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RESUMO

A Trombocitemia Essencial (TE) € caracterizada pela proliferacdo desordenada megacaridcitos
na medula éssea, o que resulta em um aumento no nimero de plaquetas circulantes. A TE tem
uma prevaléncia maior no sexo feminino entre a idade de 50 a 60 anos. As microvesiculas
(MVs) sdo um grupo heterogéneo de vesiculas, originados na membrana plasmaticas das células
saudaveis ou neoplésicas, o conteddo e funcdo depende da célula de origem, possui uma
estrutura formada por uma bicamada lipidica e em seu interior existem lipidios, proteinas,
MRNA e miRNA. Estudos indicam que as MVs participam de processos fundamentais na
multiplicacdo e na formacdo do microambiente das células neoplésicas e possuem um
importante papel no desenvolvimento do cancer no organismo. O objetivo deste estudo foi
caracterizar o perfil das microvesiculas circulantes em pacientes com diagnostico de
Trombocitemia Essencial atendidos na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas. Os prontudrios dos pacientes foram avaliados para coleta das caracteristicas
sociodemogréficas e clinicas, realizamos exames laboratoriais para analises hematoldgicas,
analises bioquimicas e testes da hemostasia. Para determinar a origem celular das MVs
utilizamos a técnica de citometria de fluxo com anticorpos especificos: células progenitoras
(CD34), células mieloides (CD13, CD33 e CD117), leucdcitos (CD45), células dendriticas
(CD11c), mondcitos (CD14), neutrofilos (CD16 e CD66b), linfocitos T (CD3), linfécitos B
(CD19), células NK (CD56), plaquetas (CD41a), eritrocitos (CD235a) e células endoteliais
(CD51/61). O grupo de pacientes com TE em tratamento com hidroxiureia possuiam um nivel
elevado de microvesiculas circulantes totais e das populacdes de MVs CD34, CD13, CD33,
CD11c, CD14, CD16, CD66b, CD3, CD19, CD56 e CD235a. O nivel elevado dessas MVs
demostra que diversas populaces de MVs podem estar envolvidas na patogénese da TE. O
tratamento com hidroxiureia parece desempenhar um papel crucial na diminuicdo das MVs, o
presente estudo encontrou uma associacgdo entre a diminui¢do do nimero de MVs circulantes
com 0 aumento do tempo de tratamento.

Palavras Chaves: Trombocitemia Essencial, microvesiculas, Neoplasias Mieloproliferativas.
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ABSTRACT

Essential thrombocythemia (ET) is characterized by clonal proliferation of
megakaryocytes in the bone marrow, which results in an increase in the number of circulating
platelets. ET has a higher prevalence in females between the ages of 50 and 60 years.
Microvesicles (MVs) are a heterogeneous group of vesicles, originating in the plasma
membrane of normal or neoplastic cells, their content and function depend on the cell of origin,
their structure is formed by a lipid bilayer and inside there are lipids, proteins, mRNA and
miRNA. Studies indicate that MVs participate in fundamental processes in the multiplication
and formation of the microenvironment of neoplastic cells and play an important role in the
development of cancer in the body. The aim of this study is to characterize the profile of
circulating microvesicles in patients diagnosed with Essential Thrombocythemia treated at the
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. We will evaluate the
medical records of patients to collect sociodemographic and clinical characteristics, perform
laboratory tests for hematological analysis, biochemical analysis, and hemostasis tests. To
determine the cellular origin of the MVs, the flow cytometry technique will be used with
specific antibodies: progenitor cells (CD34), myeloid cells (CD13, CD33 and CD117),
leukocytes (CD45), dendritic cells (CD11c), monocytes (CD14) , neutrophils (CD16 and
CD66b), T lymphocytes (CD3), B lymphocytes (CD19), NK cells (CD56), platelets (CD41a),
erythrocytes (CD235a) and endothelial cells (CD51/61). The group of patients with ET on
hydroxyurea treatment had a high level of total circulating microvesicles and populations of
MVs CD34, CD13, CD11c, CD14, CD16, CD66b, CD3, CD19, CD56 and CD235a. The high
level of these MVs demonstrates that different populations of MVs may be involved in the
pathogenesis of ET. Hydroxyurea treatment seems to play a crucial role in decreasing MVs, the
present study found an association between the decrease in the number of circulating MVs with
increasing treatment time.

Keywords: Essential Thrombocythemia, Microvesicles, Myeloproliferative neoplasms.
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INTRODUCAO

A hematopoiese € 0 processo responsavel pela renovacéo celular e o fornecimento de
células para o sangue . Algumas variacdes geneticas podem ocasionar uma desordem ao longo

da hematopoiese e levar a uma patologia 2.

As Neoplasias Mieloproliferativas (NMP) sdo um grupo de doencas que incluem oito
neoplasias associadas a desordem da hematopoiese da linhagem mieloide. Neste grupo estdo
incluidas: Leucemia Mieloide cronica, Trombocitemia Essencial, Policitemia Vera,
Mielofibrose Primaria, Leucemia Neutrofilica Cronica, Leucemia Eosinofilica Cronica,
Leucemia Mielomonocitica Juvenil e Neoplasia Mieloproliferativa Inclassificavel. A

Trombocitemia Essencial (TE) faz parte das NMPs, do subgrupo de BCR::ABL1 negativas °.

A principal caracteristica da Trombocitemia Essencial é a proliferacdo exacerbada de
megacariocitos na medula dssea, o que resulta em uma trombocitose no sangue periférico 4.
Possui uma incidéncia de 1,5-2,0 casos por 100.000 habitantes por ano, com maior prevaléncia
no sexo feminino durante a idade de 50 a 55 anos °. Para que o diagndstico seja realizado, o
paciente deve atender aos critérios: contagem de plaquetas >450 x 10° /L, aumento de
megacaridcitos na medula 6ssea, presenca de uma variante genética nos genes JAK2, MPL ou

CALR, sem critérios para outras NMP e auséncia de trombocitose reativa & 7.

Essas variantes podem ocasionar uma hiperativacdo da via JAK/SAT, levando a uma
proliferacdo celular desordenada, que € um dos principais mecanismos patogénicos na TE.
Porém a fisiopatologia da TE é complexa e ndo esta completamente elucidada, sabe-se que para
0 desenvolvimento e progressdo das células neoplésicas € necessario um microambiente
favoravel. Diversas células atuam para criar este microambiente, liberando citocinas que vao
iniciar o processo inflamatério. Este microambiente torna possivel a proliferagdo das células
neoplasicas e a sobrevivéncia, evitando que sejam destruidas pelo sistema imune. Este
microambiente inflamatorio pode também ser associado ao quadro de inflamacdo crénica

encontrados nesses pacientes & °.

Esse microambiente inclui a comunicacdo de diversas células e acredita-se que as

microvesiculas participam de processos fundamentais na proliferacdo da TE e na regulacao do



microambiente celular desempenhando um importante papel no desenvolvimento da neoplasia

no organismo °,

As vesiculas extracelulares foram documentadas como parte essencial da fisiologia e da
patologia de diversas doencas, séo liberadas por todos os tipos de células, possuem a capacidade

de transportar moléculas, sinalizagdo celular e modulagdo do ambiente extracelular 12,

As microvesiculas sdo um subgrupo das Vesiculas Extracelulares, originadas da
membrana plasmatica das células. O contetdo das MVs é derivado da célula de origem,
podendo ser lipidios, proteinas, acidos nucleicos, entre outros 3. Tem uma estrutura formada
por uma bicamada lipidica e na superficie existem receptores de membrana da célula-mae,

fosfatidilserina e fator tecidual *.

O contetdo das microvesiculas depende da célula de origem e do estimulo de liberacéo,
como por exemplo, as microvesiculas derivadas de plaquetas (MVs-P) sdo a populagédo
circulantes de MVs mais abundante no organismo e dispdem de diferentes estimulos de
liberagdo como: uma resposta ao estresse de cisalhamento, a trombina, ao ionoforo de célcio,

ao ADP, entre outros *°.

Desse modo na TE em que um processo patoldgico estd ocorrendo causando inflamacéo,
dano e estresse para 0 organismo existe uma constante ativacdo celular que pode ocasionar

liberacdo das MVs e assim aumentar o nivel das MVs circulantes 6.

Portanto, o estudo foi realizado com o intuito de compreender a fisiopatologia da TE e
contribuir com o entendimento do papel das Mvs a partir do perfil delineado na populacéo de
pacientes com diagndstico de Trombocitemia Essencial atendidos na Fundacdo Hospitalar de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.



1. REFERENCIAL TEORICO

1.1.Hematopoiese

O processo de renovacdo celular é denominado Hematopoiese, ocorre na medula dssea e
envolve células-tronco hematopoiéticas, endoteliais, osteoblastos, osteoclastos e células-tronco
mesenquimais, essas células interagem entre si e sdo responsaveis pelo complexo processo de
hematopoiese *. O sistema hematopoiético libera cerca de 100 bilhdes de células maduras por

dia, essas células sdo essenciais para a manutencéo e sobrevivéncia do corpo humano *’.

Esse complexo processo de diferenciagdo se inicia com as células-tronco hematopoiéticas
se diferenciando na linhagem mieloide ou linfoide e termina na maturacdo dessas células. Em
processos inflamatdrios crénicos, no envelhecimento ou em algumas patologias as células-
tronco podem dar origem a uma célula madura diretamente sem passar pelas etapas de

diferenciagéo 8.

O cléssico modelo de hematopoiese mostra apenas 0s dois ramos principais de
diferenciacéo: a linhagem miel6ide e linféide. As células maduras mieldides séo: os eritrocitos
que atuam no transporte de oxigénio, as plaquetas que exercem a funcdo de coagulagdo do
sangue, 0s monacitos, neutréfilos, eosinofilos, basofilos e células dendriticas que fazem parte
do sistema imune, responsavel pela primeira defesa do organismo contra patdgenos. As células
da linhagem linfdide séo: linfocitos B, linfécitos T e células NK, essas células também fazem
parte do sistema imune e os linfocitos sdo os principais responsaveis pela imunidade adaptativa
19, 0 modelo do processo de diferenciacio celular esta exemplificado de forma simples na figura
1.
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Figura 1. Processo de Hematopoiese.
Fonte: Adaptado de Hoffbrand, 2016 °.

Algumas neoplasias causam uma desordem nesse complexo processo de hematopoiese,
como as neoplasias mieloproliferativas (NMPs), sindrome mielodisplasica (SMD) e leucemia
mieloide aguda (LMA). Essas doengas ocasionam uma proliferagcdo desordenada de uma ou
mais linhagem mieloide, uma autorrenovacdo anormal ou um defeito na diferenciacdo das
células. A causa dessas neoplasias pode ser alteracGes genéticas, epigenéticas ou alteracbes

funcionais nas células residentes na medula 6ssea 2.

1.2.Neoplasias Mieloproliferativas

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) o grupo de Neoplasias
mieloproliferativas inclui a leucemia mieloide cronica, trombocitemia essencial, policitemia
vera, mielofibrose primaria, leucemia neutrofilica cronica, leucemia eosinofilica cronica ndo

especificada e neoplasia mieloproliferativa cronica inclassificavel 2.

As neoplasias mieloproliferativas sdo doengas cronicas, em que ocorre uma proliferacao
desordenada de celulas maduras e funcionais. As NMP afetam uma ou mais linhagem de células

mielodides, podem afetar eritrécitos, plaquetas ou granuldcitos e em alguns casos podem evoluir



para crise blastica. Mais frequentemente sdo diagnosticadas entre a idade de 50 a 70 anos. Os
sintomas estdo relacionados ao aumento de células circulante e podem levar a eventos
tromboticos ou hemorragicos e frequentemente sdo encontrados esplenomegalia,

hepatomegalia %°.

As NMP possuem uma heterogeneidade clinica e os seus sintomas e complicagcfes estdo
associados a variante genética encontrada. A LMC é caracterizada pela presenca da
translocacdo BCR::ABL1, mas a policitemia vera, a trombocitemia essencial e a mielofibrose
vao apresentar as chamadas mutacGes Drives, esse grupo inclui as variantes nos genes JAK2,
MPL e CALR. Essas trés neoplasias, portanto, sdo divididas em um subgrupo denominado

neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas %%,

1.3.Historico

Uma das primeiras descri¢cdes das neoplasias mieloproliferativas foi feita pelo patologista
John Bennet em 1845, que relatou um caso em que O paciente apresentava
hepatoesplenomegalia e foi a obito devido a “supuragdo do sangue”. Apesar do autor ter
relatado o caso como um processo infeccioso, acredita-se que este seja um caso de leucemia
mieloide cronica 23. Rudolf Virchow descreveu um caso similar, definiu a doenca como uma

desordem neoplasica e nomeou como leucemia em 1847 2,

A nomenclatura doencas mieloproliferativas foi criada por William Dameshek em 1951 e
neste grupo foi incluido a leucemia mieloide crénica, policitemia vera, trombocitemia essencial,

mielofibrose primaria e eritroleucemia 2.

Peter Nowell e David Hungerford em 1960, descobriram a primeira anomalia
cromossdmica que poderia ser correlacionada diretamente a uma neoplasia maligna, o
Cromossomo Filadélfia que foi identificado em pacientes com LMC %, Essa descoberta
revolucionou a forma de diagndstico das neoplasias e abriu caminho para a descoberta de muitas

outras variantes genéticas.

Caspersson em 1973 conseguiu caracterizar citogeneticamente o cromossomo Filadélfia,
essa caracterizagdo possibilitou que as NMPs fossem divididas em um subgrupo denominado

Ph-negativos ’. A variante genética JAK2V617F foi encontrada em pacientes Ph negativos por



quatro laboratorios diferentes, o que ajudou a determinar que essa variante genética era

frequentes nessas neoplasias 28293031,

A segunda mutacdo Drive a ser identificada foi a MPLW515L no gene MPL em 2006, logo
em seguida foi a variante genética no eéxon 12 do gene JAK2 em 2007 e em 2013 foi identificada

a variante genética localizada no éxon 9 do gene Calreticulina 32333435,

A descoberta dessas variantes genéticas possibilitou a compreensdo da fisiopatologia,
otimizagdo do diagndstico e o desenvolvimento de tratamentos novos e mais especificos. A
OMS vem demostrando a importéancia e relevancia destas descobertas, a cada publica¢do do
livro de Classificacdo de Tumores de Tecido Hematopoiético e Linfoide, que contém
atualizacOes das informacdes genéticas de diversas doencas, a publicacdo desses dados é um
passo fundamental para a padronizacdo do diagnostico das NMP. Em 2001 foi realizado a
primeira incorporagdo dessas informagdes, com uma atualizagdo em 2008, uma em 2017 e a
mais recente publicada em 2022 que revisou o0s critérios de diagndsticos das neoplasias e

adicionou a Leucemia Mielomonocitica ao grupo de NMP 6373,

1.4. Trombocitemia Essencial

A Trombocitemia Essencial € uma neoplasia mieloproliferativa caracterizada pelo aumento
do nimero de megacariocitos maduros na medula 6ssea e uma acentuada trombocitose no
sangue periférico. A maior parte dos pacientes se mostram assintomaticos com a suspeita clinica
ocorrendo somente apds a realizacdo de um hemograma, quando encontrado o valor de
contagem de plaquetas de >450 x 10° /L. O risco de mortalidade pela doenca esta associado a

eventos tromboticos ou hemorragicos 438,

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) estima que a incidéncia mundial da TE é 1,5-2,0
casos a cada 100.000 habitantes, com incidéncia maior entre 50 a 55 anos e com maior
predominio no sexo feminino °. No Brasil a epidemiologia da doenca ainda é desconhecida,
mas a incidéncia encontrada em outros paises ndo difere da estimativa da OMS. Nos Estados
Unidos, a incidéncia é de 1-2,5 casos, com uma prevaléncia de 38-57 casos por 100.000
habitantes, com predominancia no sexo feminino e na idade de 58 anos *°. Na Suécia, a
incidéncia encontrada foi de 1,53-1,66 casos a cada 100.000 pessoas por ano, com o diagndstico

mais frequente em pacientes acima de 70 anos “°.



Os pacientes com TE podem apresentar diversos sintomas dependendo da quantidade de
megacariécitos e plaquetas, os sintomas mais leves podem ser cefaleia, febre, prurido,
distdrbios visuais, angina, parestesias, eritromelalgia, esplenomegalia leve e leucocitose. Em
caso de trombocitose extrema pode ocorrer eventos mais graves como oclusdes microvasculares
envolvendo pequenos vasos, desenvolvimento de trombose nos vasos esplancnicos (sindrome
de Budd-Chiari) ou seio venoso cerebral, trombose de grandes vasos, trombose venosa

profunda, eventos hemorragicos ou embolia pulmonar 4142,

O diagnostico da Trombocitemia Essencial é feito com base em alguns critérios: contagem
de plaquetas >450 x 10°/L, avaliagdo morfoldgica da medula dssea para verificar se ha um
aumento da linhagem megacariocitica. A presenca de uma das trés mutacGes Driver e a
exclusdo de outras causas de trombocitose (reativa e clonal) ®. A figura 2 mostra uma biopsia

de medula 6ssea de um caso positivo de TE.

Figura 2. Caso clinico de TE positivo para a variante genética do gene CALR.
Fonte: OMS, 2016 3.

Segundo a OMS para que o diagnostico seja estabelecido é necessario que seja determinado
pelo menos quatro critérios maiores ou trés critérios maiores e um menor *. O quadro 1 mostra

quais sdo os critérios requeridos pela OMS.



Quadro 1. Critérios diagnésticos da Trombocitemia Essencial segundo a OMS. Fonte: Swerdlow, 2017 .

Critérios maiores

1- Contagem plaquetario > 450 x 10%/L

2- Medula 6ssea com proliferacdo da linhagem megacariocitica, com nimero
aumentado de megacariocitos grandes e maduros

3- Sem critérios para PV, MFP, LMC, sindromes mielodisplasicos e outras neoplasias
mieldides.

4- Presenca da mutacdo JAK2, CALR ou MPL

Critério Menor

1- Demonstracdo de um marcador clonal ou auséncia de Trombocitose reativa.

O tratamento da TE é focado principalmente em reduzir o risco de eventos trombdticos
e hemorréagicos diminuindo o nimero de plaquetas circulantes. Portanto o tratamento inicial é
a citorreducdo, atualmente existem trés drogas indicadas hidroxiuréia, interferon e anagrelida,
pacientes que apresentem distirbios microvasculares podem ser tratados com é&cido

acetilsalicilico “°.

1.4.1. Fisiopatologia da Trombocitemia Essencial

A fisiopatologia da Trombocitemia Essencial & multifacetada e ndo foi completamente
elucidada. Este processo envolve a interacdo celular de diversos fatores como a
hiperviscosidade, aumento do nivel de hemaécias, ativacao de plaquetas e leucdcitos, a cascata
de coagulacdo, as células endoteliais, citocinas e os mediadores liberados pelas células
neoplésicas. Umas das principais caracteristica da TE é a hiperativacdo da via JAK/STAT que
é ocasionada pelas variantes encontradas nos trés genes Drives. A variante JAK2V617F aparece
em 50-60 % dos casos, a variante no éxon 9 do gene CALR (tipo 1, 52-pb delecéo e tipo 2, 5-
pb insercdo) é encontrada em 30% dos casos e a variante no gene MPL a W515L é encontrada
em 3% dos casos & 4748, A figura 3 mostra os genes de cada mutacdo drive e a frequéncia

estimada em cada NMP.
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Figura 3. Localiza¢do das mutacGes Drives e frequéncia estimada.
Fonte: Torres, 2022 47

A sinalizacdo do transdutor de sinal e ativador de transcricdo (STAT) é responsavel por
diversos processos atuando na homeostase, hematopoiese, imunidade, inflamacdo, reparo
tecidual, adipogénese e apoptose. A via JAK/STAT consiste em quatro genes para proteinas
JAK: JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 e possuem a capacidade de interagir com sete proteinas
STAT (STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b e STAT6). Desta forma as
proteinas JAK possuem a funcdo de se associar a diferentes receptores na superficie celular e

ativar cascatas de sinalizacOes e a hiperativacdo desta via leva proliferacéo celular desordenada
49, 50

O gene JAK2 é formado por um dominio de pseudoquinase denominado JH2 e um dominio
de tirosina quinase nomeado JH1. O papel do dominio JH2 ¢ inibir a atividade do dominio JH1,
porém a variante genética JAK2V617F ocasiona a ativacdo constante da via JAK/STAT. A
variante é resultado da mudanca de uma valina por uma fenilalanina na posicéo 617 do dominio
JH2, que impede que ele atue inibindo 0 JH1 levando a uma hiperfoforilagéo e desregulacéo da
via JAK/STAT 5L,

Essa alteracdo afeta vérias outras vias como dos receptores de eritropoietina (EPO), fator
estimulador de colonias de granuldcitos (G-CSF), fator estimulador de colonias de
granulécitos-monocitos (GM-CSF) e trombopoietina (TPO) vias responsaveis por regular a
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producdo das linhagens eritroides, megacariociticas e granulociticas, assim essa variante pode
ocasionar proliferagdo celular desordenada e resisténcia a apoptose *’.

A descoberta das variantes do gene JAK2 ajudou na compreenséo da fisiopatologia da TE,
porém 0s mecanismos que iniciam a sinalizacdo da via desregulada ainda ndo estéo
completamente esclarecidos, sabe-se que a variante JAK2V617F precisa interagir com
receptores de citocinas fazendo com que as células se tornem mais sensiveis a estimulacdo de

citocinas o que acaba influenciando o fenétipo da doenca °2.

As citocinas sdo moléculas compostas por proteinas ou glicoproteinas responsaveis por
mediar o processo inflamatério atuando no sistema imune recrutando células efetoras e sdo
liberadas por células imunes e epiteliais em resposta infeccBes, lesdo ou estresse. Para o
funcionamento correto do organismo € necessario que exista um equilibrio das citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatorias e o quadro inflamatorio da TE pode estar relacionado a

desregulacdo dessas citocinas 3.

As citocinas encontradas em excesso em pacientes com NMP foram as interleucinas (ILs):
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-11, IL-17, os fatores de necrose tumoral (TNFs) e fatores de
crescimento celular (TGF). A maioria das citocinas encontradas possuem funcdo pro-
inflamatérias como a IL1 ou pro-fibréticas como o fator de crescimento transformador beta
(TGFB). Foram descritas algumas citocinas inflamatérias como CCL11 (eotaxina), CXCL1
(GROa), fator de crescimento epidérmico (EGF) e mediadores quimicos, como espécies
reativas de oxigénio (ROS). Essas citocinas atuam causando uma inflamacdo crénica que

impulsiona a progressdo da neoplasia 4.

Diferentes células atuam neste processo inflamatério liberando citocinas como as células-
tronco e progenitoras hematopoiéticas mutantes e normais, células estromais mesenquimais,
megacariocitos, mondcitos, plaquetas e células endoteliais *°. Este microambiente inflamatorio
desempenha um importante papel na patogénese da TE proporcionando um ambiente propicio
para que as células neoplésicas perpetuem. Em decorréncia da inflamacéo células endoteliais e
plaquetas podem produzir mais selectina sollveis e menos 6xido nitrico o que contribui para
um microambiente pré trombdtico. Sendo assim este microambiente tumoral se torna
imprescindivel para o desenvolvimento e progressdo da doenca tornando possivel a evaséo das
células neoplasicas do sistema imune, propagacao celular e levando os pacientes a apresentarem

complicagdes clinicas ° %6
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1.5.Vesiculas Extracelulares

O termo vesicula extracelular (VE) se refere a particulas com uma camada bifosfolipidica,
que ndo possuem nucleo e sao liberadas por todos os tipos de células durante a ativacdo celular
ou apoptose. Essas VE atuam no transporte de moléculas bioativas e possuem a capacidade de
modular o ambiente extracelular, alterar o contetido e comportamento das células receptoras,

exercendo um papel importante no transporte de informagdes paracrinas 112,

Durante um longo tempo apds a descoberta as VES eram consideradas apenas restos
celulares. Nos ultimos anos com o avango das tecnologias de detec¢éo e caracterizacdo das VES
foi possivel compreender o papel das VEs na fisiologia do organismo, descobrindo que atuam
em diversos processos fisiologicos, como por exemplo, na homeostase, na coagulagdo, na
regulacdo e expansdo de células e em diferentes patologias como no cancer, inflamacdo,

infeccdo, entre outros °’,

As vesiculas extracelulares sdo divididas em grupos dependendo do seu mecanismo de
biogénese e tamanho, atualmente ha trés categorias que sdo consideradas principais: 0s
exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos. Os exossomos sdo formados no citoplasma
da célula, as vesiculas intraluminais se acumulam nos corpos multivesiculares até ocorrer a
fusdo com a membrana plasmatica e liberacdo por exocitose. Os ex0ssomos possuem o tamanho
entre 30 a 150 nm. As microvesiculas (MVs), também conhecidas como microparticulas ou
ectossomos, sdo formadas na membrana plasmatica das células e liberadas por brotamento de
membrana e possuem o tamanho de 100 a 1000 nm. Os corpos apoptoticos sao formados no
final da apoptose da célula e considerados uma das maiores VVEs possuindo o tamanho de 1000
a 5000 nm.**5%859 As caracteristicas principais destes trés subgrupos de VES estdo descritas no
Quadro 2.

Os exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos sdo considerados os trés subgrupos
tradicionais de VEs e a heterogeneidade de tamanho, carga, funcdes e evidéncias da importancia
clinica estdo bem descritos. Existem outros subgrupos de vesiculas que vem demostrando
relevancia, como por exemplo, os oncossomas grandes, liberados por células cancerigenas e

vesiculas de tamanho micro, como, 0s migrassomas ou 0s recentemente descobertos exémeros
60,61
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Quadro 2. Principais caracteristicas dos exossomos, microvesiculas e corpos apoptéticos.
Fonte: Adaptado de Stahl, 2019 3,

Tamanho

Origem

Mecanismo de
formacao

Estimulo para
liberacao
Tempo de
formaciao

Composicao

Da
Membrana

Componentes

Exossomos
30-100 nm

Vesiculas intraluminais
dentro de corpos
multivesiculares

Fusao de corpos
multivesiculares com a
membrana plasmatica
Ativagdo constitutiva e

/ ou celular

Dez minutos ou mais

Enriquecido em
colesterol e ceramida,
expode fosfatidilserina,

contém jangadas

lipidicas

Proteinas, mRNA,
miRNA, siRNA,
lipidios

1.6.Microvesiculas

Microvesiculas

50-1.000 nm

Membrana plasmatica

Borbulhamento
externo da membrana
plasmatica
Ativagao constitutiva /
ou celular

Alguns segundos

Fosfatidilserina,
enriquecida em
colesterol e
diacilglicerol, contém
jangadas lipidicas

Proteinas, mRNA,
miRNA, siRNA,
lipidios

Corpos
apoptoticos
1-5 pm
Membrana
plasmatica,
fragmentos
celulares
Encolhimento
celular e morte
celular programada

Apoptose

Organelas
celulares, proteinas,
fracoes nucleares,
DNA, RNA
codificador e nao
codificador, lipidios

As microvesiculas sdao microparticulas esféricas com uma bicamada lipidica, sem nucleo,

mas que carregam biomoléculas como, proteinas, lipidios e acidos nucleicos, esse conteddo

depende da célula de origem e do estimulo recebido, como por exemplo, durante a ativagéo

celular, como os leucdcitos, eritrdcitos, plaquetas, células endoteliais, células nervosas, entre

outras. Por serem liberadas por todos os tipos de células, com um conteldo diversificado que

se altera dependendo do estimulo, presenca em praticamente todos os fluidos corporais, as MVs

desempenham um importante papel na comunicacdo intercelular e a caracterizacdo delas se

torna imprescindivel para melhor entendimento da patogénese das doengas 263,
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1.6.1. Biogénese das microvesiculas

A biogénese das microvesiculas ocorre em dois processos o borbulhamento da membrana
plasmatica em que a membrana fica assimétrica formando uma curva com o citoesqueleto se
reorganizando e depois a clivagem, necessaria para que as MVs se separem da membrana da

célula %*.

O borbulhamento da membrana ocorre nas chamadas jangadas lipidicas, microdominios
ricos em lipidios regulados por diversos fatores. O processo de biogénese € iniciado pelo
aumento do calcio intracelular que estimula proteinas sensiveis ao célcio, como proteinas
transmembranas transportadoras de aminofosfolipidios responsaveis por manter a assimetria
fisiolégica da membrana plasméatica e transportar moléculas. Existem trés proteinas
responsaveis por essas funcdes a flippase que continuamente internaliza a fosfatidilserina (FS)
e a fosfatidiletanolamina (FE), a floppase que é responsavel por exteriorizar essas proteinas e a
scramblase que pode internalizar ou exteriorizar esses aminofosfolipidios. Devido ao aumento
do Ca?" a flippase é inibida e a floppase e a scramblase comecam a deslocar a FS para a
superficie da membrana. A quantidade de FS externalizado depende do nivel de estimulagéo
de enzimas sensiveis ao calcio, como a calpaina e gelsolina, responsaveis pela reorganizacéo e
clivagem dos componentes do citoesqueleto como a actina e a filamina que consequentemente

levam a liberac&o da vesicula % %,

O fator 6 de ribosilacdo de ADP (ARF6) participa da biogénese desempenhando um papel
critico no trafego de carga para a superficie celular, na remodelacdo da actina periférica e na
liberacdo das microvesiculas da superficie celular. O ARF6 inicia uma cascata de sinalizacdo
com a ativacgdo da fosfolipase D (PLD) que recruta as quinases reguladas por sinal extracelular
(ERK) que fosforila e ativa as enzimas quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) que ativam
a cadeia leve de miosina (MLC), ocasionando a contragéo da actomiosina facilitando a liberagédo
da Mvs. Esse processo pode ser promovido pela atividade da proteina RhoA, que regula os
rearranjos do citoesqueleto de actina através da via RhoA-cofilina que € iniciada atraves das
quinases associadas a Rho (ROCK) e quinases LIM (LIMK) que fosforizam a cofilina e evitam
que a cofilina corte os filamentos de actina, prologando essas fibras, esse alongamento forma

uma estrutura chamada “anel de actina” uma etapa fundamental para a maturacio das MVs "
68, 69
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Outras proteinas auxiliam no processo de biogénese como: a proteina do gene de
suscetibilidade a tumores 101 (TSG101), a proteina que interage com a morte celular
programada 6 (PDCDG6IP) e a proteina 1 contendo dominio de arrestina (ARRDC1). A abscisdo
citocinética é realizada usando ESCRT-I11 e PDCD6IP. Os acidos nucleicos e proteinas podem
ser processados e transportados para o dominio citoplasmatico durante um processo chamado
empacotamento, mediado pela maquinaria de classificagdo molecular como, por exemplo,
complexo de triagem endossomal (ESCRT). A liberacdo da MV é facilitada com a ativacédo da
A-SMase (esfingomielinase acida) que transloca para o folheto externo e hidrolisa a
esfingomielina em ceramida e aumenta o fluxo de colesterol ajudando a promover a curvatura

da membrana " "1 72 A figura 4 representa o processo de biogénese das microvesiculas.

Extracelular

1- Estimulo de liberacao 2- Brotamento da MP 3- Reorganizaciio do citoesqueleto

Caz+
Caz+

Rece ptor
P2XT crgpg  Ca2T thpase Floppase ou
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ARF6 /‘ RhoA
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Figura 4. Biogénese das microvesiculas. 1. Quando o trifosfato de adenosina extracelular (ATP) aumenta em
resposta a estimulos externos, o receptor abre e os ions de calcio entram na célula 2. Quando ocorre 0 aumento de
Ca2* a flippase € inibida e a floppase e a scramblase deslocam a FS para o folheto externo da bicamada. 3. O
borbulhamento da membrana é iniciado, 0 ARF6 é ativa a fosfolipase D que inicia uma cascata que ativa a miosina
que interage com a actina, que com o auxilio de algumas proteinas reorganiza e cliva a MV. 4. A ceramida pode
ajudar a reorganizar o citoesqueleto e a clivagem pode ser realizada também por enzimas sensiveis a célcio como
a calpaina e a gelsolina.

Fonte: Autoria propria.
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1.6.2. Contelido das microvesiculas

As microvesiculas transportam diversas biomoléculas como proteinas, lipidios, acidos
nucleicos, metabdlitos, fatores de crescimento e citocinas. Podem ser encontradas nas MVs
proteinas de sinalizacdo, receptoras, de citoesqueleto, efetoras e algumas proteinas apresentadas
na superficie das MVs podem ser diferentes da célula de origem, pois as proteinas sao
incorporadas seletivamente moduladas por ativadores agonistas ou pelo microambiente
extracelular. Também s&o encontrados lipidios como colesterol, esfingolipidios e fosfolipidios,
que garantem a rigidez da membrana das MVs. Alguns lipidios bioativos como,
prostaglandinas, leucotrienos e enzimas do metabolismo lipidicos também foram detectados.
Alguns dos metabdlicos e enzimas transportados sdo: piruvato, lactato e isoformas de lactato

desidrogenase 73,

As microvesiculas podem apresentar em sua superficie dois receptores de membranas, o
fator tecidual uma proteina transmembrana responsavel por ativar o fator Vlla (FV1la), que atua
na hemostasia ativando a coagulacao e a fosfatidilserina que € um importante fator que favorece
a coagulacdo. Esses dois receptores de superficie concedem as MVs uma alta capacidade pro-

coagulante ** 70, A estrutura e o conteido das microvesiculas estdo representados na figura 5.
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Figura 5. Estrutura, componentes e fung@es das microvesiculas.
Fonte: Autoria propria.

A transferéncia dessas cargas € um processo estocastico, as MVs se movem pelo organismo

interagem com a celula-alvo ou séo eliminadas por degradacao. Esta interac@o pode ser ligante-
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receptor, em que uma proteina se liga a um receptor da célula-alvo, agindo na sinalizacéo
intercelular, modulacdo do microambiente ou apresentacdo de antigeno. Esta forma de
comunicacdo celular vem sendo estudada principalmente pela capacidade de imunomodulacéo,
como por exemplo, MVs que possuem o ligante 1 de morte programada (PD-L1) possibilitam
a evasdo imune por meio da inibicdo da funcéo das células T "* 7. A figura 6 representa a

interacdo das microvesiculas com o receptor das células alvo.

Apresentacio de Modulagao Sinalizagdo
antigeno imunologica

J/’ﬂ = ‘\\\ ."// .\\\\.‘
( )| ( l)
N4 PD-IL j 7

TCR Antigeno 2000,

Célula T % Célula T 9]

Célula Alvo

Figura 6. Interaco ligante-receptor realizado pelas microvesiculas.
Fonte: Adaptado de Teng, 2021 7.

O contetido das microvesiculas pode ser transferido diretamente por diferentes meios como:
fusdo de membrana, endocitose mediada por receptor, endocitose mediada por caveolina,
endocitose mediada por jangada lipidica, fagocitose ou macropinocitose. A fusdo de membrana
permite que o conteudo da MV seja liberado diretamente no citoplasma da célula, as MVs se
ligam a outras células realizando uma inser¢do na membrana dos segmentos hidrofobicos de
proteinas fusogénica e os lipidios se reorganizam causando uma reestruturacdo proteica e
ondula¢bes na membrana. Depois de endocitadas podem se fundir a corpos multivesiculares e
serem degradadas por lisossomos ou serem misturadas ao interior da célula. Um exemplo dessa
comunicacgéo pode ser a transferéncia de acidos nucleicos, como os microRNAs (miRNAS) que

podem regular negativamente as expressdes de genes alvos, RNAs mensageiros (mMRNAS)
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podem ser traduzidos diretamente . Os tipos de transferéncia de cargas e os destinos estio na

figura 7.

Fusdo de
Ativacdo do membrana
receptor

Endocitose mediada por

ndocitose mediada por X
p caveolina

Fagocitose Macropinocitose

Y Endocitose
mediada por
jangada lipidica ‘

Liberado no
Corpos \ citoplasma

multivesiculares é > /

Endossoma
precoce

Nucleo

Figura 7. Captacéo e destino das microvesiculas. Tipos de transferéncia de carga que as microvesiculas realizam.
Ativacdo de receptores da célula alvo, as MVs podem agir como apresentadores de antigenos, sinalizadores e
moduladores do microambiente. Fusdo de membrana em que a MV se liga diretamente a membrana da célula e
transfere diretamente o conteldo. Endocitose pode ser mediada por receptores, caveolina, por jangadas lipidicas,
fagocitose ou macropinocitose, as MVs sdo absorvidas podendo ser degradadas ou se misturem ao interior da

célula.
Fonte: Adaptado de Teng, 2021 7.

1.6.3. Tipos de microvesiculas e seus marcadores celulares

e Microvesiculas derivadas de células progenitoras e miel6ides

Os marcadores encontrados nas microvesiculas sdo derivados da célula de origem e para
identificacdo da populagdo das microvesiculas € preciso selecionar os principais marcadores
dessas células. As celulas progenitoras hematopoiéticas possuem a capacidade de se
autorrenovar e se diferenciar em qualquer célula da linhagem mieloide ou linfoide. Para
identificar essas células utiliza-se 0 anticorpo monoclonal Anti-CD34 /. O CD34 ¢ uma

fosfoglicoproteina  transmembranar, pode ser expresso em células progenitoras
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hematopoiéticas, células tronco, endoteliais e dendriticas . Faz parte da subfamilia das
sialomucinas possui 0 peso molecular de 115 kDa e sua estrutura é formada por um dominio
extracelular que é glicosilado que pode regular a adeséo celular e um dominio citoplasmatico
com sitio de fosforilacdo capaz de interagir com proteinas intracelulares. As funcgdes dessa
proteina ainda ndo foram esclarecidas, porém foi sugerido que podem aumentar ou bloquear a
diferenciacédo das células progenitoras e promover a adesdo dos linfocitos ao endotélio 78 7% 80,
As MVs-CD34+ ja foram descritas como um potencial biomarcador clinico para diferentes

doencas como na Leucemia Mieloide Cronica &, esclerose sistémica 8 e hepatite 82,

O CD13 também chamado de Aminopeptidase N, € uma ectopeptidase transmembranar
formada por 967 aminoacidos e dividida em trés regides: um N-terminal no citoplasma, um
dominio transmembranar de hélice e uma regido extracelular 8. O CD13 é altamente expresso
em células mieloides e endoteliais, participa de diversos processos como na adesao e motilidade
celular, pode atuar como uma molécula de adeséo inflamatoria, regular a migracao de células
endoteliais e regular a angiogénese 8. As microvesiculas derivadas de células mieloides
positivas para CD13 ja foram descritas em quantidades elevadas na sindrome da resposta

inflamatdria sistémica e se correlacionavam com a gravidade da doenca &.

O CD33 ou Siglec-3 é um receptor de membrana da familia das lectinas expresso em células
progenitoras mieloides, mondcitos, macréfagos, mastocitos, células dendriticas e microglia
cerebral 8. O CD117 também chamado de c-KIT ou receptor do fator de crescimento de
mastacitos/células-tronco, é um receptor tirosina quinase do tipo Il presente em células
progenitoras da linhagem mieldide, células-tronco e outras células que atua na proliferacéo e
diferenciacdo celular 8. Um estudo mostrou que pacientes com Leucemia Mieloide Aguda
apresentavam populacGes de microvesiculas positivas para os marcadores CD33, CD34 e
CD117 e que essas MVs tinham a capacidade de suprimir a atividade das células NK .

e Microvesiculas derivadas das células do sistema imune

As microvesiculas derivadas de leucdcitos (MVs-L) podem atuar de forma imunoativadora
ou imunoinibidora, a forma como vao agir no organismo depende de qual foi a célula secretora,
de fatores ambientais, como de interacGes receptor-ligante e lectinas mitogénicas. Um exemplo

desse processo é que as células T e B liberam MVs ap0s a ativagdo de receptores presentes na
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superficie celular, enquanto as células dendriticas e os macréfagos secretam constitutivamente
MVs, sendo assim a liberacdo é modulada por fatores do microambiente externo e estd

associado também ao tipo celular 2.

Todas as células-tronco hematopoiéticas com excec¢do dos eritrocitos e plaquetas expressam
o marcador CD45, ele representa cerca de 10% dos antigenos nessas células e por esse motivo
é uma boa escolha para identificar os leucocitos. O CD45 € uma proteina tirosina fosfatase
transmembrana do tipo | com 180-220 kDa. Possui dois dominios citoplasmatico constituidos
de proteinas tirosinas fosfatases, um dominio transmembrana e um dominio extracelular grande
e fortemente glicolisado. O splicing alternativo® °2 permite que o CD45 possua varias isoformas
e sua expressdo € organizada de forma especifica a cada estagio de desenvolvimento da célula.

Apesar de ser fortemente expressa nas células sua fungdo nio foi esclarecida %%,

As células dendriticas contribuem para o inicio da resposta imune e mobilizam células
progenitoras e células T %. O CD11c também chamado de Itgax, expresso em células

dendriticas é um receptor de adesdo da familia de integrinas 2 .

Os mondcitos sdo células fagocitarias responsaveis por atuar na defesa do organismo
fagocitando patdgenos, na homeostase e no reparo tecidual. As popula¢des de mondcitos podem

ser identificadas pelo marcador CD14 %7,

O CD14 é altamente expresso em monaocitos, macrofagos, neutrofilos e é encontrado em
forma solGvel no soro, cerebrospinal e outros fluidos corporais. O CD14 € uma glicoproteina
de 55 Kda ancorada em GPI, um receptor do sistema imune inato que sensibiliza as células na
presenca de lipopolissacarideos (LPS) bacterianos gram-negativos, ativando o receptor Toll-
like 4 (TLR4) que inicia a resposta no organismo que leva ao processo de inflamacdo que
produz citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adesdo levando

consequentemente a eliminagio das bactérias .

Os neutréfilos atuam no sistema imune como fagocitos de patdgenos de células estranhas e
possuem granulos que liberam enzimas que facilitam o processo de fagocitose. O CD66b é
armazenado nos granulos dos neutrofilos e apos a ativacdo e consequentemente a degranulagédo
0 CD66b é expresso na superficie da célula, por esse motivo é considerado um marcador de

ativacdo para os granulécitos. O CD66b pode ser denominado também por outros nomes como

1O splicing alternativo é um processo que permite que um unico gene codifique varias proteinas ou isoformas
Unicas, por meio da varia¢do na regiéo de ligacdo dos éxons e introns. Rahhal R, Seto E. Emerging roles of histone
modifications and HDACSs in RNA splicing. Nucleic Acids Res. 2019 Jun 4; 47(10): 4911-4926.



20

Molécula de adesdo celular relacionada ao antigeno carcinoembrionario 8 (CEACAMS) e
antigeno inespecifico de reagdo cruzada (NCA-95). E uma glicoproteina que pertence a familia
das Ig das Ag carcinoembrionario humano (CEA). As fun¢des do CD66b ainda ndo sdo
totalmente esclarecidas, mas acredita-se que facilita a adesdo dos neutrofilos a e-selectina no

endotélio mediado pelo CD15, um ligante da e-selectina que estd presente na molécula CD66
99,100,101

O CD16 também chamado de FcyRIII ¢ um receptor para imunoglobulina G (IgG) (FcyRs),
esta presente nos neutrofilos, mondcitos, macrofagos, eosindfilos e células NK e sua principal
funcdo € inativar células estranhas. O CD16 € um crucial para resposta imune humoral e possui
esta capacidade pois consegue interagir com os IgG e transmitir os sinais de ativacao através
das tirosinas imunoreceptoras da regido citoplasmatica, participar da endocitose e da fagocitose

de imunocomplexos e de microorganismos opsonizados por anticorpos 02 103,

Os linfécitos T desempenham um papel fundamental no sistema imune, podem atuar como
reguladoras, citotdxicas ou auxiliares. O CD3 € um componente na formacdo do complexo
receptor de células T (TCR) e apresenta um dominio Ig extracelular transmembrana com uma
cauda citoplasmatica que possibilita a transdu¢éo de sinais, contribui na entrega de sinalizaces
imprescindiveis para as células T ja que o TCR-CD3 é um receptor transmembrana necessario
para o desenvolvimento e diferenciacdo da célula e para a inducdo de respostas imunes contra
patdgenos 104195196 por esse motivo o complexo CD3 é uma molécula alvo para identificagdo
das células T. Os principais grupos de células T podem ser divididos em CD3+ CD8+ que sdo

citotoxicos e CD3+ CD4+ que possuem fungdes pro e anti-inflamatorias 7.

As células B atuam no sistema imune adaptativo, um marcador celular confidvel para
identificacdo dessas células é o CD19 uma glicoproteina com 94 kd, transmembrana tipo | da
familia das imunoglobulinas (lIg), que possui um dominio transmembrana, um terminal C
citoplasmatico e um terminal N extracelular. O CD19 atua na ativacdo das células B induzida
por Ig e junto com o receptor de células B (BCR) e outras moléculas recruta de forma direta e

indireta varias proteinas quinases 1%,

O CD19 é expresso desde os estagios iniciais até os processos finais de maturacdo das
ceélulas B, também é expresso em leucemias e em alguns linfomas, porém ndo é expresso em

plasmocitos e células-tronco hematopoiéticas %% 110,

As celulas NK possuem a fungéo de eliminar células tumorais ou infectadas por meio da

liberacdo de citocinas que matam as células alvo. A célula NK podem ser identificadas pela
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presenca do CD56 . O CD56 também é chamado de molécula de adesdo de células neurais
(NCAM) e esté presente na superficie da célula NK auxiliando no controle de seus movimentos
e na manutencdo do ambiente. NCAM pertence a familia das imunoglobulinas de moléculas de
ades3o celular e gracas ao splicing? de RNA! apresenta diversas isoformas. O NCAM também
é expresso em células neurais, no coragdo, rins, musculos esqueléticos, figado e células
dendriticas e possui um importante papel ndo somente no sistema imune mais também na

diferenciacéo celular e na plasticidade sinaptica 112113,

e Microvesiculas derivadas de plaguetas

As microvesiculas derivadas de plaquetas (MVs-P) séo a populacdo circulantes de MVs
mais abundante no organismo descritas na literatura. Os estimulos para liberacdo das MVs-P
sdo variados, como por exemplo, pode ser uma resposta ao estresse de cisalhamento, a trombina,
ao iondforo de calcio, ao ADP, ao colageno e ao peptideo relacionado ao coladgeno. Por causa
dessa grande variedade de estimulos que levam a liberacdo das MVs-P existe grandes
guantidades delas circulantes no organismo e o seu contetido também ¢é diversificado pois

depende de qual foi o estimulo de liberagéo *°.

Os marcadores de superficies das MVs-P sdao o CD41 (subunidade allb-integrina), e CD42b
(GPIb). O CD41a ou complexo GPIIb/Illa é um receptor de membrana dependente de calcio
que ¢é expresso em plagquetas e megacaridcitos, esse complexo tem como funcéo agir como um
receptor de fibrinogénio e de fator de von Willebrand (FVW), além de auxiliar na adesao e

agregacéo plaquetaria 1.

O papel das MVs-P na inflamacdo é importantissimo pois podem interagir com as células
envolvidas na inflamacéo, carregar citocinas, ativar as reacdes inflamatorias, ativar células
imunes e do endoteélio, intensificar a migracdo transendotelial de leucdcitos, estimular a

quimiotaxia e reduzir a apoptose das células inflamatorias *°.

2 Os genes possuem dois tipos de sequéncias os éxons (codificantes) e os introns (ndo codificantes). Durante a
producdo do mRNA os introns séo retirados por um processo denominado “splicing de RNA” que origina 0 mRNA
maduro com apenas as sequéncias codificantes. Majerciak V, Zheng Z. Detection of Viral RNA Splicing in
Diagnostic Virology. Springer International Publishing . 2018. 345-402
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e Microvesiculas derivadas de eritrécitos

As microvesiculas liberadas por eritrécitos (MVs-E) sdo um mecanismo essencial para
homeostase das hemécias. As MVs-E podem transportar hemoglobina e sdo capazes de se ligar
ao oxido nitrico e modificar a biodisponibilidade dele na homeostase vascular. Essas MVs-E
podem também proteger as hemécias de duas formas: prolongando o tempo de vida das
hemacias evitando a eliminagdo prematura, por meio do transporte de moléculas que induzem
o reconhecimento pelo sistema reticuloendotelial, como hemoglobina ndo funcional, banda 3
oxidada e agregada e proteinas oxidadas, ou impedindo a eliminacéo pelos macréfagos. Podem
desempenhar um papel na resposta imunoldgica a infeccdes estimulando a producéo de espécies
reativas de oxigénio em neutrofilos e a liberacdo rapida dessas espécies de oxigénio permitindo

uma resposta imunoldgica mais rapida 1°.

Os eritrocitos tém em sua membrana o marcador CD235a também chamado de glicoforina
A (GPA) que ¢ especifico de células da linhagem eritroide como: proeritroblasto, eritroblasto
basofilico, eritroblasto policromatofilo, eritroblasto ortocromatico, reticuldcitos e eritrocitos. O
CD235a é uma sialoglicoproteinas transmembrana do tipo | e possui o peso de 20-30 kDa, sua
funcdo molecular ndo esta esclarecida, porém sabe-se que existe uma interacdo entre a

glicoforina A com a banda 3 117118119,

e Microvesiculas derivadas de células endoteliais

As microvesiculas liberadas por células endoteliais (MVs-CE) podem atuar na fisiologia,
na patogénese e na progressao de diversas doencas, exercendo funcdes autdcrinas ou paracrinas.
Em processos patolégicos sdo encontradas altas concentragGes de MVs-CE que sdo capazes de
ocasionar efeitos deletérios nas células alvos. Um exemplo da agdo das MVs-CE pode ser
encontrado principalmente em doencas vasculares agudas ou cronicas, onde podem levar a uma
lesdo vascular e ativar as células endoteliais dificultando o vasorrelaxamento e promovendo a
rigidez arterial e MVs-CE positivas para fosfatidilserina e o fator tecidual podem agir também
nos processos de coagulacédo e trombose. Tendo em vista a acdo das MVs-CE € possivel utiliza-

las como um biomarcador de disfungdo endotelial e trombose 20121,
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As MVs-CE podem ser identificadas pelo marcador CD51/61 que € um complexo também
chamado de aVP3, esse nome faz referéncia as duas integrinas que compde esse complexo a
integrina alfa v e a integrina beta 3. As integrinas sdo receptores transmembrana e as
subunidades estdo conectadas de forma ndo covalente. O CD51 é um heterodimero composto
por proteinas de membrana com 125 kD e 24 kD que estdo conectadas por dissulfeto, compostas
por um dominio extracelular, uma regido transmembrana e um dominio citoplasmatico. O CD61

é composto por uma proteina com 110 kD 122 123,124,

O complexo CD51/61 é expresso em osteoclastos, células endoteliais, células de melanoma,
plaquetas e macréfagos. Esse complexo se liga a varias proteinas como as fibronectinas,
fibrinogénio, fator de von Willebrand, lamininas, trombospondinas e a molécula de adesdo
neural L1. Desempenha diversas fun¢ées como interac@es célula-célula com auxilio do CD31,
regula interagdes da célula com os componentes da matriz, desempenha um papel no homing e

rolamento de leucdcitos e na angiogénese 1212,

Os marcadores e suas fungdes estao representados na figura 8 e a figura 9 representa como

as microvesiculas agem na patogénese das NMP.
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Figura 9. Atuacéo das microvesiculas no organismo.
Fonte: Autoria propria.

1.6.4. Microvesiculas na Trombocitemia Essencial

As microvesiculas possuem a capacidade de transmitir informacdes intercelular e assim
coordenar a sinergia entre as células e atuar em varios processos cComo renovacao e
diferenciacdo de células-troncos, reparo tecidual, vigilancia imunologica e coagulacdo
sanguinea, estando presentes ndo apenas em processos fisiolégicos como em processos

patoldgicos 1%/,

As microvesiculas ja foram associadas ao desenvolvimento de diversas patologias, acredita-
se que as MVs sdo grandes promotoras do cancer no organismo, as células cancerosas liberam
mais MVs do que células saudaveis e em seu conteudo carregam proteinas e acidos nucleicos
derivados dessas células malignas, que podem ser transferidos a células saudaveis alterando seu
comportamento ou fendtipo, aumentado a capacidade de metastase deste cancer. As MVs
podem controlar o microambiente para favorecer a progressdao do cancer e evitar que essas

células sejam eliminadas pelo sistema imunoldgico 1% 128,

Acredita-se que as microvesiculas possa ser um biomarcador indicador de risco de trombose

em pacientes com Trombocitemia Essencial, pois as MVs possuem capacidades pro-
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coagulantes, essa funcdo estd associada aos antigenos em sua superficie o fator tecidual e a
fosfatidilserina 1%°.

As MVs liberadas em processos fisioldgicos também apresentam o FS em sua superficie,
porém na parte interna da membrana e s é transportado ao exterior da membrana quando é
necessario, como por exemplo, em caso de lesdo vascular, porém as MVs liberadas por células
neoplasicas possuem o FS externalizado e promovem o processo de coagulacdo. A
fosfatidilserina facilita o processo de fusdo da membrana, transferéncia de cargas entre as
células e tem a capacidade de favorecer a coagulacdo, agindo como uma regido de ativagdo de
complexos, como a protrombinase e tenase, indiretamente aumentando a capacidade de
coagulacao e podendo ocasionar eventos tromboticos. A quantificacdo das MVs circulantes nos

pacientes com TE poderia entdo indicar um estado pro-trombotico 16 130,

Trappenburg e colaboradores, realizaram um dos primeiros estudos a avaliar as
microvesiculas circulantes em pacientes com TE e constataram que o nimero de MVs liberadas
por pacientes com TE com os marcadores CD41, CD61, CD62E, CD66b, CD54 e CD14 eram
maiores que em individuos sem a neoplasia. As MVs encontradas nos pacientes eram derivadas
de plaquetas e células endoteliais e 90% dessas MVs se ligaram a anexina-V, portanto tinham
a fosfatidilserina. Um alto nivel de MVs-P foi encontrado nos pacientes com fatores de risco
para trombose e 0s pacientes com MVs-CE apresentaram uma ativacao endotelial cronica com

um nivel elevado de FVW maduro na presenca de um nivel relativamente baixo de propeptideo
131

Marchetti et al. encontraram uma associacdo entre a presenca de MVs circulantes em
pacientes com TE e atividade pr6-coagulante. Para estabelecer esta associacdo as MVs foram
removidas por meio da centrifugagéo do plasma e foi avaliado a geracéo de trombina e atividade
pré-coagulante fosfolipidica plasmatica. A remoc¢do das MVs levou a reducdo de 85% da
capacidade de geracdo de trombina e uma reducdo de 25% na atividade pr6 coagulante. Nao foi
encontrado diferenca entre o grupo com trombose e sem trombose, porém os pacientes com a
variante genetica JAK2V617F exibiram em todos os parametros das curvas de geragdo de

trombina um potencial pro-coagulante maior do que pacientes sem a variante e os controles 1%,

Outro estudo realizado Charpentier et al, mostrou que pacientes com a variante JAK2V617F
possuiam maiores niveis de MVs circulantes derivadas de eritrocitos e plaquetas, do que 0s
pacientes com a variante no gene CALR (tipo 1, 52-pb delecéo e tipo 2, 5-pb inser¢édo) e os

pacientes triplo negativos **°.
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Zhang W et al, identificaram que os pacientes com TE tinham niveis elevados de
microvesiculas derivadas de eritrécitos, plaquetas, células endoteliais e MVs com fator tecidual
em sua superficie. Os pacientes que apresentaram os maiores indices de MVs-P, MVs-E e MVs-

CE estavam nos grupos com trombose, esplenomegalia ou positivos para variante JAK2V617F
133

No estudo realizado por Aswad et al, a presenca da variante JAK2V617F também foi
associada a concentracdes mais altas de MVs-P. Esses pacientes apresentavam nao so altos
niveis de MVs-P, como, de MVs-E também, mas n&o foi possivel estabelecer uma relacéo entre
as MVs-E e JAK2V617F+, porém foi encontrado uma associagdo com os exames laboratoriais
como hemoglobina, hematocrito, contagem de plaquetas, hemacias e leucécitos e um nivel
elevado de MVs. Esses resultados indicam que é necessaria uma prevencao para que esses
parametros se mantenham dentro dos limites recomendados, ja que o aumento deles esta
associado ao aumento das MVs circulantes que podem ocasionar processos patolégicos, como
por exemplo, trombose. Os pacientes no grupo de risco de desenvolver trombose foram com a
idade > 60 anos, historico de trombose, com a variante genética JAK2V617F, tabagismo e do

sexo masculino 2,

Piccin et al. mostraram que o tratamento com anagrelida diminui a quantidade de MVs
circulante de origem plaquetaria, demonstrando a importancia do tratamento frente o perfil de
microvesiculas e as possiveis relagdes com os eventos trombéticos 4 A acdo das

microvesiculas na Trombocitemia Essencial esta representada na figura 10.
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Microvesiculas na trombocitemia essencial
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Figura 10. Microvesiculas na Trombocitemia Essencial.

Fonte: Autoria prépria.

Em alguns casos é dificil estabelecer o diagnostico da trombocitemia essencial nos estagios
iniciais da neoplasia, porém o diagnostico correto e monitoramento continuo da doenca séo
essenciais para o tratamento da doenca. A bidpsia liquida por ser uma técnica menos invasiva,
rapida e indolor e levanta a possibilidade de identificar biomarcadores que poderiam ser
utilizados ndo apenas como forma complementar ao diagndstico, como também no

monitoramento da doenca, estratificacio de risco e auxiliar na escolha de tratamento 35,

As MVs possuem 0s mesmos receptores da célula de origem e podem ser avaliadas pelos
mesmos parametros, possuindo ainda a vantagem de ser encontradas em todos os fluidos
corporais de forma abundante facilitando a coleta e analise das mesmas em compara¢do com as

técnicas baseadas em células *°.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar o perfil das microvesiculas circulantes em pacientes com diagnostico de
Trombocitemia Essencial atendidos na Fundagdo Hospitalar de Hematologia e

Hemoterapia do Amazonas.

2.2.0Dbjetivos Especificos

2.2.1. Descrever as caracteristicas epidemiologicas e clinico-laboratorial dos pacientes
com Trombocitemia Essencial atendidos na Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas;

2.2.2. Avaliar o perfil de microvesiculas circulantes derivadas de leucécitos inflamatorios
(linfocitos, mondcitos e neutrofilos), eritrdcitos, plaquetas e células endoteliais em
grupos de individuos saudaveis e pacientes com Trombocitemia Essencial;

2.2.3. Investigar a correlacdo das populacdes de microvesiculas circulantes com as

caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes com Trombocitemia Essencial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Tipo de estudo

O estudo proposto € do tipo descritivo-correlacional transversal.

3.2. Area de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Manaus-Amazonas, desenvolvido no Laboratério
Multidisciplinar da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM) em parceria com Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) do
Instituto René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-MG) localizado em Belo
Horizonte, Minas Gerais.

3.3. Populagéo de Estudo

A populagdo de estudo foi composta de individuos que foram atendidos espontaneamente
na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), com
diagnéstico clinico da neoplasia Trombocitemia essencial (TE:D47.3), no periodo agosto de
2021 a novembro de 2022. Além dos pacientes, foram recrutados individuos, negativos para
doencas infecciosas e aptos para doar sangue da Fundacdo HEMOAM, para participarem do

grupo controle.

3.4.Critérios de inclusado, ndo-inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnéstico clinico de Trombocitemia
Essencial (CID:47.3) sob uso ou ndo de terapia citorredutora; de ambos os sexos, com idade
acima de 18 anos, com disponibilidade de acesso aos prontuarios para caracterizacédo clinica e
laboratorial da doenca, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) para participacdo na pesquisa.


cid:47.3
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N&o foram incluidos pacientes com diagndstico de Sindrome Mielodisplésico, pacientes
gravidas, com diagnostico de sindromes mieloproliferativas BCR::ABL1 Negativo diferentes

de TE e pacientes com Leucemia Mieloide Cronica.

Foram excluidos pacientes cujas amostras apresentaram quantidades insuficientes para
andlise, amostras coaguladas e pacientes que ndo apresentaram dados nos prontudrios

suficientes para caracterizacdo clinica e laboratorial da doenca.

3.5. Aspectos éticos

O projeto pertence a um projeto maior intitulado “Caracterizagdo Molecular de Pacientes
com Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas” e foi executado de acordo as normativas
estabelecidas na resolucdo 466/12 Processo com numero de parecer aprovado: 4.450.813.
CAAE: 39991420.6.0000.0009, coordenado pela Dra. Andréa Tarrag0.

Para a obtencdo das amostras de doadores de sangue foram utilizadas amostras provenientes
do projeto “Caracterizacdo de microvesiculas e seu potencial uso como biomarcador no
diagndstico e tratamento de pacientes com Leucemia Mieloide Cronica.” que foi executado de
acordo as normativas estabelecidas na resolucdo 466/12 Processo com numero de parecer
aprovado: 5.520.298. CAAE: 48463121.3.0000.0009, coordenado pela Dra. Andrea Tarrag®.

3.6. Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Foram avaliados o0s prontudrios dos pacientes para coleta das caracteristicas
sociodemogréficas e clinicas: sexo, idade ao diagnostico, presenca de esplenomegalia,

manifestacdo de eventos trombdticos ou hemorrégicos e tratamento utilizado.

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas por puncao venosa em oito
tubos com sistema a vacuo. Foram usados quatro tubos para aliqguotagem e armazenamento,

trés tubos para realizacdo de exames laboratoriais e um tubo para analise molecular.

Quatro tubos foram encaminhados para laboratorio multidisciplinar da Fundacéo
HEMOAM, para centrifugar e aliquotar em criotubos previamente identificados com o cdigo
do projeto maior. Dois tubos de EDTA tiveram seus contedos diretamente transferidos para

0s microtubos. Um tubo contendo gel separador de soro foi centrifugado a 1900 xg por 5
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minutos e o sobrenadante foi transferido para o criotubo. Um tubo com citrato de sédio 3,2%
centrifugado a 400 xg por 15 minutos, posteriormente o sobrenadante / Plasma Pobre em
Plaquetas (PPP) foi transferido para os criotubos e armazenados no laboratério de genémica da
Fundacdo HEMOAM, em freezer -80°C.

Foram utilizados trés tubos para exames laboratoriais e um para analises moleculares, da
seguinte forma um tubo contendo gel separador de soro (BD Vacutainer® SST Il activador)
para determinacBes bioguimicas, um tubo com citrato de sodio ao 3,2% para testes
hemostaticos, um tubo com écido etilenodiamino tetracético - EDTA- (BD Vacutainer® EDTA
K2) para determinacdo de pardmetros hematoldgicos e um tubo com EDTA foi utilizado para

as analises moleculares.

Para obtencdo das amostras bioldgicas do grupo controle realizamos uma puncéo venosa,
em sete tubos, sendo quatro tubos de 4 ml de sangue periférico contendo anticoagulante citrato
de sédio, dois tubos de 4 ml contendo EDTA e um tubo com gel separador. N&o foi realizado

analise molecular por esse motivo coletamos um tubo de EDTA a menos.

O processamento e armazenamento das amostras controle realizamos seguindo o mesmo

protocolo das amostras da populacédo de estudo.

3.7.Testes da avaliacdo da hemostasia

As amostras coletadas no tubo com citrato de sodio centrifugamos por 15 min a 600 xg.
Com o plasma obtido foi avaliado o perfil hemostatico, com a finalidade de determinar se a
risco hemorragico ou tromboético. Os testes realizados foram Tempo de Atividade da
Protombina (TAP) e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa). Para avaliagcdo destes
parametros foi utilizado o equipamento da STAGO (Stago Brasil Comércio, Importacdo e

Exportacdo de produtos Diagnosticos Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

3.8. Analises Bioquimicas

As amostras coletadas no tubo com gel separador foram centrifugadas por 10 min a 400xg
para a avaliacio de Lactato Deshidrogenase (LDH) e Acido Urico. Para determinagdes
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bioquimicas foi utilizado o analisador COBAS INTEGRA 400 plus (Roche Diagnostica Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

3.9. Analises Hematoldgicas

As amostras coletadas no tubo com EDTA foram utilizadas para avaliacdo de
parametros hematoldgicos, através da Contagem de hemécias (RBC), Hemoglobina (HBA),
Hematdcrito (HTO), Contagem de Leucdcitos (WBC), Contagem de Plaquetas (PLT), Volume
Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), neutréfilos segmentados (%), Eosinofilos (%),
Basofilos (%), Linfocitos (%) e Mondcitos (%). Para avaliagdo destes parametros foi utilizado
0 analisador hematoldgico SYSMEX-XN (Sysmex do Brasil Industria e Comércio Ltda,
Curitiba, Brasil).
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Figura 11. Fluxograma de obtencgéo e processamento das amostras. Demonstracdo detalhada das etapas de coleta
e processamento das amostras utilizadas no estudo.

Fonte: Autoria propria.
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3.10. Imunofenotipagem de Microvesiculas

Determinamos a quantidade e fenotipo das MVs no plasma citratado por citometria de fluxo
seguindo o método padronizado pelo Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB),
Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas.

Obtivemos o Plasma Livre de Plaquetas (PLP), inicialmente descongelando as amostras de
sobrenadante / PPP em banho-maria a 36°C e aliquotando 700 pl em tubos tipo eppendorf e

centrifugando a 21475 xg por 10 minutos a 18°C com aceleragéo 9 e desaceleragéo 0.

Preparamos 6 tubos eppendorf por amostra e adicionamos 300 I de tampdo citrato-heparina
e apds a primeira centrifugacdo das amostras transferimos 100 ul de amostra para cada tubo
com tampao e centrifugamos a 21475 xg por 90 min a 18°C. Durante esse periodo preparamos
a placa e pipetamos 2 ul anticorpos (com exce¢do do CD235 que pipetamos apenas 1 pul) em

seus devidos pocos e 2 pl Anexina V em todos 0s pogos onde irdo as amostras.

Ap0s a segunda centrifugacao retiramos o sobrenadante e ressuspendemos o pellet com 100
ul de tampdo anexina, distribuimos nos pocos (placa) contendo os anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromos que se ligaram aos marcadores de superficie especificos presentes
nas populagdes de MVs (quadro 3), e incubamos por 30 minutos ao abrigo de luz em
temperatura ambiente. Apos a incubacédo, aplicamos 300 pl de tampdo de ligacdo de anexina
nos pocos, transferimos o contetido para 0s microtubos de citometria de fluxo, o contetdo final
foi 400 pl e por fim adicionamos 400 pl de tampéo anexina nos controles e transferimos para

0S microtubos de citometria.

As amostras foram analisadas no citdmetro por 2 minutos cada amostra. A aquisicdo das
amostras foi feita com o citometro de fluxo CytoFLEX S (Beckman Coulter), equipamento
altamente sensivel que permite a deteccéo e caracterizagdo de MVs numa escala de 100-900nm
através da utilizacdo de microesferas sintéticas de calibracdo denominadas Gigamix. Estas
microesferas possuem tamanhos definidos (100nm; 160nm; 200nm; 240nm; 300nm; 500nm;
900nm) servindo como referéncia para caracterizagdo de MVs. Podendo ser adquiridos 500.000
MVs/amostra. Os resultados expressos em frequéncia e nimero de MVs/uL de amostra

bioldgica. O processo de imunofenotipagem de microvesiculas esta exemplificado na figura 12.
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Quadro 3. Painel para imunofenotipagem das populacdes de MVs.
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Figura 12. Fluxograma da imunofenotipagem das microvesiculas.
Fonte: Autoria propria.
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3.11. Analise estatistica

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos estudados foram apresentadas em
formas de tabelas e gréficos, elaboradas com o programa Excel 2013 (Microsoft Office 365).
Os resultados obtidos na imunofenotipagem foram analisados através do software FlowJo
(v.10). Para elaboracgéo das analises estatisticas convencionais utilizamos o software GraphPad
Prism (v.9.0.1).

Verificamos a normalidade dos dados com o teste Shapiro Wilk para cada variavel.
Comparamos os valores entre dois grupos através do teste de Mann-Whitney, enquanto para a
comparacao das variaveis com trés grupos, aplicamos o teste de Kruskal-Wallis. Os niveis de
significancia estatistica definidos para todos os testes foi de p<0,05.

A construcao das matrizes de correlacdes, foram elaboradas no programa Excel (Microsoft
Office 365), as associa¢des entre os niveis quantitativos das microvesiculas foram constituidas
utilizando o coeficiente dos valores do teste de correlacdo de Spearman e as correlagfes

selecionadas foram as que apresentaram um valor estatisticamente significativo (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil de microvesiculas circulantes em pacientes com trombocitemia essencial em uso
de hidroxiureia

Artigo original a ser submetido em revista Al
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RESUMO

A trombocitemia essencial ¢ uma neoplasia mieloproliferativa onde ocorre a proliferacdo
exacerbada de megacariocitos e trombocitose no sangue periférico. A hidroxiureia € um
citorredutor indicado como tratamento de primeira linha para essa patologia. As microvesiculas
(MVs) séo liberadas por diversos tipos de células e atuam no transporte de cargas capazes de
alterar o fenotipo e comportamento das células, na sinalizacdo intercelular, na evasdo imune e
na modulacdo do microambiente, favorecendo processos inflamatérios e tromboticos. Com o
propdsito de compreender o papel das Mvs na fisiopatologia da TE o objetivo deste estudo foi
caracterizar o perfil das microvesiculas circulantes em pacientes com diagnostico de
trombocitemia essencial que estdo fazendo uso de hidroxiureia. Foram incluidos 76 individuos
no grupo de estudo, sendo 38 pacientes com diagnostico confirmado de trombocitemia essencial
e 38 individuos para o grupo controle. As analises das amostras foram realizadas por citometria
de fluxo. O grupo com TE apresentou o maior nimero de MVs totais e dos marcadores: CD34,
CD13, CD11c, CD14, CD16, CD66b, CD3, CD19, CD56 e CD235a. Nosso estudo comprovou
que diversas populagdes de MVs podem estar envolvidas na patogénese da TE e que mesmo
apos o tratamento o nivel de MVs circulantes continua elevado. Também foi possivel encontrar
uma associagdo entre a diminui¢cdo do numero total de MVs com o aumento do tempo de
tratamento.

1. INTRODUCAO

A trombocitemia essencial € uma neoplasia mieloproliferativa caracterizada pelo aumento
do nimero de megacariécitos maduros na medula 6ssea e uma acentuada trombocitose no
sangue periférico 1. A Organizacdo Mundial de Salide (OMS) estima uma incidéncia de 1,5—
2,0 casos por 100.000 habitantes por ano, com maior prevaléncia no sexo feminino durante a
idade de 50 a 55 anos 2.

O desenvolvimento da TE é complexo e depende de um microambiente favoravel, que inclui
a comunicacao de diversas células e liberagcdo de citocinas. Esse microambiente garante a
sobrevivéncia das células neoplésicas, evasdo imune e estd associado ao quadro de inflamacéo

cronica encontrados nesses pacientes 4,

Nesse contexto, as microvesiculas (MVs) atuam na comunicacéo intercelular, sdo formadas
por brotamento de membrana e possuem o tamanho de 100 a 1000 nm > 7, Podem ser liberadas
por todos os tipos de células, com um contetdo diversificado que se altera dependendo do
estimulo recebido, sdo secretadas de forma exacerbada durante processos patoldgicos e estdo
presente em praticamente todos os fluidos corporais, portanto a caracterizagdo das MVs se torna

imprescindivel para melhor entendimento da patogénese das doengas & °.

As microvesiculas estdo presentes no desenvolvimento de diversas patologias, sdo grandes
promotoras do cancer no organismo, as celulas cancerosas liberam mais MVs do que células

saudaveis e carregam contetdos como proteinas e acidos nucleicos derivados dessas células
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malignas que podem ser transferidos a células saudaveis alterando seu comportamento
celular/molecular ou fen6tipo, aumentado a capacidade de metastase deste cancer. Além disso
as MVs podem controlar o microambiente para favorecer a progressdo do cancer e evitar que

essas células sejam eliminadas pelo sistema imunolégico 1% 11,

Desta forma, acredita-se que as MVs participam de processos fundamentais na proliferagéo
da TE e na regulacdo do microambiente celular desempenhando um importante papel no
desenvolvimento da neoplasia no organismo. Com o intuito de entender os possiveis papeis das
MVs nesta patologia, o objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil das microvesiculas
circulantes em pacientes com diagndéstico de Trombocitemia Essencial em uso de hidroxiureia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Tipo e local de estudo

Foi realizado um estudo descritivo-correlacional transversal na Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), localizado na cidade de Manaus,
Amazonas, Brasil. O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2021 a fevereiro de 2023. As
analises laboratoriais foram realizadas no Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores
(GIPB), Instituto René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ-Minas, Belo Horizonte,
MG, Brasil.

2.2.Aspectos éticos
O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. O projeto foi executado de acordo as normativas

estabelecidas na resolugdo 466/12. Processo com numero de parecer aprovado: 4.450.813.

2.3.Populacéo de estudo

Setenta e seis individuos, de ambos os sexos, com idade acima de 18 anos, foram incluidos
e categorizados em dois grupos: 38 pacientes diagnosticados com Trombocitemia essencial em
tratamento e 38 individuos negativos para doencas infecciosas e aptos para doagédo de sangue
da Fundacdo HEMOAM. Né&o foram incluidos pacientes com anormalidades adquiridas no

processo da Hemostasia, pacientes gravidas e com diagnostico para outra neoplasia.

2.4.Coleta de dados clinicos e laboratoriais
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Os prontuarios dos pacientes foram avaliados para coleta das caracteristicas
sociodemogréficas e clinicas: sexo, idade, presenca de esplenomegalia, manifestacdo de

eventos tromboticos ou hemorragicos e tempo de tratamento.

Para coleta dos dados laboratoriais foram realizados os exames: da Contagem de hemécias
(RBC), Hemoglobina (HBA), Hematocrito (HTO), Contagem de Leucdcitos (WBC), Contagem
de Plaquetas (PLT), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), neutrofilos segmentados
(%), Eosinofilos (%), Basofilos (%), Linfécitos (%) e Mondcitos (%), Lactato Deshidrogenase
(LDH), Acido Urico, Tempo de Atividade da Protombina (TAP) e Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (TTPa).

2.5.Amostras bioldgicas

Amostras de sangue periférico foram coletadas por puncéo venosa em tubos com citrato de
sodio 3,2%. As amostras foram centrifugadas a 400 xg por 15 minutos, posteriormente 0s
sobrenadantes / Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foram transferidos para os criotubos e
armazenados no laboratorio multidisciplinar da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas a -80 °C. As amostras dos pacientes e do grupo controle foram

coletadas em um unico tempo.

2.6.Anélise fenotipica de microvesiculas circulantes por citometria de fluxo

A andlise fenotipica de microvesiculas circulantes seguiu 0 método padronizado pelo Grupo
Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB), Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas,
com o citometro de fluxo CytoFLEX S (Beckman Coulter). As amostras de sobrenadante (PPP)
foram descongeladas em banho-maria a 36°C, e aliquotadas em tubos tipo eppendorf e
centrifugadas a 21475xg por 5 minutos em Temperatura Ambiente (TA) para obtencdo do
Plasma Livre de Plaguetas (PLP). Posteriormente tratamos as amostras com tampéo citrato-
heparina, e novamente centrifugamos a 21475xg rpm por 90 min a 18°C, retiramos o
sobrenadante, ressuspendendo o pellet a 100 pl de tampdo anexina. Foram distribuidos 100 pl
nos pocos (placa) contendo 2 pl de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que se
ligaram aos marcadores de superficie especificos presentes nas populacdes de MVs: Anexina
V-FITC (FS), CD34-PE (Cel. progenitoras), CD13-PE-Cy7 (cel. Mieloides) , CD33-APC (cel.
Mieloides), CD117-Efluor450 (cel. Mieloides), CD45-APC (leucdcitos), CD11c-PE-Cy5 (cel.
Dendriticas), CD14-PerCP (mondcitos), CD16-PE e CD66b-PE (neutrdfilos), CD3-PE (células
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T), CD19-APC (células B), CD56-PE-Cy5 (celulas NK), CD41a-PerCP (plaquetas), CD235a-
PE-Cy5 (eritrocitos) e CD51/CD61-PE (células endoteliais). Incubamos por 30 minutos ao
abrigo de luz em TA. Apds a incubacéo, foi aplicado 300 ul de tampéo de ligacdo de anexina
nos pocos, e por fim transferimos o contetdo para os microtubos de citometria de fluxo.
Levamos ao citometro de fluxo CytoFLEX S, que permite a deteccéo e caracterizagdo de MVs
numa escala de 100-900nm através da utilizacdo de microesferas sintéticas de calibracdo
denominadas Gigamix. Estas microesferas possuem tamanhos definidos (100nm; 160nm;
200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) servindo como referéncia para caracterizacdo de MVs.
Podendo ser adquiridos 500.000 MVs/amostra. Os resultados foram expressos em frequéncia e
ndmero de MVs/uL de amostra biologica.

2.7.Analise estatistica

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos estudados foram tabulados com o
auxilio do programa Excel (Microsoft Office 365). Os resultados obtidos na citometria de fluxo
foram analisados através do software FlowJo (v.10). Para elaboracdo das analises estatisticas
convencionais utilizamos o software GraphPad Prism (v.9.0.1).

Verificamos a normalidade dos dados com o teste Shapiro Wilk para cada variavel.
Comparamos os valores entre dois grupos através do teste de Mann-Whitney, enquanto para a
compara¢do das variaveis com trés grupos, aplicamos o teste de Kruskal-Wallis. Os niveis de

significancia estatistica definidos para todos os testes foi de p<0,05.

A construcdo das matrizes de correlagdes, foram elaboradas no programa Excel (Microsoft
Office 365), as associacdes entre 0s niveis quantitativos das microvesiculas foram constituidas
utilizando o coeficiente dos valores do teste de correlacdo de Spearman e as correlacbes

selecionadas foram as que apresentaram um valor estatisticamente significativo (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1.Caracterizacdo da populagdo de estudo

A populacéo de pacientes com diagnostico confirmado para Trombocitemia essencial (TE)
incluidos no estudo foram 38 pacientes e foram selecionados 38 individuos saudaveis para fazer

parte do grupo controle (GC).

A mediana de idade do grupo controle foi de 52 anos (11Q:51-53), enquanto a mediana de
idade dos pacientes foi de 59 anos (11Q:42-72), comparando os dois grupos, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (p=0,2175). Existe uma predominancia do sexo feminino na
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populagéo de estudo, com 32 mulheres e apenas 6 homens. No grupo controle, a predominancia
é para 0 sexo masculino com 25 homens e 13 mulheres, a diferenca entre os grupos foi

estatisticamente significativa (p=0,0001).

Tabela 1. Dados epidemioldgicos e clinicos e dos pacientes com Trombocitemia Essencial e do grupo controle.

Variaveis GC TE P value
n=38 n=38
Idade (ano), mediana [11Q] 52 [51-53] 59 [42-72] 0,2175
Feminino/Masculino, n (%) 13/25 (34/66) 32/6 (85/15) <0,0001
Tempo de hidroxiureia (ano), mediana - 3[1-9] -
[11Q]
Esplenomegalia, n (%), sim/nédo - 7 (18)/31(82) -
Eventos tromboticos, n (%),sim/ndo - 6 (16)/32(84) -
Eventos hemorragicos,n (%),sim/nao - 12(32)/26(68) -

Os dados estdo apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q), a normalidade foi testada pelo Shapiro-Wilk e
comparacgdo em entre 0s grupos foi feita com o teste Mann Whitney. Foi considerado estatisticamente significativo p=<0,05.
AbreviagBes: GC- grupo controle; TE- Trombocitemia essencial; n-nimero da amostragem; 11Q-intervalo interquartil.

O medicamento que os pacientes estavam utilizando no momento da coleta foi a
Hidroxiureia, a mediana do tempo de tratamento desses pacientes foi de 3 anos (11Q:1-9). O
paciente com menor tempo de tratamento foi de uma semana e o com maior tempo foi de 18
anos. Ainda, dentre os pacientes estudados, 66% apresentaram historico de alteracdes clinicas.
Destes, 18% pacientes com esplenomegalia, 16% com eventos trombéticos e 32% com eventos

hemorréagicos.

Os resultados dos testes laboratoriais hematolégico, bioquimico e testes de hemostasia dos
pacientes apresentaram-se dentro dos valores de referéncia. Apenas o volume corpuscular
médio VCM e as plaquetas encontravam-se um pouco acima do valor de referéncia. As analises
genéticas da variante JAK2V617F indicaram que 45% pacientes apresentaram a variante
genética JAK2V617F+ (dados apresentados no material suplementar).
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3.2. Perfil geral das microvesiculas plasméaticas em controles saudaveis em

comparagdo com pacientes com trombocitemia essencial

A figura 1 demonstra um namero maior de MVs estatisticamente significativo no grupo de
pacientes com TE para os marcadores de Anexina V+ (FS), CD34 (cel. Progenitoras), CD13
(cel. Mieloides), CD11c (cel. Dendriticas), CD14 (mondcitos), CD16 e CD66b (neutrofilos),
CD3 (linfécitos T), CD19 (linfocitos B), CD56 (cel. NK) e CD235a (eritrocitos) em
comparag¢do com o grupo controle. Mesmo os marcadores que ndo foram estatisticamente
significativos como o CD45 (leucdcitos), CD41a (plaquetas) e CD51/61 (cel. Endoteliais)

tiveram uma mediana maior no grupo de pacientes com TE.
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Figura 1. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em controles saudaveis, em comparagdo com pacientes com
trombocitemia essencial (TE). Os niveis de MVs foram quantificados em amostras de plasma coletadas na
admissao de pacientes com TE (n=38) e controles saudaveis (n = 38). Os resultados sdo apresentados em graficos,
mostrando a mediana do ndmero absoluto de MV/mm3 de plasma. A anélise dos dados foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney. Diferengas significativas entre os grupos foram consideradas e indicadas por asteriscos sendo p <
0,05 (*), <0,01 (**) e <0,001 (***). Abreviacdes: GC: Grupo Controle; TE: Trombocitemia Essencial.
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3.3. Perfil geral das microvesiculas plasmaticas em pacientes sem eventos clinicos em

comparacao com pacientes com historico de trombose

A figura 2 demonstra um nivel elevado de MVs estatisticamente significativo no grupo de

pacientes que ndo tiveram eventos trombdticos em comparagdo com 0s que tiveram eventos

trombdticos para os marcadores Anexina V+ (PS) e CD16 (neutrdéfilos).
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Figura 2. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) que ndo tiveram
eventos clinicos, em comparag¢do com pacientes que tiveram eventos trombdticos. Os resultados sdo apresentados
em graficos, mostrando a mediana do niimero absoluto de MV/mm? de plasma. A analise dos dados foi realizada
pelo teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas entre os grupos foram consideradas e indicadas por

asteriscos sendo p < 0,05 (*).

3.4.Perfil geral das microvesiculas plasmaticas em pacientes sem eventos clinicos em

comparacdo com pacientes com histérico de hemorragias

Os marcadores moleculares, CD11c (cel. dendriticas) e CD51/61 (cel. Endoteliais), foram

significativamente elevados em individuos com eventos hemorragicos (Fig. 3).
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Figura 3. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) que ndo tiveram
eventos clinicos, em comparagdo com pacientes que tiveram eventos hemorragicos. Os resultados sdo apresentados
em graficos, mostrando a mediana do nimero absoluto de MV/mm3 de plasma. A analise dos dados foi realizada
pelo teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas entre os grupos foram consideradas e indicadas por
asteriscos sendo p < 0,05 (*).

3.5.Perfil geral das microvesiculas plasmaticas em pacientes com a variante genética
JAK2V617F e sem a variante

A figura 4 mostra o perfil das microvesiculas em pacientes de TE que ndo apresentaram a
variante genética JAK2V617F (JAK2V617F-), em comparacdo com pacientes que apresentaram
a variante genética (JAK2V617F+). O marcador CD3 (linfocitos T) foi significativamente
elevado em individuos JAK2V617F-.
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Figura 4. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) que nao
apresentaram a variante genética JAK2V617F, em comparagao com pacientes que apresentaram a variante genética
JAK2V617F. Os resultados sdo apresentados em graficos, mostrando a mediana do nimero absoluto de MV/mmg3
de plasma. A analise dos dados foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas entre 0s grupos
foram consideradas e indicadas por asteriscos sendo p < 0,05 (*). Abreviacdes: Neg- negativo; Pos- positivo.

3.6.Perfil geral das microvesiculas plasméticas em pacientes categorizados de acordo
com o tempo de tratamento

A figura 5 mostra o perfil das microvesiculas em pacientes de TE categorizados em dois
grupos com base no tempo de tratamento, o0 primeiro grupo sendo composto por pacientes com
menos de 5 anos de tratamento e o segundo grupo com 5 anos ou mais de tratamento. A analise
de dados mostrou um nimero maior de MVs estatisticamente significativo no primeiro grupo

em comparagdo com o segundo grupo nos marcadores Anexina V+ (FS) e CD19 (linfocito B).



47

Annexin V4 CD34 co13 CcD31 conT

CD45 CD1e cD14 CD1& CDE6sb

Contagens absolutas
(MNs/mm?)
Hp
|
0
Sl
h
"
Hb
n
HH
.

cD3 cD1% CD56 CD41a CD235a CDS161

iaf Jaa| J7H Jea| 2% o

<5 =5 <5 =5 <5 =5

Tempo de tratamento
(hidroxiureia)

Figura 5. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) categorizados
em dois grupos com base no tempo de tratamento, sendo <5 e >5. Os resultados sao apresentados em graficos,
mostrando a mediana do ndmero absoluto de MV/mm3 de plasma. A analise dos dados foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney. Diferengas significativas entre os grupos foram consideradas e indicadas por asteriscos sendo p <
0,05 (*).

3.7.Matriz de correlacédo dos grupos de estudo

A figura 6 mostra todas as matrizes de correlages dos grupos de estudo, a matriz avaliou
todos os marcadores de microvesiculas e investigou a existéncia de correlagBes positivas ou
negativas entre essas microvesiculas, sendo selecionadas apenas as correlagdes estatisticamente

significativas (p<0,05).

No grupo controle é possivel observar correlagdes positivas fortes entre as populagdes de
microvesiculas, se comparamos ao grupo de pacientes é possivel notar que o ndimero de
correlagdes diminui e que algumas das correlagdes fortes no GC se apresentam como

correlagfes moderadas no grupo TE.

Nas matrizes dos grupos sem eventos, com esplenomegalia, com eventos tromboticos e
eventos hemorragicos é possivel notar uma diferenca nas correlagfes que séo estabelecidas

nesses grupos. Os pacientes sem eventos e com eventos hemorrégicos exibiram correlagdes
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positivas fortes e moderadas. Os grupos de pacientes com esplenomegalia e historico de

trombose possuem bem poucas correlagdes positivas comparados aos outros grupos.

Comparando as matrizes dos pacientes com idade menor que 60 anos e com 60 anos ou
mais, é possivel notar que os pacientes com maior idade retém mais correlacGes positivas entre

as populacdes de microvesiculas.

O grupo JAK2V617F+ possui menos correlagfes positivas do que o grupo JAK2V617F-.



(a)
coat
cDt4
css
66

CD&1/61

cD3
CD16

CD235a

CD56

cDile
con7

cD13

CD34

cD33

D19

(c)

(e)

(9)

0]

cpa1
cDui
cpas
CD66
CD51/61
cD3
cD16
CD235a
CDs6
CDM1c
con7
cD13
cpx
cp33
cp1g

CD41
co4
CD45

==

CD66

CD51/61
cD3
cDi6

CD235a

cDs6

Sem eventos

CD1c

cD117

cD13

cD34

C€D33

co19

coat
cD14
cpas

cD41
co4
cD45
CD66
CD51/61
cD3
cD16
CD2352
CD56
cDl1e
co17
cD13

CD34

cD33

CDe6

CD51/61

cD3
cDI6

co19

cD41
col4
cD45
CD66
CD51/61
cD3
cD16
CD235a
CD56
CDc
co117
cD13
cD34
CD33
co19

Negativos
JAK2VE1TF

coat
cp14

cpas

cpes

cost/et

cD3
cp16

cps6

CD11¢

cD117

cp13

cD34

cp33

coig

(b)

(d)

U]

(h)

)

coat
CD14
CD45
CD66
CD&1/61
cD3
CD16
CD235a
CD56
cDile
con7
cD13
CD34
cD33
D19

CcD41
c14
CD45 I

co68 ]

cosier ||

e [ ]

cD16

CD235a |

CDs6 ]

cD11e | |

co1T ‘

CcD13

CD34

co33 ||

ety [ [ 1111
g:98%pefgitogge
253885 858855a88a5
S oocog cgog3gBoooo

CD41

CD14 N

oo

CD&6

CD51/61

CD3

CD16

CD235a

CDs6

CD11c

conr

CD13

CD34

CD33

CD19
s Tu 88,088 20 xno0
308280848z 50a88a
coco o é cgo3goooo

CD41

CD14

CD45

CDEB6

CD51/61

CD3

CcD16

CD235a

CD56

CD11c

CD117

CD13

CD34

CD33

CD19

coa1 ||

co14 j Positivos

Cb4s JAK2VE1TF

CD66
CD51/61
cp3
CD16
CD235a
CD56
cD1c
co7
cp13
cD34
cD33
cp19

e gloefgtaozgge
qqqqq megg2cezge
2538585838 58835
uuuuguugugguuuu

49

Figura 6. Matriz de correlagées dos grupos de estudo, o grau de correlagéo é indicado pelas cores sendo Nl = -
1, indicando correlagdes negativas,[_1= 0, néo tem correlacdes e [l = 1, indicando correlagdes positivas. As
matrizes de correlagdo exibem associacdo significativa (p < 0,05). (a) grupo controle, (b) pacientes com
trombocitemia essencial, (c) pacientes sem eventos clinicos, (d) paciente com esplenomegalia, (e) pacientes com
eventos trombdticos, (f) pacientes com eventos hemorragicos, (g) pacientes com idade menos que 60 anos, (h)
pacientes com idade igual ou maior que 60 anos, (i) pacientes negativos para a variante JAK2V617F e (j) pacientes
positivos para a variante JAK2V617F.
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4. DISCUSSAO

A TE possui um mecanismo de acdo diverso que pode envolver células, citocinas e a
resposta celular de cada paciente. A proliferacdo clonal das células-tronco hematopoiéticas
causa alteracbes ndo somente quantitativa como qualitativa pois essas células possuem um
fendtipo pré-coagulante que estimulam a inflamagao no organismo. As citocinas interagem com
o0 endotélio vascular e as plaquetas, eritrocitos e leucdcitos se aderem a parede vascular gragas
aos receptores de adesdo do endotélio contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade.
Assim, os fenémenos relacionados a trombocitemia essencial requerem uma rede com inimeras

moléculas que sdo capazes de ativar o sistema hemostatico dos pacientes 2,

A mediana de idade do grupo em estudo esta na quinta década de vida. Esse dado esta em
conformidade com a incidéncia estimada pela Organizacdo Mundial de Salide (OMS) 2 e
corrobora com outros estudos brasileiros ** 4, como o realizado Criciima, Santa Catarina, em
que a média de idade encontrada foi 57,33 anos *° e o0 estudo realizado nos Estados Unidos que
coletou dados de dois grandes provedores de saude Thomson Reuters MarketScan Data e o
Ingenix Impact National Managed Care Integrated Health Care Information Solutions (IHCIS)

em que a média encontrada foi 57,2 anos e 52,6 anos respectivamente para cada banco de dados
16

Segundo dados publicados pela OMS estima-se que existe um predominio do sexo feminino
nesta patologial’ corroborando com os dados obtidos nessa pesquisa. Esse dado é semelhante a
outro estudo realizado com NMPs no Brasil em que a populacao era composta por 31 mulheres

que representavam 55% dos pacientes 2.

O tratamento da TE tem como objetivo normalizar as contagens sanguineas periféricas nos
pacientes que podem tolerar a intervencdo farmacoldgica 8. Os pacientes incluidos no estudo
estdo em tratamento, com o agente citorredutor Hidroxiureia (HU) e os regimes de tratamento

foram em torno de trés anos.

A escolha do melhor tratamento para os pacientes é feita por meio da avaliagdo clinica,
avaliacdo do risco de trombose e os exames laboratoriais. A citorreducdo é indicada aos
pacientes com idade superior a 60 anos, com histérico de trombose, e/ou com uma contagem
superior a 1.500 x 10 /L de plaquetas. A HU é escolhida nesses casos por apresentar uma maior

eficiéncia na redugdo de disturbios trombdticos, porém existem outros medicamentos que
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podem ser indicados a pacientes de alto risco, como o interferon alfa e a anagrelida®®. Nossos
pacientes demonstraram uma resposta favordvel ao tratamento e a maioria dos exames

laboratoriais estavam dentro do valor de referéncia.

Sabe-se que o quadro de inflamac&o cronica da TE pode levar a ocorréncia de eventos
clinicos como tromboses e hemorragias 2. Porto-Soares et al. observaram que 24% pacientes
estudados apresentaram eventos tromboticos, uma porcentagem maior do que o encontrado em
nosso estudo, porém a porcentagem de pacientes que apresentam esplenomegalia foi apenas 8%
dos pacientes . Os episddios hemorragicos sdo menos recorrentes na TE do que a trombose e
acontecem normalmente apds o diagnostico 2. Entretanto, encontramos uma porcentagem

maior de episddios hemorragicos do que trombdticos na nossa populacéo.

As microvesiculas ja foram descritas na literatura em diversas patologias como na sepse 22,
no cancer e em doencas hematoldgicas 2. Neste estudo observou-se um predominio de MVs
derivadas de células progenitoras, mieloides, dendriticas, mondcitos, neutréfilos, linfécitos T,
linfdcitos B, células NK e eritrocitos em pacientes com TE. Esse dado corrobora com os outros

estudos que foram realizados analisando as microvesiculas na Trombocitemia Essencial
24,25,26,27, 28

A Anexina V é um marcador celular que pode ser utilizado para marcacdo de
microvesiculas. E uma proteina que se liga ao calcio de 36 kDa e que possui alta afinidade pela
fosfatidilserina (FS) 2°. A translocacio da FS para o folheto externo da membrana plasmatica
ocorre durante a biogénese das MVs. A atividade pré-coagulante das MVs pode ser associada
a presenca da FS, que é carregada negativamente e consegue atrair eletrostaticamente proteinas
carregadas positivamente que fazem parte do processo de coagulacdo, como os fatores VII, 1X
e X, e a protrombina °. A FS é capaz n&o apenas de aumentar indiretamente a capacidade de

coagulagio, como também de facilitar a fusdo de membrana e transferéncia de cargas 3.

No nosso estudo néo foi realizado a analise da influéncia da atividade pro-coagulante que as
MVs carregadas negativamente pelas FS exercem no plasma dos pacientes, porém diferentes
autores ja comprovaram que esta atividade é maior em pacientes com NMP do que nos grupos

controles 32 25.33,34

A trombocitemia essencial € marcada pela proliferacdo desordenada da linhagem mieloide,
neste caso 0s megacariocitos. Portanto marcadores como o CD34, expresso em células tronco

e progenitoras e 0 CD13, CD33, marcadores de celulas de linhagem mieloide, podem estar
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presentes em niveis elevados nessa patologia. O alto nimero de MVs derivadas dessas células

também poderia indicar que esta ocorrendo hematopoiese extramedular .

Né&o existem estudos com MVs-CD34+ na TE, mas essa populacdo de MVs foi estuda em
outras patologias que levantam a possibilidade de utilizar o CD34 como um biomarcador de

prognostico e de doenca residual minima 3637,

Em estudos anteriores os niveis de microvesiculas derivadas de plaquetas (MVs-P) na TE
estavam sempre altos 2+ 26:27:28_ No nosso estudo a mediana da contagem absoluta de MVs-P
nos pacientes estava mais alta no grupo TE, porém ndo foi estatisticamente significativo, este
dado corrobora com o encontrado por Connor . Isso foi notado também na populagio de MVs
derivadas de células endoteliais, que apresentaram niveis elevados, porém néo foi
estatisticamente significativo, diferente do que foi publicado anteriormente em outros estudos

em que essa diferenca foi estatisticamente significativa 24 2°,

O nivel elevado de MVs derivadas de eritrocitos (235a) granulécitos (CD45, CD16 e
CD66b), mondcitos (CD14), linfécitos T e B (CD3 e CD19) e células NK (CD56) foram
encontradas no grupo TE. PopulacGes de MVs semelhantes foram encontradas no estudo de
Trappenburg et al 2*. Também encontramos um ndmero alto de microvesiculas derivadas de

células dendriticas (CD11c), porém ndo héa dados que corroborem com esse achado.

As hemécias podem exercer um papel dibio como pré e anticoagulantes 3°

e as
microvesiculas derivadas de eritrécitos ja foram apontadas como iniciadoras junto com o fator
XI na geracdo de trombina % #, A presenca de populagdes de MVs derivadas de células do
sistema imune, podem ser explicadas pela atuacdo dessas células na fisiopatologia da TE ao

liberar citocinas que promovem o estado inflamatorio dos pacientes #2.

Quando comparamos as populacdes de MVs dos pacientes com histérico de trombose e sem
histérico, o grupo de pacientes que ndo possuia historico de nenhum evento clinico detinha o
maior nimero de MVs em todas as populacfes, sendo estatisticamente significativo para a
Anexina V e o CD16. Como os pacientes incluidos no estudo estdo em tratamento, a
citorreducdo pode afetar a quantidade de MVs circulantes, como ja foi relatado antes na

literatura # 44 28,

O estudo realizado por Aswad et al encontrou um nivel elevado de MVs derivadas de células
endoteliais em pacientes com histérico de eventos hemorragicos ?’. Do mesmo modo, no

presente estudo, o grupo com historico de eventos hemorragicos apresentam um nivel maior de
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MVs em todos os marcadores do grupo com eventos hemorragicos, com CD11c (cel.
Dendriticas) e CD51/61 (cel. Endoteliais) sendo estatisticamente significativo. Assim, acredita-

se microvesiculas endoteliais circulantes elevadas podem indicar que houve dano ao endotélio
45, 46

Trés variantes genéticas podem ser encontradas na TE, a mais frequente é a JAK2V617F
identificada em 50-60% dos casos, a variante no éxon 9 do gene CALR (tipo 1, 52-pb delecéo

e tipo 2, 5-pb insercdo) em 30% dos casos e a variante no gene MPL a W515L em 3% dos casos
47

O grupo JAK2V617F+ quando comparado ao grupo JAK2V617F- exibiu menos MVs
provenientes CD3 (linfocitos T). Este dado ndo corrobora com o que foi descrito na literatura
26,28 Essa diminuicdo de MVs pode estar associado a modulagio da resposta imunoldgica. Um
estudo pulicado por Hekimoglu et al. mostrou que as células JAK2V617F+ liberam MVs
capazes de carregar fragmentos de DNA de JAK2V617F+, possuindo a capacidade de regular
células vizinhas, modular a resposta imunoldgica e atuar na patogénese da trombose nas NMPs
48 A modulagio da resposta imunoldgica pode ocorrer por meio da proteina de morte
programada (PD-1) expressa pelas células JAK2V617F+ que é capaz de diminuir a ativag&o de

células T #°.

A maioria dos pacientes com historico de trombose possuem a variante JAK2V617F+,
podendo haver possibilidade de que, apesar do nimero menor de MVs circulantes nos pacientes
JAK2V617F+, essas MVs podem ser mais pro-coagulante e estar exercendo um papel no
processo da trombose. Estudos indicaram que os pacientes JAK2V617F+ possuem MVs com

maior atividade pro-coagulante 32 2% 33,

A diminuicdo do numero de MVs circulantes nos pacientes JAK2V617F+ pode estar
associada ao tratamento citorredutor. Alguns estudos demostram que a resposta ao tratamento
melhora ao longo do tempo. O estudo realizado por Dingli e colabores, mostrou que apos 27
meses de tratamento com a HU houve uma redug¢do na incidéncia dos eventos trombéticos e

com 73 meses a maioria dos pacientes apresentava uma melhora continua com o tratamento >°.

O estudo de Besses et al, observou que mais de 50% dos pacientes diagnosticados com TE
tratados com HU, como tratamento de primeira linha, apresentavam uma diminuigédo

significativa na carga alélica da variante JAK2V617F apds 36 meses °L.
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Esse achado corrobora com o perfil de microvesiculas dos pacientes estudados o0s pacientes
com menos de 5 anos de tratamento exibiram um maior nivel de MVs totais (Anexina V+) e de
MVs derivadas de linfocitos B (CD19) estatisticamente significativo e as outras populagdes de
MVs também exibiam uma mediana maior do que 0s pacientes com 5 anos ou mais de

tratamento.

Levando em consideracgdo a resposta das MVs ao tratamento, sugerimos que a hidroxiureia
pode atuar na diminuicdo das populacdes de MVs tendo uma resposta melhor ao longo do
tratamento. Para corroborar com essa hipétese, categorizamos 0s pacientes em trés grupos por
tempo de tratamento e foi possivel notar que apesar de ndo ter nenhum valor estatisticamente
significativo as medianas das populacdes de MVs foram diminuindo conforme o tempo de

tratamento aumentava (dados apresentados em material suplementar).

A andlise das correlacfes apontou que diferente do grupo controle os pacientes com TE
apresentavam menos correlacdes entre as populacdes de MVs-P), podemos associar essa perda
ao tratamento. Os pacientes que ndo apresentaram eventos clinicos mantiveram a maioria das
correlag@es, junto com o grupo com histérico de eventos hemorrégicos, porém o grupo com
historico de hemorragia ndo apresentou correlacdes na populacdo de MVs-P. Assim como o
grupo com esplenomegalia, que perdeu quase todas as correlacdes, isso poderia indicar que 0
sequestro de células afeta a correlagdo entre as populacdes de Mvs. Os pacientes JAK2V617F+
perderam varias correlacdes em especial é possivel notar que perdem as correlacbes das

populagdes de MVs-P.

No grupo de pacientes com trombose podemos observar correlagdes positivas entre as
populacdes de MVs de mondécitos e plaquetas, neutréfilos e células endoteliais. E relatado na
literatura que os leucdcitos exercem um papel na trombose 2 participando da ativagdo celular,
producdo de espécies reativas de oxigénio, interagindo com as plaquetas e células endoteliais,
facilitando agregacdo plaquetaria e a adesdo ao endotélio #’. Falanga et al, observou que
leuctcitos e plaquetas transferem MVs entre si 3 podendo favorecer mudanca de fen6tipos

mutuamente das células envolvidas.

A quantificacdo de MVs demostrou que os pacientes com idade menor do que 60 anos
apresentavam mais microvesiculas do que os pacientes com 60 anos ou mais, porém 0s
pacientes mais velhos conservaram mais correlagdes positivas entre as popula¢fes de MVs.
Este fendbmeno pode estar relacionado com o avancgo da idade em que ocorre a diminuicdo da

liberagdo e o aumento da internalizagdo dessas MVs pelas células **.
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Esse estudo possui limitagGes, principalmente devido ao nimero limitado da populagéo de
estudo sendo necessario a realizacdo de mais estudos para avaliar a influéncia do tratamento
nas MVs, com uma populacdo de estudo maior, com tratamentos variados e se possivel avaliar

a resposta antes e depois do inicio do tratamento.
5. CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que 0s pacientes com trombocitemia essencial em uso do citorredutor
Hidroxiureia apresentam microvesiculas elevadas derivadas de diversas células como, células
progenitoras, mieloides, dendriticas, monadcitos, neutrofilos, linfocitos B e T, células NK e
eritrocitos. Nosso estudo € o primeiro a utilizar um painel tdo amplo para avaliar as populacdes
de microvesiculas na TE que demonstrou que varias populaces de MVs podem contribuir na
patogénese da TE e que mesmo apds o tratamento o nivel de MVs segue alto nos pacientes.
Nosso estudo também é o primeiro a fazer uma associacao entre a diminui¢do do nimero total

de MVs circulantes com o aumento do tempo de tratamento.
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Material Suplementar

Tabela 2. Caracteristicas laboratoriais dos pacientes e valores de referéncias.

60

TE pacientes Valores de Referéncia
Variaveis
n=38
JAK2V617F+, n (%) 12 (32) Negativo
RBC, mediana [IQR], mil/mm3 3,58 [3,23-4,57] 3,9-5,3
Ht, mediana [IQR], % 37,65 [35,80-42,25] 36-49
Hb, mediana [IQR], g/dL 12,60 [11,83-13,93] 12-16
VCM, mediana [IQR], fL 104,40 [95,05-112,70] 80-99
HCM, mediana [IQR], pg 33,55 [31,38- 37] 33-37
CHCM, mediana [IQR], g/dL 32,85 [32,10- 33,63] 33-37
WBC, mediana [IQR], x 103 mm3 5025 [3718- 6970] 3600-11000
Neutréfilos, mediana [IQR], % 62,50 [57,20- 68,10] 40-78
Linfocitos, mediana [IQR], % 29,90 [23,78- 36,65] 20-50
Mondcitos, mediana [IQR], % 4,80 [3,77- 5,85] 2-6
Eosindfilos, mediana [IQR], % 2 [1,20- 2,47] 1-5
Basofilos, mediana [IQR], % 0,70 [0,40- 1,02] 0-2

Plaquetas, mediana [IQR], x103 mm3
LDH, mediana [IQR], U/L
Acido Urico, mediana [IQR], mg/dL

TP, mediana [IQR], seg
INR mediana [IQR]

TTPa, mediana [IQR], seg

Fibrinogénio, mediana [IQR], mg/dL

448000 [350250- 521250]
408,50 [363,10- 460,80]
4[2,77- 4,80]

11,25 [10,78- 12,20]
0,96 [0,92- 1,04]

30,75 [28,33-33,08]

299 [254-377]

150000-400000
195-453
2,6-7,2

10-14
0,80-1

24-40

200-400
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Figura 7. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) que ndo tiveram
esplenomegalia, em comparacdo com pacientes que tiveram esplenomegalia. Os resultados sdo apresentados em
gréficos, mostrando a mediana do nimero absoluto de MV/mm3 de plasma. A anélise dos dados foi realizada pelo

teste de Mann-Whitney. N&o houve diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 8. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) com idade menor
que 60 anos, em comparagdo com pacientes com 60 anos ou mais. Os resultados sdo apresentados em gréficos,
mostrando a mediana do ndmero absoluto de MV/mm3 de plasma. A analise dos dados foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney. N&o houve diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 9. Perfil geral das microvesiculas (MVs) em pacientes com trombocitemia essencial (TE) categorizados

em trés grupos com base no tempo de tratamento, sendo <1, 2-5 e >10. Os resultados sdo apresentados em graficos,

mostrando a mediana do nimero absoluto de MV/mm3 de plasma. A analise dos dados foi realizada pelo teste de

Mann-Whitney. Nao houve diferencas estatisticamente significativas.
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5. CONCLUSAO

Os pacientes incluidos no estudo estavam na quinta década de vida, sdo predominantemente
mulheres, estavam em tratamento com o citorredutor hidroxiureia e 66% apresentaram histérico
de alteracdes clinicas. A maioria dos exames laboratoriais dos pacientes estavam dentro dos
valores de referéncia. As analises genéticas indicaram que 45% dos pacientes apresentavam a
variante genética JAK2V617F+.

A andlise do perfil das microvesiculas circulantes dos pacientes com diagndstico de
trombocitemia essencial em uso de hidroxiureia, mostrou que esses pacientes possuem mais
microvesiculas circulantes do que individuos saudaveis e que diversas populaces de MVs estdo
elevadas como as células progenitoras (CD34), mieloides (CD13, CD33), dendriticas (CD11c),
mondcitos (CD14), neutréfilos (CD16 e CD66b), linfocitos T (CD3), linfécitos B (CD19),
celulas NK (CD56) e eritrocitos (CD234a).

Esse amplo painel nos permitiu avaliar que existe diversas popula¢des de MVs envolvidas
na TE que contribuem de forma direta ou indireta para a progresséo dessa neoplasia, como por
exemplo, favorecendo a coagulacdo e/ou inflamacdo e modulando a resposta imunoldgica.
Também foi possivel notar que mesmo apds o tratamento o nivel de microvesiculas nestes
pacientes esta elevado, porém encontramos uma associacdo entre a diminui¢do do nimero de
MVs com 0 aumento do tempo de tratamento, o que indica que o tratamento a longo prazo pode
levar a normalizacdo desse nivel de MVs.

O trabalho possui limitagbes como o baixo nimero amostral, baixo nimero de pacientes
que apresentaram eventos trombaticos e a coleta das amostras ter sido realizada em diferentes

estagios da doenca e graus de intensidade do tratamento.

Por esse motivo, sdo necessarios mais estudos para avaliar o perfil das microvesiculas
circulantes nos pacientes com TE que tiveram eventos trombdticos em busca de um
biomarcador que possa predizer esses eventos e que essa coleta seja realizada em diferentes
etapas como antes do tratamento, durante e com outros medicamentos como a anagrelida ou o

acido acetilsalicilico.
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.450.813

Apresentagdo do Projeto:

As Neoplasias Mieloproliferativas cronicas sédo doencas clonais causadas pela proliferacdo aberrante de
células hematopoiéticas na medula éssea. Caracterizam-se por rearranjos genéticos cujos produtos atuam
nas principais vias de transducao de sinais celulares (JAK/STAT, a via PI3K-AKT e proteinas da via MAPK)
que conduzem a uma superproducao simples ou multilinear dos elementos eritréides, mieldides e
megacariociticos. Entre as neoplasias mieloproliferativas crénicas mais frequentes destacam: Leucemia
Mieldide Cronica (BCR-ABL1 +), Policitemia Vera, Trombocitemia Essencial e Mielofibrose Primaria; estas
ultimas classificadas como BCR-ABL.

As neoplasias mieloproliferativas crénicas representam um grupo heterogéneo de

doengas clonais da célula progenitora hematopoiética, sendo caracterizadas por proliferacéo elevada, mas
com diferenciacéo e maturacéo relativamente preservadas.

Nos ultimos anos, diversos estudos permitiram a descoberta das bases moleculares

dessas doencas, que tém, em comum, a ativacao constitutiva da tirosinoquinase decorrente de mutagées
adquiridas pela célula-tronco hematopoética.

Sabe-se que a deteccdo de mutagdes nos genes JAK2, MPL e CARL e o conhecimento de fatores genético
individuais podem contribuir para uma melhor avaliacao prognéstica dos pacientes com NMC que, apesar de
diagnostico definido respondem de forma diferente durante o curso do tratamento. Assim, ao conhecer o
background genético dos pacientes espera-se tracar um perfil

Enderego: Av. Constantino Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone:  (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam.am.gov.br

Péagina 01 de 05



75

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E W"“'
HEMOTERAPIA DO

Continuagdo do Parecer: 4.450.813

clinico baseadas nas variantes encontradas nesta populacao a fim de que biomarcadores moleculares
sejam utilizados para ajudar a controlar o avango da doenga.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas: Leucemia mieloide
crénica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MP).
Objetivo Secundario:

+ Rastrear a translocacao BCR-ABL1 p210 mediante andlise de transcritos b2a2 e b3a2;

+ Determinar a frequéncia de mutagdes nos genes JAK2 (JAK2V617F, éxon 12), CALR (mutacdes éxon 9) e
MPL (mutacdes éxon 10); « Avaliar a presenca simultanea da mutacdo BCR-ABL1 e JAK2V617F;

+ Identificar o haplétipo do gene JAK2 (pesquisa do alelo G pelo SNP rs10974944);

+ Avaliar a associagao da presenca do alelo G com a mutagao V617F do gene JAK2;

+ Associar as mutagdes nos genes JAK2, MPL e CALR com caracteristicas clinicas e laboratoriais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da pesquisa caracterizam-se por perda de amostras, de informagdes dos pacientes e quebra de
sigilo. A fim de evita-los, as amostras serao identificadas e armazenadas corretamente tornando-se viaveis
para estudos futuros. Os dados pessoais dos participantes da pesquisa serdo armazenados em planilha do
software Microsoft Excel, acessivel somente aos pesquisadores do estudo em estado de sigilo e garantindo
a nao utilizacao das informacgdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Beneficios:

Os beneficios da participagao nesta investigacao estéo direcionados ao estudo molecular das neoplasias
Mieloproliferativas crénicas BCR-ABL1 negativas na populagdo Amazonense, a compreensao de novos
achados genéticos que geram grande impacto no manejo e tratamento destas malignidades hematoldgicas.
Com isso, a realizac@o desta pesquisa contribuira a aquisicao de ferramentas diagndsticas/progndsticas a
favor da populagao alvo.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Projeto bem delineado, metodologia coerente com objetivos e cronograma.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
1)Folha de rosto anexada a PB;

2)Cartas de anuéncia anexadas & PB;

3)Termo de Consentimento Livre e Esclarecido anexado & PB;
4)Instrumento da Pesquisa junto com o projeto anexado & PB;

)
)
)
)
5)Riscos: Anexados a PB;
6)Beneficios: Anexados a PB;
7)TCUD anexado a PB;
8) Curriculo lattes do pesquisador responsavel anexado a PB.
)

9) Cronograma: Adequado.

Recomendagdes:
Vide conclusbes ou pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O projeto é importante para caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas
cronicas: Leucemia mieloide crénica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e
Mielofibrose primaria , sendo viavel do ponto de vista ético e de acordo com a Resolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Salde (CNS).

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 04/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1658907.pdf 18:46:29
TCLE / Termos de | TCLEfinal.pdf 04/12/2020 |ANDREA Aceito
Assentimento / 18:46:00 |MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO
Auséncia
Qutros AndreaTarrago.pdf 02/12/2020 |ANDREA Aceito

18:05:17  |MONTEIRO
Projeto Detalhado / |projeto.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Brochura 16:49:52 |MONTEIRO
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QOutros labgen.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
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7.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Q Fundacdo Hospitalar
de Hematologia
e Hemoterapia
do Amazonas

A HEMOAM

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Conforme Resolu¢io N° 466/12 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

O presente documento visa convida-lo para participar no projeto de pesquisa que tem por
titulo:“Caracterizacio molecular de pacientes com neoplasias mieloproliferativas
cronicas”, sendo a pesquisadora responsavel: Dra. Andréa M. Tarragd e colaboradores.
Assim, o estudo tem como objetivo caracterizar as alteragdes genéticas que estao presentes
em pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas: Leucemia mieldide cronica
(LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MP).

JUSTIFICATIVA: Mediante da sua participagdo nesta pesquisa, a Fundagao Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia de Amazonas- HEMOAM permitira oferecer ferramentas no
diagnostico/prognostico em pacientes que sejam atendidos na Fundagdo com doengas no
sangue chamadas neoplasias mieloproliferativas cronicas. Assim como compreender novos
conhecimentos que provocam grande impacto no acompanhamento do tratamento destas
doengas. No Estado de Amazonas nao existem pesquisas sobre estudo molecular de
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas, que identifiquem alteragoes em genes denominados
JAK2, MPL e CALR, importantes no desenvolvimento de doengas no sangue (neoplasias
mieloproliferativas cronicas).O estudo proposto abrange seres humanos; portanto envolve

certos riscos/ desconfortos e beneficios, os quais sio apresentados a seguir:

RISCOS E DESCONFORTOS: Sua participagao nesta pesquisa nao esta associada a
nenhum tipo de risco, os unicos desconfortos estao associados ao processo de coleta do
sangue, manifestando uma possivel aparigédo de hematoma, sangramento no sitio de pungao,
ardor causado pelo alcool, lesao de nervo (raramente), nauseas, vomitos ou desmaios.
Ressalta-se que a equipe de coleta de amostras é altamente qualificada, os quais possuem
manuais e treinamentos para identificar e tratar reagdes que possam surgir durante ou apos

extragdo do sangue.
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BENEFICIOS: Os beneficios indiretos da sua participagdo nesta investigagdo estdo
direcionados ao estudo molecular (material genético) de doengas no sangue chamadas
neoplasias Mieloproliferativas cronicas na populagdo Amazonense e a aquisi¢ao de novos
conhecimentos que provocam grande impacto no monitoramento e tratamento destas
doengas. Com isso, a realizagdo desta pesquisa contribuira a aplicagdo de ferramentas
diagnosticas/prognosticas a favor da populagdo em estudo; ndo originando nenhum tipo de

beneficio direto ou remuneragao de nenhuma espécie para os participantes desta pesquisa.

Em caso de vocé aceitar participar do estudo, serdo realizados os seguintes

procedimentos:

PROCEDIMENTO DE COLETA DO SANGUE/ ANALISE LABORATORIAL: Sera
extraida uma amostra de sangue, limpando o sitio de puncao com algodao e alcool,
empregando agulhas e tubos plasticos novos e estéreis. As amostras do sangue serdo
coletadas em quatro tubos (um com tampa azul, um com tampa amarela e dois com tampa
roxa), utilizando um volume de sangue acorde as indicagdes do fabricante. Ao finalizar a

puncdo, a amostra se armazenara em condi¢des otimas até sua analise laboratorial.

REVISAO DE PRONTUARIOS MEDICOS: Serio revisados os seus prontudrios médicos
tanto nos arquivos fisicos como nos arquivos digitais (arquivos armazenados no sistema do
HEMOAM) para obtencao de dados clinicos como Sexo, Idade, diagnéstico (CID= Cddigo
estabelecido para uma determinada doenga) resposta ao tratamento e quadro clinico
manifestado.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia,
devera falar para alguém da equipe da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia,
podera contactar diretamente Dra. Andréa Monteiro Tarrago, pesquisadora responsavel pelo
estudo, através do telefone 92) 99136-0001 ou por e-mail
andrea_s_monteiro@hotmail.com. Nos lhe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que
for necessaria para garantir seu bem-estar e do seu acompanhante. A equipe da pesquisa ira
garantir que voceé receba assisténcia imediata para repara¢ao a dano (caso tenha quaisquer
tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios), sofridos no decorrer de sua

participacao na pesquisa, previsto ou nao neste documento.

2/4

80



Apos conhecer os procedimentos que serdo realizados para desenvolver o estudo,

vocé devera saber o seguinte:

VOLUNTARIEDADE: Sua participacao neste estudo é totalmente voluntaria. Vocé tem o
direito a recusar-se a participar ou retirar-se do estudo em qualquer momento, sim que esta
decisao afete a qualidade de atendimento médico (ou de outra indole) no HEMOAM. Cabe

mencionar, que vocé nao perdera nenhum direito legal por assinar este documento.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes a participagdo neste estudo permanecerao confidenciais durante o
desenvolvimento da pesquisa toda, ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua
identidade. Assim mesmo, os dados obtidos de testes realizados poderao ser utilizados de
forma anénima para publicagdes cientificas ou ser apresentados em uma reuniao cientifica.
Em caso de duvidas, dentincias ou reclamagdes sobre a sua participagao e sobre questdes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM); e-mail:
cephemoam@gmail.com; enderego: na Av. Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2°
andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM), Chapada, Manaus - AM; telefone: (92) 3655-0114. O
horario de funcionamento do CEP ¢é de 8 as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biologico coletado
(sangue) sera utilizado somente para o que se propde neste estudo e solicitamos a sua
autorizagao para armazenamento de material para estudos futuros. Garantimos que toda nova
pesquisa a ser realizada utilizando as amostras armazenadas sera submetida a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa — CONEP.

Desta forma, o Sr. (a) autoriza que o seu sangue seja guardado para pesquisas futuras
relacionadas com o estudo de alteragdes genéticas que desenvolvem doengas no sangue?

( )Sim ou ( )Nao
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em

questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador) (Impressao dactiloscopica)

Manaus, f /
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7.3.INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO
AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS APLICADAS A
HEMATOLOGIA

TITULO DO PROJETO: CARACTERIZACAO DO PERFIL DE MICROVESICULAS
CIRCULANTES EM PACIENTES COM TROMBOCITEMIA ESSENCIAL

CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICAS

CIDdo & Diagnostico = Sexo  Idade @ Esplenomegalia Eventos Eventos Tratament
Paciente (sim/nao) tromboticos = hemorragicos o
(sim/néo) (sim/néo)

PARAMETROS LABORATORIAIS

. ] PARAMETROS PARAMETROS
PARAMETROS HEMATOLOGICOS HEMOSTATICOS BIOQUIMICOS
WB | PQT
RB | Wt | Hba | VC [ HC | CHC I C(x )\ & | wp | Ny | T1pa | FB | pH AU
c o (gdL| M M M 103 | 103 (seg) | R (seq) (mg/dL (UIL) (mg/dL)
) (fL) | (pg) | (o/dL) | mm3 | mm3 )
) )




