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Figura 7. Modulagdo da expressdo de mir-223 e mir-22 durante o processo de
diferenciagédo granulocitica-monocitica das células tronco hematopoiéticas in vitro. Os
resultados estdo demonstrados como numero de vezes no aumento da expressao em

relacdo a expressao absoluta no DO.
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Exploracao dos exosomos como nova fonte de pulso antigénico para
imunoterapia com células dendriticas

Os exossomos derivados de LMA sao 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 internalizacdo foi observada por
imunofenotipagem. Apds 1h de incubagéo, a incorporagdo de exossomos foi
observada em aproximadamente 80% das DCs, comprovando sua eficiente

internalizagao.

Ensaios de cocultura foram entdo realizados separadamente nas
seguintes condicoes: i) DCs maduras ou imaturas, ii) ndo pulsadas ou pulsadas
com exossomos, iii) incubadas apenas com K562 ou na presencga de linfécitos.
Células alvo (K562) marcadas com CFSE e cultivadas na auséncia de DCs foram
usadas para determinar a morte celular espontanea. Utilizaram-se percentagens
de células alvo viaveis (Pl/Anexina V negativa) para quantificar as respostas
citotéxicas de acordo com a seguinte féormula: % de lise especifica = 100 - [(%
de células alvo viaveis na presencga de DCs /% de células alvo viaveis sem DCs)
x 100]. O fluxo de experimentos para os estudos citotéxicos usando células alvo
marcadas com CFSE podem ser visualizados em detalhes na Figura 8.
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% de lise especifica= 100 — [ (% K562 viavies na presenca de DCs sob cada condicio de pulso) x 100 ]
(% K562 vidveis em cultura sem DCs)

Figura 8. Representagéo do fluxo dos estudos de citotoxicidade utilizando células-alvo
marcadas com CFSE.

Ambas as DC maduras e imaturas, nao pulsadas, exibiram citotoxicidade
in vitro contra K562, independentemente da ativacao de linfécitos, e que deve
corresponder a sua capacidade basal de captura de antigenos. A adicédo de
exossomos extraidos do soro de um paciente diagnosticado com LMA, tanto em
DCs maduras quanto imaturas, diminuiu a porcentagem de lise especifica de
K562, na presenga ou ndo de linfécitos. Este efeito foi diretamente
correlacionado ao numero de DCs em cultura: concentracées mais altas de DCs
pulsadas reduziram a lise de K562 perto de zero ou até mesmo permitiram
aumento da proliferagéo de células leucémicas, como observado na Figura 9.
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Figura 9. Percentual de lise especifica de células leucémicas K562 em contato com
células dendriticas em diferentes condicdes de pulso e em 3 diferentes concentracoes
de DCs. A - na presenga de linfécitos, 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 contrario 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 diagndstico de SMD e 1 paciente com
Leucemia Mieloide Crdnica (as caracteristicas dos pacientes estdo detalhadas
na Tabela 7). Os experimentos também foram realizados com DCs incubadas
com exossomos de soro de 2 individuos saudaveis, para excluir a possibilidade
de artefatos decorrentes simplesmente da adicdo das nanoparticulas 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 antigénica e

considerado como controle positivo).

Classificacao % blastos | % blastos | NPM1 FLT3
Sexo | Idade FAB Citogenética (MO) (SP) mutante | mutante

LMA 1 M 61 M4 46, XY 75 77 Sim Sim
LMA2 | M 51 M4 46, XY 28 6 Nao Sim
LMA3| M 34 M1 46, XY 98 86 Sim Sim
LMA4 | M 47 M4 46, XY 57 77 Sim Sim
LMA 5 F 41 M3 46,XX,t(15;17)(g22;911) 93 0 Nao Nao
LMAG6 | M 57 M6 47 XY,+2/46,XY 26 3 Nao Nao
LMA7 | M 65 M2 46,XY 63 23 Nao Nao
LMA8 | M 72 M2 n/a 59 37 Nao Nao
SMD1| F 81 AREB-2 46,XX 11 0 n/a n/a
SMD2| M 79 SMD-t 46, XY 3 1 n/a n/a
LMC F 51 Fase crénica | 46,XX,1(9;22)(g34;q11) 1 1 n/a n/a

Tabela 7. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes cujas amostras foram
analisadas nos ensaios de citotoxicidade.

LMA: Leucemia Mieloide Aguda, LMC: Leucemia Mieloide Crbnica, SMD: Sindrome
Mielodisplasica, AREB-2: Anemia refrataria com excesso de blastos -2, SMD-t: Sindrome
Mielodisplasica relacionada a terapéutica, MO: medula 6ssea, SP: sangue periférico, NPM1:
Nucleophosmin 1, FLT3: FMS-like tyrosin kinase 3, FAB: classificagdo Franco-Americana-
Britanica, n/a: ndo avaliado.
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Para melhor comparacao do potencial citotoxico das DCs sob diferentes
condicbes de pulso, calculou-se a diferengca entre as porcentagens de lise
especifica das células K562, observadas em cada situacao, em relacao aquela
observada nas DCs nao pulsadas, considerada como citotoxicidade basal.

Esses resultados sdo mostrados na Figura 10.

No caso de DCs pulsadas com exossomos de pacientes, a diferenca
calculada resultou em valores negativos, evidenciando uma supressao na
citotoxicidade, ao contrario das DCs pulsadas com exossomos de individuos
normais, nas quais as diferengas na % de lise especifica de K562 variaram em
torno de zero. As Unicas excegoes a esse padrédo foram 2 pacientes com LMA
do tipo M2 (pacientes LMA7 e LMAS8), com resultados semelhantes aos
observados com exossomos de controles, e o caso da LMC, onde houve
aumento da citotoxicidade em comparagcado com 0s outros pacientes. Entretanto,
isso foi observado apenas em DCs maduras; DCs imaturas tiveram sua atividade
citotdxica suprimida apés pulso com exossomos de todos os pacientes testados.

Em relagdo as DCs maduras pulsadas com exossomos ou lisados de
K562, pouca diferenca na citotoxicidade foi observada em relacdo as DCs nao
pulsadas. No caso de DCs imaturas, observamos que 0 pulso com exossomos
ou lisados de K562 aumentou notavelmente a lise de células-alvo, tanto na
presenga como na auséncia de linfécitos (Figura 10B).

Avaliacao do efeito de diferentes condicoes de pulso na maturacao de

DCs, proliferacao de linfocitos e secrecao de IFN-y

Em todas as situacbes de pulso testadas, a diferenciagcdo das DCs foi
evidenciada pela alta expressao de CD11c, CD80 e HLA-DR associada a baixa
expressao de CD14. A imunofenotipagem para CD56 foi sempre positiva em
menos de 1% das células, excluindo a possibilidade de o efeito citotoxico
observado ser a acao de células Natural Killer contaminantes. Além disso, sob
todas as condicdes estudadas, mais de 90% das células expressaram niveis
elevados de HLA-DR, excluindo também a possibilidade de que o efeito
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imunossupressor observado fosse devido as células supressoras mieldides

(myeloid derived suppressor cells).
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Figura 10. Diferencas da citotoxicidade mediada por DCs em diversas condigbes de

pulso em relagdo a DCs nao pulsadas, na presenga ou auséncia de linfocitos. A - DCs

maduras, B - DCs sem fatores de maturacao.

CTRL: controle saudavel, LMA: Leucemia Miel6ide Aguda, LMC: Leucemia Miel6ide

Cronica, SMD: Sindrome Mielodisplasicas
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A expressao do marcador de maturacdo CD83 permaneceu estavel nas
DCs maduras, independentemente de pulso. No entanto, houve um aumento
substancial e inesperado na expressao de CD83 em DCs imaturas pulsadas com
exossomos ou lisados de K562. (Figura 11) Contrariamente, a expressao de
CD86 aumentou apos pulso de células dendriticas com exossomos de pacientes
com LMA, em relagcdo a DCs ndo pulsadas, o que nao ocorreu com células
pulsadas com lisado de células tumorais K562.

Com relacado aos efeitos das DC pulsadas sobre as células efetoras,
observamos que diferentes condi¢ées de pulso nao influenciaram as taxas de
proliferacao de linfocitos, uma vez que a contagem de linfocitos (avaliada por
imunofenotipagem através da marcacao com CD3) permaneceu estavel sob as
diferentes condi¢cdes. Em seguida, questionamos se as DC pulsadas poderiam
entdo ter diminuido a capacidade citotoxica dos linfécitos ao suprimir sua
capacidade de produzir IFN-y. Para comparagcdo com DCs nao pulsadas, 0s
pacientes LMA5 e LMAG6 foram escolhidos, uma vez que as maiores diminui¢des
na citotoxicidade dependente de linfocitos em DCs imaturas foram observadas
nesses dois casos e, portanto, seria mais provavel encontrarmos diferengas
mensuraveis indicando o efeito das DCs pulsadas sobre os linfécitos. DCs
pulsadas com lisado de K562 e com exossomos do controle normal também
foram comparadas. De fato, observamos uma reducéo significativa na producao
de IFN-y pelos linfocitos incubados com DCs pulsadas com exossomos dos
pacientes LMA5 e LMAB, especialmente no caso de DCs imaturas (a Figura 12
mostra a porcentagem de producdo de IFN-y em cada situacdo em relacéo
aquela observada em DCs nao pulsadas). Curiosamente, houve uma relacao
inversa estatisticamente significativa entre os niveis de expressao de IFN-y e de

CD86 considerando todas as situagdes analisadas (p = 0,042).
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Figura 11. Expressdo dos marcadores de maturagcdo CD83 e CD86 em DCs imaturas
apos diferentes condi¢des de pulso. Estdo demonstradas as médias da porcentagem de

células viaveis expressando os marcadores em cada situagao.
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Figura. 12. Producgéo de IFN-y por linfécitos incubados com DCs sob diferentes

condig¢des de pulso (em relagao a linfécitos incubados com DCs néo pulsadas).

[Digite aqui]



59

DISCUSSAO

Imunoterapia com células dendriticas tem se mostrado uma abordagem
promissora como terapia de manutencao em pacientes com LMA, diminuindo as
taxas de recidiva e aumentando sobrevida global. (45,57) A evolugdo das
geracoes de vacinas usando DCs passou por diversos incrementos, como
melhorias nas técnicas de cultura celular e o refinamento na escolha de
antigenos mais imunogénicos. Nesse sentido, 0 uso de exossomos como pulso
antigénico para DCs pareceu ser particularmente interessante devido a
possibilidade de conter um conjunto de antigenos especificos ndo sé da doenca
mas também do paciente, e por sua mais facil obtencao e manipulacao.

No entanto, o0s resultados deste trabalho  demonstram,
surpreendentemente, que os exossomos derivados de soro dos pacientes com
LMA parecem exercer um efeito de tolerancia imunoldgica nas DCs. Isto deve
corresponder a um mecanismo de evasao tumoral imunoldgica in vivo, uma vez
que, curiosamente, os lisados de células leucémicas 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 expressao do marcador CD83 em DCs
imaturas, que € bem reconhecido como sendo importante para a estimulagédo da
proliferacao e ativagédo de linfécitos T CD8+ (107,108), através de mecanismos
diversos como por exemplo o estimulo a liberacdo de calcio das reservas
intracelulares desses linfécitos. (109) Analisando esses fatos em conjunto,
podemos especular que tanto exossomos como lisados de K562 tém a
capacidade de aumentar a maturagdo das DCs e, simultaneamente,
potencializar a resposta imune contra as células-alvo, ao contrario dos exosomos

obtidos do sangue periférico dos pacientes.

De fato, por serem responsaveis pela ativagdo dos linfécitos T, as DCs
também desempenham um papel importante no sensivel equilibrio entre
resposta imune e tolerancia. Estudos anteriores mostraram que DCs maduras
podem limitar as respostas de células T efetoras e promover tolerancia
imunoldgica em resposta a diferentes moléculas sinalizadoras, como IL-27 e IL-

10. (110,111) No caso de pacientes com céancer, exossomos circulantes
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poderiam possivelmente ser gerados no microambiente tumoral, também
contendo moléculas imunossupressoras, constituindo um mecanismo efetivo de
inducdo paracrina da tolerancia as células tumorais e, portanto, do escape
tumoral. Nesse sentido, estudos recentes também demonstraram o potencial
imunossupressor de vesiculas extracelulares em gliomas (112), assim como
exossomos derivados de cancer de prostata exibiram importante atividade
supressora sobre as funcbées das DCs, resultando em menor ativacdao de
linfécitos T CD8+ produtores de IFN-y. (113)

Mesmo no caso de LMA, demonstrou-se recentemente que exossomos
obtidos do soro de pacientes ao diagndstico diminuem a atividade citotoxica de
células NK isoladas de individuos normais. (114) Nossos resultados, entretanto,
demonstram pela primeira vez esse fendmeno em células dendriticas, utilizando
ensaios de citotoxicidade e avaliando de forma pormenorizada a atividade
citotdxica propria das DCs, o efeito dos exossomos sobre o estado maturativo

dessas células e os reflexos sobre sua capacidade de ativacao linfocitaria.

De fato, DCs pulsadas com exossomos de pacientes com LMA, apesar de
nao alterarem as taxas de proliferacao dos linfécitos, levaram a uma diminuicao
acentuada na produgédo de IFN-y por essas células efetoras, e os niveis de
expressao de IFN-y foram inversamente relacionados a expressao de CD86 nas
DCs em coculturas. Ha descricdes de expressao anémala de CD86 em situagdes
de resposta imune disfuncional, como em resposta a inflamacao no IUpus
eritematoso sistémico (115) e um risco aumentado de recaida em pacientes com
Leucemia Mieloide Crbnica e altas contagens de DCs expressando CD86. (116)
Ha evidéncias de que o aumento da expressdo de CD86 em células
apresentadoras de antigenos 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 supressédo da citotoxicidade
induzida por exossomos pode, pelo menos em parte, ser resultado de
desregulagdo em moléculas coestimulatérias em DCs, como CD86, levando a

diminuicdo da ativac¢éo de linfécitos com produgéo prejudicada de IFN-y.

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

fontes de pulso antigénico (como exossomos de células em cultura ou lisados
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tumorais) podem representar uma maneira viavel e eficaz de maturar DCs em
um fendtipo citotdxico, 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 possivel explicacdo para essa discrepancia de resultados
pode estar no fato de que o tumor ndo era autdélogo, mas as células tumorais
haviam sido injetadas nesses animais, 0 que pode nao necessariamente
mimetizar o ambiente imunossupressor como no caso da LMA em humanos. Isso
pode explicar também a razao pela qual os resultados pré-clinicos promissores
néo foram reproduzidos em testes com células humanas. Em 2017, Huang et al.
manipularam os exossomos derivados de células leucémicas de forma a silenciar
a expressdao de TGF-B1. Com essa abordagem, o pulso de DCs com esse
material induziu resposta imune antitumoral mais potente do que com
exossomos ndo manipulados, apontando novamente para o fato de que
exossomos derivados de células neoplasicas podem conter moléculas com
capacidade imunossupressora que prejudicam seu uso como pulso antigénico.
(119)

Da mesma forma, outros estudos tém mostrado também os beneficios do
uso de lisados tumorais como pulso antigénico. Por exemplo, em cancer de
préstata, células dendriticas pulsadas com lisado tumoral mostraram bom perfil
de seguranca e levaram a respostas efetivas de células CD8+ e memodbria
imunoldgica, resultando inclusive em quedas significativas nos niveis de PSA
(antigeno prostatico especifico) 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
clinicos, nos quais avaliaremos essa abordagem para neoplasia de pulméo e

mieloma multiplo.

Uma limitacdo deste estudo foi o uso de linhagens leucémicas para

mimetizar o ataque citotéxico que deve ocorrer in vivo. Idealmente, teria sido
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interessante usar como alvo os blastos leucémicos do préprio paciente, porém
essa abordagem apresenta algumas dificuldades de efetivacao, principalmente
em relacdo ao numero de células viaveis necessarias para esses experimentos
e a dificuldade de manutencao desses blastos em cultura pelo tempo necessario
para a efetivagao e observagao dos fendmenos imunoldgicos de interesse para
este estudo. Para trespassar essa limitacao, escolhemos como alvo a linhagem
leucémica K562. Essas células foram imortalizadas a partir de um paciente com
LMC em crise blastica, e portanto recapitulam as caracteristicas de leucemia
mieloide aguda (121), e foi a escolha para este estudo ja que as outras linhagens
disponiveis no laboratorio sdo provenientes de células linfoides ou de leucemia
promielocitica aguda (um tipo de leucemia gerada por uma translocagao
cromossémica especifica, com fisiopatologia bastante particular em que os
resultados obtidos ndo necessariamente poderiam ser extrapolados para os
demais pacientes com LMA). Além disso, outra vantagem das células K562 &
sua baixa expressdo de moléculas MHC e, portanto, ndo restringindo o ataque
citotéxico a esse tipo de reconhecimento imune. (122,123)

Interessante notar que avaliamos a resposta citotéxica também no caso
de exossomos obtidos de um paciente com diagnéstico de Leucemia Mieloide
Crobnica, e esta foi a Unica situacdo em que houve aumento da citotoxicidade no
caso das DCs maduras, apesar de pouco efeito sobre as DCs imaturas.
Podemos especular que, ao contrario de LMA e SMD, os exossomos na LMC
nao levam a supressao da atividade das DCs e, contrariamente, aumentam o
efeito citotoxico, 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 instalacdo de crise blastica. Portanto, a ideia do uso de exossomos como pulso
antigénico para células dendriticas ndo deve ser completamente descartada e
pode ser uma estratégia interessante a ser explorada em outras neoplasias.
Novas analises com maior nUmero de casos serao necessarias para melhor
elucidagéo do potencial dos exossomos em LMC e outros tumores. Além disso,
um outro ponto a ser explorado nesse sentido seria o tempo de incubagédo dos
linfocitos nesses sistemas in vitro. Apesar da maioria dos estudos avaliando
linfocitotoxicidade e apresentados nas referéncias deste trabalho apontarem
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para um periodo de 5 dias para contato entre os linfécitos e as células
dendriticas, é possivel especular que um maior tempo de interagdo e
apresentacao antigénica possa levar a maior efetivacao citotdxica, e esse

aspecto também merece ser avaliado em novos estudos.

Uma outra limitagdo deste estudo foi a impossibilidade de caracterizar
com mais detalhes o conteudo interno dos exossomos dos pacientes em relagao
a quais componentes estariam diretamente envolvidos nessa resposta
imunossupressora. Portanto, novos estudos que abordem especificamente essa
questdo devem ser conduzidos e permitirdo a manipulacdo dessas
nanoparticulas para otimizar o efeito antitumoral. Entretanto, pudemos trazer
novas informacées quanto ao conteudo de microRNAs presente nessas
nanoparticulas e sua relacdo com a expressdo da doenca. Apesar de nao
observarmos diferencas no tamanho e concentracdo dos exossomos entre
pacientes e controles saudaveis, destacamos a menor expressao de mir-223 em
exosomos de pacientes com mielodisplasia de alto risco, tanto em relacéo a

individuos normais quanto a doenga de baixo risco.

De fato, diversas observagdes tém apontado um importante papel de mir-
223 no fendtipo agressivo de alguns tumores, principalmente em relacdo a
resisténcia a quimioterapia em tumores soélidos, incluindo cancer de ovario (124),
prostata (125) e glioblastoma (126). Contrariamente, em outros tipos de tumores
como osteossarcoma (127), mir-223 teve na verdade um papel de aumento da
quimiossensibilidade as drogas, apontando para efeitos desse microRNA
dependentes de contexto ou especificos para cada tipo celular. Nesse sentido,
nossos resultados estdo de acordo com o que foi recentemente descrito por
Merkerova et al., que identificaram menores niveis 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
expressao de mir-223 leva a um fenétipo de maior agressividade, ao contrario
do que foi descrito na maioria dos tumores sélidos.

Interessante notar que houve correlagdo positiva entre os niveis de mir-
223 e as contagens celulares no sangue periférico dos pacientes, notadamente

neutroéfilos, mondcitos, linfécitos e plaguetas, e entre os niveis de mir-22 e as

[Digite aqui]



64

contagens leucocitarias totais. Os estudos de diferenciacdo da célula tronco
hematopoiética normal mostraram que ha aumento nos niveis de mir-223 e mir-
22 conforme ha diferenciacdo para as séries granulocitica-monocitica,
apontando para um provavel 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 supressao em SMD de alto risco pode corresponder a um mecanismo de
maior agressividade da doenca.

Portanto, podemos também especular que os niveis de mir-223 e mir-22
nos exossomos de pacientes com LMA e SMD possam corresponder a
marcadores de diferenciacdo residual normal nessas doencgas. Esses dados
abrem a perspectiva para estudo desses possiveis biomarcadores em coortes
com maior numero de pacientes e outras situacdes clinicas de interesse, como
por exemplo, a avaliagdo de enxerto neutrofilico em pacientes submetidos a
transplante de células tronco hematopoiéticas e monitoramento de recuperacao
medular ap6s tratamento com drogas citotoxicas. Outro ponto a ser considerado
caso comprovada essa importante funcdo de mir-223 na diferenciacéao
granulocitica seria estudar seu papel em doengas que cursam com neutropenia
e a avaliagdo de possivel abordagem terapéutica envolvendo indugdo de
expressao desse microRNA como forma de terapia génica.

Um Uultimo ponto a ser salientado deste trabalho € seu aspecto de
inovagao, ja que buscou o aprimoramento de uma opgao terapéutica 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 disponiveis (como
polimeros para purificagdo de exossomos e a técnica de NTA). Além disso, essa
linha de pesquisa em nosso laboratério permite que essas inovagées cheguem
até os pacientes do Sistema Unico de Saude, que ndo poderiam contar com
imunoterapia fora de ensaios clinicos. Devemos salientar também que, para sua
realizacdo como projeto de pesquisa, e também como opcgao terapéutica
atingindo os pacientes, este trabalho so6 foi possivel gracas ao estabelecimento
de colaboragdes tanto dentro da propria universidade quanto em nivel
internacional, permitindo a transferéncia de tecnologias que beneficiam tanto o

engrandecimento académico da universidade quanto o cuidado dos pacientes.
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CONCLUSOES

O que podemos concluir com este trabalho é que o estudo dos exossomos
ainda se encontra em seus estagios iniciais de desenvolvimento, mas apresenta
diversas utilidades potenciais ainda a serem exploradas, e que incluem o auxilio
no diagnéstico, progndstico e no tratamento das neoplasias hematolégicas. Os
resultados apresentados apontam para a possibilidade de microRNAs
exossomais como marcadores de situagbes tanto fisioldgicas quando
patoldgicas, neste ultimo caso auxiliando no acompanhamento de pacientes e
possivelmente surpreendendo eventos clinicos (como recidiva) de forma
acurada, precoce, e menos invasiva. Além disso, este trabalho apontou também
a possibilidade de uso de fontes alternativas de pulso antigénico, como lisado
tumoral ou exossomos de culturas celulares, como material antigénico a ser

explorado em novas formas de imunoterapia antitumoral.

PLANEJAMENTO FUTURO

Ainda serédo realizados novos ensaios para melhor clarificagédo do papel
de mir-223 e mir-22 na diferenciagdo das células hematopoiéticas, através de
seu silenciamento e hiperexpressao em células tronco e observacao dos efeitos
sobre a diferenciagdo até granulécitos e mondcitos. Essa abordagem também
sera utilizada para avaliacdo do efeito sobre esses microRNAs de drogas
hipometilantes (como a azacitidina), principal elemento terapéutico disponivel
atualmente nas sindromes mielodisplasicas e cujo mecanismo de atuacao e

efeito sobre o sistema hematopoiético ainda n&o foi completamente elucidado.

Além disso, 0 mesmo modelo de avaliacao de citotoxicidade das células
dendriticas sera empregado para avaliar a possibilidade de novas formas de
imunoterapia para outras doencgas. Para tal serdo avaliados os efeitos sobre as
DCs de lisados tumorais de plasmécitos de pacientes com mieloma multiplo e
lisados de adenocarcinoma de pulmao (este ultimo em conjunto com equipe da

Pneumologia).
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Numero do Parecer: 1.242.880

Apresentacao do Projeto:

"Exosomos sao microvesiculas (30-150nm) formadas pela invaginacdo da membrana plasmatica celular e
com conteudo diverso de proteinas, RNAm e especialmente microRNAs (miRNAs), pequenas sequéncias de
RNA nao codificadoras e que agem principalmente regulando expressdo génica. Os exosomos sao
secretados abundantemente por células tumorais, e modulam as células-alvo através da transferéncia de
seu conteudo, induzindo cascatas de sinalizacao que afetam diversas fungoes celulares. Sabe-se que o
perfil de microRNAs nos exosomos ¢€ significativamente diferente de suas células de origem, indicando um
mecanismo ativo de selecao e entrega desse material de uma célula a outra. A desregulacdo nesses
miRNAs parece ter um papel importante no bloqueio de diferenciacdo, aumento das taxas apoptéticas e
progressao para leucemia mieloide aguda (LMA) que caracterizam as sindromes mielodisplasicas (SMD),
através da modulacao de oncogenes, genes supressores tumorais e mecanismos epigenéticos. O objetivo
deste estudo € caracterizar o perfil dos exosomos em pacientes diagnosticados com SMD, com especial
interesse em seu conteudo interno de miRNAS sabidamente envolvidos em processos como hematopoiese,
diferenciacao celular e apoptose, e seu possivel papel na modulacao dessas funcoes em outras células.
Serao selecionados para o estudo 50 pacientes (incluindo SMD de baixo e alto risco, e LMA secundaria a
SMD) e 20 doadores normais. Os exosomos serao purificados de
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amostra de soro através do reagente comercial ExoQuickTM. O numero de nanoparticulas em cada amostra
seréa verificado através do sistema Nanosight para caracterizacao de nanoparticulas (Nanosight Ltd.,
Amesbury, UK), e sua estrutura sera conferida através de microscopia eletronica e Western Blot para
proteinas especificas de exosomos (CD9 e CD63). A expressao dos miRNAs nos exosomos sera
quantificada por reacao em cadeia pela polimerase em tempo real (real time PCR), e correlacionada com
dados clinicos e laboratoriais dos pacientes. Esses exosomos derivados de SMD serdo também incubados
com células CD34+ de doadores normais para avaliar o efeito dessas microvesiculas sobre a proliferacao,
auto-renovacao, diferenciacao e apoptose das células tronco normais in vitro. Posteriormente, esses
exosomos também serao testados como uma potencial fonte de antigenos para imunoterapia. Para esse
proposito, células dendriticas serdo co-cultivadas com exosomos derivados de SMD para avaliacao de sua
captura por essas células e a modulagao da expressao de antigenos relacionados a doenca (especialmente
WT-1), além de sua habilidade para inducao de linfocitotoxicidade.”

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo € caracterizar o perfil dos exosomos em pacientes diagnosticados com SMD, com
especial interesse em seu conteudo de miRNAS sabidamente envolvidos em processos como
hematopoiese, diferenciacao celular e apoptose e seu possivel papel na modulacdo dessas funcoes em
outras ceélulas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos associados aos desconfortos da puncao venosa para colheita de sangue que, se ocorrerem, sao de
baixa gravidade, estarao descritos no TCLE e havera disponibilidade de avaliacao médica e tratamento caso
necessario.

Nao ha beneficios diretos aos participantes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada como trabalho de doutorado do pos-graduando Bruno D. Benites
(pesquisador responsavel). Nesta pesquisa, pretende-se caracterizar o perfil dos exosomos em pacientes
diagnosticados com SMD, com especial interesse em seu conteudo de miRNAS. Para isso, pretende-se
incluir 70 participantes na pesquisa, sendo 50 pacientes com sindrome mielodisplasica, com idade entre 18
e 70 anos e 20 individuos controles com idade pareada a dos pacientes. Serdo colhidos 8ml de sangue
venoso por puncao periférica dos participantes. O convite para participar da pesquisa, bem como a colheita
das amostras de sangue, serao realizados no
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momento que participantes estiverem em atendimento na Unicamp.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados:

1. Folha de rosto assinada pelo pesquisador responsavel, Bruno D Benites e por Sara T. Allala Saad,
Coordenador do Centro de Hematologia e Hemoterapia, Hemocentro de Campinas — Unicamp.

2. Termo de consentimento Livre Esclarecido;

3. Formulario da Plataforma Brasil com as informacgoes béasicas sobre o projeto

4. Projeto completo.

5. Regulamento do birrepositorio

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
1. Nao ha pendéncias ou inadequacoes.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos andlise das
razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacao, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacao ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.
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- Eventuais modificacées ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste

parecer de aprovacao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucao 466/2012 , item XI.2 letra e, "cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento".

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Projeto Detalhado / | CEPexosomos.pdf 21/07/2015 Aceito
Brochura 11:55:09
Investigador
TCLE / Termos de | TCLEexosomos.pdf 21/07/2015 Aceito
Assentimento / 11:56:33
Justificativa de
Auseéncia
Folha de Rosto FolhadeRostoCEPexo.pdf 2710712015 Aceito
11:32:00

Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/07/2015 Aceito

do Projeto ROJETO_557641.pdf 11:32:23

Outros BiorrepositorioExosomos.pdf 17/08/2015 Aceito
16:24:56

Outros CartaCEPexo.pdf 17/08/2015 Aceito
16:25:16

Informacoes Béasicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_DO_P 17/08/2015 Aceito

do Projeto ROJETO_557641.pdf 16:26:05

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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Exosomes may represent an interesting antigenic pulse for new forms of anti-tumor immunotherapy. We
evaluated exosomes from serum of patients with acute myeloid leukemia (AML) as an antigenic source
for dendritic cells (DC) and the effects upon antitumor cytotoxicity, assessed by the percentage of specific
lysis of K562 leukemic cells in co-cultures. Surprisingly, incubation of exosomes with DCs decreased lysis
of K562, which may correspond to a mechanism of tumor evasion in vivo. However, when immature DCs
were pulsed with exosomes purified from K562 culture supernatants, 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; alternately, exosomes from cultured cells may represent an effective way for maturing DCs into a
cytotoxic phenotype, without the immunosuppression observed with patients’ exosomes.

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Vaccines produced from dendritic cells (DCs) electroporated
with Wilms Tumor 1 (WT1) mRNA have demonstrated good effi-
cacy in preventing relapses in Acute Myeloid Leukemia (AML)
patients [1,2]. However, the use of this therapy depends on the
expression of WT1 in the blasts of the patient, which precludes
the application for all individuals affected by the disease. There-
fore, the search for new forms of antigenic pulse for immunother-
apy with DCs is justified.

Exosomes are nanoparticles (50-200 nm) released extracellu-
larly and bearing particular proteins, RNA and miRNAs profiles,
with important functions in intercellular communication [3,4].
Due to their diverse internal content but dependent on the cells
of origin [5,6], there is a growing interest in the use of these
nanoparticles as personalized antigenic sources in the develop-
ment of new forms of DC vaccines.

This study was supported by Grant no. 2011/51959-0 from the Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP).

* Corresponding author at: Hematology and Transfusion Medicine Center,
University of Campinas, Rua Carlos Chagas, 480, CEP: 13083-970, Campinas, Sdo
Paulo, Brazil.

E-mail address: benites@unicamp.br (B.D. Benites).

https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.01.079
0264-410X/© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

In this context, DCs pulsed with exosomes were shown to stim-
ulate efficient cytotoxic responses and antitumor immunity in ani-
mal model [7]. In the specific case of AML, DCs pulsed with
exosomes extracted from leukemia cell culture supernatants
induced efficient cytotoxic responses translated into tumor size
regression and longer survival of vaccinated mice [8]. Thus, the
aim of this study was to evaluate the use of exosomes extracted
from the serum of AML patients as an antigenic source for dendritic
cell pulse and the effects upon antitumor cytotoxic responses.

2. Materials and methods
2.1. Exosome purification and characterization

Samples of venous blood (8 mL) were obtained from 8 patients
newly diagnosed with AML, 2 patients with Myelodysplastic Syn-
dromes (prior to any treatment), 1 patient with Chronic Myeloid
Leukemia and 2 healthy blood donors. All subjects participating
in this study signed an informed consent and the study was
approved by the Hospital Ethics Committee.

Samples were processed through centrifugation at 3000 rpm for
10 min, and exosomes were isolated using the ExoQuick® exosome
precipitation solution (System Biosciences, Mountain View, CA,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Exosomes con-
centration and size distribution were characterized by Nanoparti-
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cle Tracking Analysis (NTA) (NS300 equipment, NanoSight, Ames-
bury, UK) equipped with a 532 nm laser. NTA is a novel in vitro
characterization method, adequate for quantifying dispersed
nanoparticles of diluted samples in real time and capable of char-
acterizing membrane fractions, such as exosomes [9,10]. The mea-
surements were conducted in triplicates, with approximately 2000
tracks per measure.

2.2. Generation of DCs, phenotypic analysis and antigen pulsing

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from buffy
coats of healthy blood donors by Ficoll-Paque density gradient cen-
trifugation. Monocytes were isolated by Percoll density gradient
centrifugation followed by adherence to a plastic dish for 2 h.
DCs were generated from adherent monocytes in RPMI 1640
(Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA) with IL-4 (50 ng/mL,
PeproTech Rochy Hill, NJ, USA) and GM-CSF (50 ng/mL, PeproTech,
Rochy Hill, NJ, USA). Mature DCs were generated by supplementa-
tion with TNF-o (50 ng/mL PeproTech Rochy Hill, NJ, USA) and
prostaglandin E2 (PGE2) (2.5pg/mL, Cayman Chemycal). Pheno-
typic analysis was performed using monoclonal antibodies against
CD11c (BD Biosciences, California, USA), CD80, CD83, and HLA-DR
(Caltag, CA, USA) and the DC population was gated in CD11c posi-
tive cells.

DCs were pulsed in co-cultures with exosomes extracted from
serum of patients or healthy individuals, exosomes derived from
K562 culture supernatant, or K562 cell lysates. The verification of
the internalization of the exosomes in the DCs was performed by
marking with CFSE tracer (Molecular Probes/Invitrogen, USA) and
evaluation by immunophenotyping after 1 h of co-culture. After
48 h of incubation of the exosomes or tumor lysates with DCs, mat-
uration, cell viability and Natural Killer phenotype were also ana-
lyzed by immunophenotyping for expression of CD83/CD86,
7AAD and CD56 markers, respectively.

2.3. K562 cultures, cell lysates and exosome precipitation from
supernatants

The human K562 leukemia cell line (major histocompatibility
complex [MHC] class I-negative) was obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC® CCL-243™). The cells were cultured

at 37 °Cin 5% CO, and maintained in RPMI-1640 medium (Invitro-
gen) supplemented with 10% FBS. K562 cells were resuspended in
1mL of RPMI-1640 and lysed by 5 freezing (—80°C freezer,
30 min) -thawing (room temperature, 10 min) cycles. Total cell
disruption was microscopically validated using trypan blue stain-
ing. After sonication for 10 min, the lysate was centrifuged at
14,000 rpm (30 min, 4 °C). Supernatant was recovered and stored
at —80 °C until use. Exosomes from K562 supernatants were pre-
cipitated using ExoQuick-TC™ according to manufacturer’s instruc-
tions (System Biosciences). Briefly, 40 mL of culture supernatant
was mixed with 10 mL of ExoQuick-TC™ solution by inverting the
tube several times. The sample was incubated overnight at 4 °C,
centrifuged twice at 1500g for 30 and 5 min, respectively, and
the pellet was resuspended in 200 puL PBS.

2.4. Cytotoxicity assays

DCs were harvested and cocultured overnight with CFSE-
labeled target cells (K562) in fresh RPMI/10% FBS medium at differ-
ent effector-to-target ratios (1:1, 0.5:1, 0.25:1). To assess the lym-
phocyte dependent cytotoxicity of DCs, T cells were separated from
PBMC by magnetic cell selection (MACS) using CD3-MicroBeads
(Mitenyi Biotec, Germany) and co-cultured in 48-well plates
(5 x 10° cells /well) with DCs (5 x 10*cells /well) and K562
(5 x 10% cells /well) for 5 days.

The cells were then resuspended in Annexin-V-binding buffer
(BD) containing Annexin-V-APC (1 mL/100 mL buffer; BD). After
15 min incubation at room temperature, samples were stained
with propidium iodide (PI; Sigma-Aldrich). Fluorescence analysis
was performed with a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickin-
son) using Cell Quest software (Becton Dickinson).

Secretion of INF-y by lymphocytes after incubation with DCs
under different antigenic pulses was assessed by immunopheno-
typing using monoclonal antibody against INF-y (BD Biosciences,
California, USA) in gated CD3 positive cells.

2.5. Statistical analysis
Statistical analysis was performed using R software version

3.5.1, Copyright (C) 2018, The R Foundation for Statistical Comput-
ing [11]. Wilcoxon rank sum test (non-normal) or a Student’s t-test

® @
1 2

Matured DCs Matured DCs + PULSE

PULSE conditions:

K562 cell lysate

Exosomes from AML or MDS patients serum
Exosomes from healthy blood donors
Exosomes from K562 culture supernatants

® ®

3 4
Immature DCs Immature DCs + PULSE

% of specific lysis = 100 — [ (% viable target cells in the presence of DCs in each condition) x 100 ]

(% viable target cells without DCs)

Fig. 1. Flow data for the cytotoxic studies using CFSE labeled target cells.
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(normal) was then used to test the statistical significance of group
differences in characteristics as specific cytotoxicity or surface
marker expression. Results were considered significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. AML derived exosomes are effectively internalized in DCs and
suppress cytotoxicity in a dose dependent manner

CFSE-labeled exosomes from one AML patient were added to DC
cultures and their internalization was observed by immunopheno-
typing. After 1h of incubation, exosome incorporation was
observed in approximately 80% of the DCs, proving their efficient
internalization.

Co-culture assays were then performed separately under the
following conditions: (i) mature or immature DCs, (ii) non-pulsed
or pulsed with exosomes, (iii) incubated with K562 alone or in

% specific lysis
= N
(%) o

=
o

the presence of lymphocytes. CFSE-labeled target cells cultured
without DCs were used to determine spontaneous cell death. Per-
centages of viable target cells (PI/Annexin-V negative) were used to
quantify the cytotoxic responses according to the following for-
mula: % of specific lysis = 100 — [(% viable target cells in the pres-
ence of DCs/% viable target cells without DCs) x 100]. Flow data
for the cytotoxic studies using CFSE labeled target cells can be visu-
alized in detail in Fig. 1.

Both non-pulsed mature and immature DCs exhibited in vitro
cytotoxic against K562, regardless of lymphocyte activation. The
addition of exosomes extracted from the serum of a patient diag-
nosed with AML, in both mature and immature DCs, decreased
the percentage of specific lysis of K562, in the presence or not of
lymphocytes. This effect was directly correlated to the number of
DCs in culture: higher concentrations of DCs reduced the lysis of
K562 close to zero or actually increased proliferation of leukemic
cells, as observed in Fig. 2.
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Fig. 2. Percentage of specific lysis of K562 leukemic cells upon contact with dendritic cells in different pulsing conditions. A - in the presence of lymphocytes, B - DCs direct

cytotoxicity.
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3.2. AML derived exosomes suppress DCs mediated cytotoxicity against
K562 cells, contrary to K562 lysates and exosomes from K562 culture
supernatants

We performed the same experimental procedures with samples
of 8 AML patients, 2 patients diagnosed with MDS, and 1 patient
with Chronic Myeloid Leukemia (patients characteristics are
detailed in Table 1). The experiments were also performed with
DCs incubated with exosomes from serum of 2 healthy individuals,
to exclude the possibility of artifacts by simply adding the
nanoparticles into the cultures. Assessment by Nanoparticle Track-
ing Analysis (NTA) showed size distribution in the exosome range:
median size 145.7 (95-229.2) nm. All samples were diluted to con-

Table 1
Patients clinical and laboratory data.

tain approx. 10'® nanoparticles in 100 pl suspension. In addition,
these experiments were also repeated pulsing mature and imma-
ture DCs with K562-exo and K562-lysates (K562-lysates would
be representative of higher antigenic load and considered as posi-
tive control).

For better comparison of the cytotoxic potential of DCs under
different pulse conditions, we calculated the difference between
the percentages of specific lysis of K562 cells, observed in each sit-
uation, in relation to that observed in non-pulsed DCs, which was
considered as baseline cytotoxicity. These results are shown in
Fig. 3.

In the case of DCs pulsed with patients’ exosomes, the calcu-
lated difference resulted in negative values, evidencing a suppres-

Gender Age FAB classification Cytogenetics % blasts (BM) % blasts (PB) NP1 mutant FLT3 mutant
AML 1 M 61 M4 46, XY 75 77 Yes No
AML 2 M 51 M4 46, XY 28 6 No No
AML 3 M 34 M1 46, XY 98 86 Yes Yes
AML 4 M 47 M4 46, XY 57 77 Yes Yes
AML 5 F 41 M3 46, XX,t(15;17)(q22;q11) 93 0 No No
AML 6 M 57 M6 47, XY,+2/46 XY 26 3 No No
AML 7 M 65 M2 46, XY 63 23 No No
AML 8 M 72 M2 n/a 59 37 No No
MDS 1 F 81 RAEB-2 46, XX 11 0 nfa nja
MDS 2 M 79 t-MDS 46, XY 3 1 nfa nfa
CML F 51 Chronic phase 46, XX,t(9:22)(q34:q11) 1 1 n/a nja

AML: Acute Myeloid Leukemia, CML: Chronic Myeloid Leukemia, MDS: Myelodysplastic Syndrome, RAEB-2: Refractory cytopenia wih excess blasts -2, t-MDS: therapy-related
Myelodysplastic Syndrome, BM: bone marrow, PB: peripheral blood, NP1: Nucleophosmin 1, FLT3: FMS-like tyrosin kinase 3, n/a: not available.
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Fig. 3. Differences of DCs mediated cytotoxicity in diverse pulsing conditions in relation to non-pulsed DCs, in the presence or absence of lymphocytes. A - DCs matured in

culture, B - DCs cultures without maturation factors.
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sion in cytotoxicity, contrarily to DCs pulsed with exosomes from
normal individuals, in which the differences in % of specific lysis
of K562 varied around zero. The only exceptions to this pattern
were 2 patients with M2 type AML, with similar results to those
using the exosomes of controls, and the case of CML, where there
was a considerable increase in cytotoxicity compared to the other
patients. However, this was observed only in matured DCs; imma-
ture DCs had their cytotoxic activity suppressed after pulsing with
exosomes from all of the tested patients.

In matured DCs pulsed with K562 exosomes or lysates, little dif-
ference in cytotoxicity was observed in relation to non-pulsed DCs.
In the case of immature DCs, we observed that pulsing with K562
exosomes or lysates notably enhanced the lysis of target cells, both
in the presence or absence of lymphocytes (Fig. 3B).

3.3. Evaluation of the effect of different pulse conditions on DC
maturation, lymphocyte proliferation and INF-y secretion

Phenotypic analysis of dendritic cells generated in vitro from
peripheral blood mononuclear leukocytes can be visualized in
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detail in Fig. 4. In all pulse situations tested, differentiation in
DCs was evidenced through high expression of CD11c, CD80 and
HLA- DR associated with low CD14 expression. Immunophenotyp-
ing for CD56 was always positive in less than 1% of the cells,
excluding the possibility of the observed effect being the action
of contaminating Natural Killer cells. In addition, under all condi-
tions studied, more than 90% of the cells expressed high levels of
HLA-DR, also excluding the possibility that the immunosuppres-
sive effect observed was due to myeloid derived suppressor cells.

The expression of the maturation marker CD83 remained stable
in matured DCs, regardless of pulsing. However, there was a sub-
stantial and unexpected increase in CD83 expression in immature
DCs pulsed with K562 exosomes or lysates (Fig. 5). Contrarily,
CD86 expression increased after pulsing of dendritic cells with
AML patient exosomes, relative to non-pulsed DCs, which did
not occur with cells pulsed with K562 tumor cell lysate (see
Fig. 5).

Regarding the effects of pulsed DCs over effector cells, we
observed that different pulsing conditions did not influence lym-
phocyte proliferation rates, since the lymphocyte counts (evalu-
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Fig. 4. Phenotypic analysis of dendritic cells generated in vitro after addition of maturation cytokines. This same panel was used for analysis and comparison of DCs generated

under different pulse conditions.
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Fig. 5. Expression of the maturation markers CD83 and CD86 in immature DCs after different pulse conditions.
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Fig. 6. % production of INF-y by lymphocytes incubated with DCs under different pulse conditions (in relation to lymphocytes incubated with non-pulsed DCs).

ated by immunophenotyping through CD3 labeling) remained
stable under different conditions.

We then questioned whether pulsed DCs decreased the cyto-
toxic capacity of lymphocytes by suppressing their capacity to pro-
duce INF-y. For comparison with non-pulsed DCs, patients AMLS
and AML6 were chosen since the largest decreases in
lymphocyte-dependent cytotoxicity in immature DCs were
observed in these two cases, and therefore we were more likely
to find measurable differences indicating the effect of pulsed DCs
on the lymphocytes. DCs pulsed with K562 lysate and with exo-
somes from normal control were also compared. In fact, we
observed a significant reduction in the production of INF-y by lym-
phocytes incubated with DCs pulsed with exosomes of patients
AML5 and AMLS, especially in the case of immature DCs (Fig. 6
shows the percentage of production of INF-y in each situation in
relation to that observed in non-pulsed DCs). Interestingly, there
was a statistically significant inverse relationship between the
levels of INF-y and CD86 expression considering all analyzed situ-
ations (p = 0.042).

4. Discussion

Dendritic cell immunotherapy has been shown to be an inter-
esting approach as maintenance therapy for Acute Myeloid Leuke-
mias, decreasing relapse rates and increasing patient survival [1,2].
The use of exosomes as an antigenic pulse for DCs seems particu-
larly interesting due to the possibility of containing a pool of anti-
gens specific to the disease, and material easy to obtain and
manipulate.

However, our results surprisingly demonstrated that AML-
derived exosomes might exert an immune tolerance effect on
DCs. This could correspond to a mechanism of immunological
tumor evasion in vivo since, interestingly, K562 cell lysates or
K562 derived exosomes notably enhanced DCs cytotoxicity against
target cells. Moreover, K562 lysates and exosomes enhanced
expression of CD83 in immature DCs. CD83 is well recognized to
be important for stimulation of T cell proliferation and priming
of CD8+ T lymphocytes [ 12,13]. Thus, taking both findings together,
we can speculate that both K562 exosomes and lysates have the
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ability to enhance maturation of DCs and, simultaneously, enhance
the immune response against target cells.

Dendritic cells are a fundamental element in the effectiveness of
innate and adaptive immune responses, due to their role as profes-
sional antigen presenting cells. Recent studies however, have also
explored their direct cytotoxic potential, observed in response to
tumor cells, yielding the term “killer DCs” [14]. Anguille et al.
demonstrated that these “killer DCs” stimulated with IL-15 exhib-
ited CD56 upregulation, constituting a NK phenotype with high
cytotoxic potential [15]. We also observed a direct cytotoxic effect
of DCs against K562 cells, regardless of the presence of lympho-
cytes in co-cultures. However, in our study, the direct cytotoxic
effect of DCs generated by K562 cell lysates and K562 exosomes
did not depend on CD56 expression; possibly signifying that other
pathways are also involved in the generation of this cytotoxic phe-
notype and may directly affect the maturation state of DCs, repre-
sented by higher positivity of CD83.

As they are responsible for the activation of T lymphocytes, DCs
also play an important role in the sensitive balance between
immune response and tolerance. Previous studies have shown that
mature DCs can limit effector T cell responses and promote
immune tolerance in response to different signaling molecules,
such as IL-27 and IL-10 [16,17]. In the case of cancer patients, cir-
culating exosomes could possibly be generated in the tumor
microenvironment also containing immunosuppressive molecules,
constituting an effective mechanism of paracrine induction of tol-
erance to tumor cells and therefore tumor escape. In fact, recent
studies have also demonstrated the immunosuppressive potential
of extracellular vesicles in gliomas [18], and even in the case of
AML, exosomes obtained at diagnosis from patients’ serum have
been demonstrated to decrease cytotoxic activity of NK cells iso-
lated from normal individuals [19].

In our study, DCs pulsed with AML patients exosomes, despite
of not having altered lymphocyte proliferation, led to a marked
decrease in the production of INF-y by these effector cells, and
INF-y expression levels were inversely related to the expression
of CD86 in co-cultured DCs. In fact, there are descriptions of
anomalous expression of CD86 in situations of dysfunctional
immune response, such as inadequate response of CD86 expression
in response to inflammation in systemic lupus erythematosus [20]
and an increased risk of relapse after discontinuation of treatment
in patients with CML and high counts of DCs expressing CD86 [21].
There is evidence that increased induction of CD86 in antigen-
presenting cells may polarize the immune response to a Th2 pro-
file, with lower Th1 response and consequently less effective cyto-
toxicity [22]. Therefore, we may speculate that in AML, exosome-
induced suppression of cytotoxicity may, at least in part, be a result
of dysregulation in costimulatory molecules in DCs such as CD86,
leading to decreased lymphocyte activation with impaired produc-
tion of INF-v.

In reality, what we conclude is that vaccines using other sources
of exosomes for pulsing (such as exosomes from cultured cells)
may represent a feasible and effective way for maturing DCs into
a cytotoxic phenotype, without the immunosuppressive effects
observed in patient exosomes, and therefore deserve further stud-
ies for their use in immunotherapy. One limitation of our study
was that nor the internal contents of patients’ exosomes were
investigated, nor which components would be directly involved

in this immunosuppressive response. Therefore, new studies
specifically addressing this issue should be conducted, and will
enable the manipulation of these nanoparticles to optimize anti-
tumor effect.
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