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RESUMO

OLIVEIRA, Paula Fernanda de. Estado nutricional e suas relacfes
com populagbes de linfécitos T e marcadores inflamatérios em
individuos com diagndstico recente de neoplasias hematolégicas
malignas. Floriandpolis, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Nutrigdo) —
Programa de Pdés-graduacdo em Nutricdo, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, 2013.

Orientador: Everson Araujo Nunes, Dr.

Neoplasias hematoldgicas compreendem um grupo heterogéneo de
doencas, entre elas, destacam-se as leucemias, os linfomas e 0 mieloma
multiplo. Reconhecidamente, o componente inflamatdério € um fator
inerente as neoplasias. Deste processo participam células imunitarias e
mediadores inflamatérios que podem repercutir sobre o estado
nutricional dos individuos acometidos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as proporcdes de linfocitos T CD4", T CD4'IL-17"e T CD§",
concentracdes de citocinas plasmaticas (interleucina(lL)-6, IL-10, I1L-17
e fator de necrose tumoral (TNF)), e suas relacdes com o estado
nutricional de individuos com neoplasias hematolégicas malignas. Este
€ um estudo descritivo, envolvendo dezesseis individuos de ambos 0s
sexos com diagnostico de neoplasias hematol6gicas malignas foram
incluidos no estudo. Para avaliar as proporcdes das populagdes
linfocitarias, amostras de sangue foram incubadas por 4h em meio de
cultura na presenca ou ndo de estimuladores. Posteriormente, as células
foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpos (anti-CD4,
anti-IL-17A e anti-CD8) ligados a fluoréforos especificos, e adquiridas
por citometria de fluxo. As concentracbes de citocinas foram
determinadas por citometria de fluxo. O estado nutricional foi avaliado
pelos pardmetros: indice de massa corporal (IMC), cincunferéncia
muscular do braco (CMB) e percentual de perda de peso. A propor¢do
de linfécitos T CD4+, T CD4'IL-17"e T CD8" encontradas foram,
respectivamente, 30,2% (16,8; 39,6), 2,5% (2,1; 10,8) e 19,5% (8,2;
25,5) e a razdo CD4":CD8" foi 1,5 (1,0; 3,5). Em analise por diagnostico
observou-se que os individuos com linfoma apresentaram maior
propor¢do de linfécitos T CD8' (p=0,024) e uma menor razdo
CD4":CD8" (p=0,006) em relagdo as leucemias. A proporgdo de células
T CDA4'IL-17" foram correlacionadas negativamente com a razo
CD4:CD8 e positivamente com a CMB. A concentracdo de IL-6
encontrada foi aproximadamente 4 vezes superior aos valores descritos



na literatura para individuos normais. Os individuos participantes ndo
apresentaram comprometimento nutricional, com base nos pardmetros
antropomeétricos. A partir dos resultados foi possivel constatar que 0s
individuos com neoplasias hematolégicas em fase inicial néo
apresentam comprometimento nutricional, considerando a avaliacdo
antropométrica, embora apresentem um quadro inflamatorio
pronunciado pela elevacdo de marcadores inflamatérios. Os individuos
com linfomas mantiveram melhor a proporcéo de linfécitos T CD8 em
relacdo as leucemias, e a possivel relagdo positiva entre as células Th17,
T CD8 e CMB, soma evidéncias de que essas células podem
desempenhar um papel importante na imunidade antineoplasica e
prognostico.

Palavras-chave: Neoplasias hematoldgicas. Linfdcitos T. Citocinas.
Estado nutricional.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Paula Fernanda de. Nutritional status and its relations
with populations of T lymphocytes and inflammatory markers in
patients with newly diagnosed hematological malignancies.
Florianépolis, 2013. Dissertation (Master in Nutrition) — Post
Graduation Program in Nutrition, Federal University of Santa Catarina,
Floriandpolis, 2013.

Supervisor: Everson Araujo Nunes, Dr.

Hematological neoplasms comprise a heterogeneous group of diseases,
among them are the leukemias, lymphomas and multiple myeloma.
Admittedly, the inflammatory component is a factor inherent to
neoplasms. In this process, there is the participation of immune cells and
the inflammatory mediators produced by them, which can, among other
functions, modify the nutritional status of the affected individuals. The
aim of this study was to evaluate the proportions of CD4", CD4"IL-17"
and CD8" T cells, plasma cytokine concentrations (interleukin (IL)-6,
IL-10, IL-17 and tumor necrosis factor (TNF)), and their relationship to
the nutritional status of patients with hematological neoplasms. This is a
descriptive study involving sixteen individuals of both sexes diagnosed
with hematological neoplasms were included in the study. To assess the
proportions of lymphocyte populations, blood samples were incubated
for 4h in culture medium in the presence or not of stimulators.
Subsequently, the cells were fixed, permeabilized and stained with
antibodies specific fluorophores linked to (anti-CD4, anti-IL-17A and
anti-CD8) and acquired by flow cytometry. Concentrations of cytokines
were determined by flow cytometry. Nutritional status was assessed by
parameters: body mass index (BMI), arm muscle circumference (AMC)
and percentage of weight loss. The proportion of CD4" T cells, CD4"IL-
17" and CD8" T cells were, respectively, 30.2% (16.8, 39.6), 2.5% (2.1,
10.8), and 19.5% (8.2, 25.5) and the CD4":CD8" was 1.5 (1.0, 3.5). In
diagnostic analysis showed that individuals with lymphoma had a higher
proportion of CD8" T lymphocytes (p = 0.024) and reduced the
CD4":CD8" ratio (p = 0.006) compared to leukemias. The proportion of
CD4*IL-17" was negatively correlated with the CD4:CD8 ratio and
positively with the AMC. The concentration of IL-6 found was
approximately 4 times higher than the values reported in the literature
for normal subjects. The individuals involved had no nutritional
impairment. Based on the results, it was established that individuals with



hematologic neoplasms, in early stage, have no nutritional impairment,
based in antropometric evaluation, although showed a pronounced
elevation in inflammatory markers. Individuals with lymphomas
presented a higher proportion of CD8" T lymphocytes compared to
leukemias and a potential positive relationship between Th17 cells, CD8
and AMC. Such data increase evidences that these cells may play an
important role in antineoplastic immunity and prognosis.

Keywords: Hematological neoplasms. T cells. Cytokines. Nutritional
status.
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1 INTRODUCAO

Neoplasia ¢ um termo utilizado para designar doencas nas quais
células anormais dividem-se de maneira descontrolada, tornando-se
capazes de se alastrar a outros tecidos. Quando elas sdo originadas de
tecidos produtores de células sanguineas e de células do sistema
imunitario, sdo chamadas de neoplasias hematoldgicas. Fazem parte
desse grupo heterogéneo de doencas as leucemias e os linfomas
(ALMEIDA et al, 2005; SWERDLOW et al, 2008).

As leucemias sdo doencas malignas das células progenitoras da
medula Gssea e de outros Orgdos hematopoiéticos. Podem ser
subdivididas de acordo com o tipo de linhagem celular que é afetada,
linfoide ou mieloide, e de acordo com a velocidade de progressdo da
doenca, aguda ou crbnica. Assim, as leucemias sdo classificadas como:
linfoide aguda, mieloide aguda, linfoide crénica e mieloide cronica
(ALMEIDA et al, 2005; HAMERSCHLAK, 2008;).

Entre os fatores associados com o desenvolvimento das
leucemias, destaca-se: tabagismo, radiacéo, sindrome de Down e outras
doencas hereditarias, benzeno (presente na fumaca de cigarro, gasolina e
indGstria quimica), algumas classes de drogas utilizadas em
quimioterapia, sindrome mielodisplasica e outras desordens sanguineas
(POLYCHRONAKIS et al, 2013).

Outro subgrupo de neoplasias hematoldgicas sdo os linfomas.
Esses sdo originados nos linfonodos, estruturas do sistema imunitario
concentradas em diversas regiées do organismo, e séo classificados em
dois tipos: Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin (LNH) (MOUNTER,;
LENNARD, 1999; ALMEIDA et al, 2005; FLOWERS; ARMITAGE,
2010).

Na maior parte desses casos, a etiologia é desconhecida, embora
exista associacdo com a funcdo imunitaria alterada. Assim, individuos
imunossuprimidos, portadores de doengas autoimunes severas, €
infectados pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus), HTLV-1
(Human T-lymphotropic virus Type 1), EBV (Epstein—Barr virus) e
herpes virus 8, possuem maior risco para 0 desenvolvimento de
linfomas. Além disso, infeccdo por Helicobacter pylori, alteracGes em
genes envolvidos com a resposta imunitaria, exposi¢cdes ocupacionais e
ambientais a substdncias quimicas também estdo associadas ao
desenvolvimento dessas neoplasias (ALEXANDER et al, 2007;
HJALGRIM, 2012).
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Ainda, entre as neoplasias hematolégicas tem-se o mieloma
multiplo, doenca causada pela proliferacdo de um linfécito B clonal
neoplasico, formador de células produtoras de imunoglobulinas
anbmalas. E caracterizado pelo comprometimento do esqueleto em
diversos lugares, podendo se propagar, também, para os linfonodos e
localizac@es extralinfonodais, como a pele (SUCRO et al, 2009).

S&o desconhecidos os fatores de risco para o desenvolvimento de
mieloma multiplo, entretanto, acredita-se que exista uma combinacgdo
entre fatores genéticos e exposicdo a fatores ambientais, tais como:
radiacdo ionizante; substancias quimicas (solventes) e herbicidas;
asbesto e benzeno; infecgBes virais (herpes virus 8, HIV, hepatite C)
(ALEXANDER et al, 2007).

Reconhecidamente, o componente inflamatério ¢ um fator
inerente as neoplasias. Deste processo participam células imunitarias e
mediadores inflamatorios por elas produzidos. Entre essas células estdo
os linfocitos T CD4", reguladores essenciais da resposta imunitaria
antineoplasica. Essas células direcionam a diferenciacdo de outras
células imunitarias em resposta a variedade de antigenos neoplasicos e
outros fatores liberados por elas. Também, os linfécitos T CD8" ou T
citotdxicos, que causam a destruicdo de células infectadas ou anormais,
constituindo, assim, o principal mecanismo de defesa antineoplasica
(ZHU; PAUL, 2008; ALLEN et al, 2011).

Dentre os linfocitos T CD4", destacam-se os T helper 17 (Th 17).
Estas células tém sido envolvidas no desenvolvimento de doencas
inflamatdrias e seu papel é discutido nas neoplasias. Muitos dos efeitos
mediados por essa célula sdo atribuidos a IL-17A por ela produzida. A
diferenciacdo desse fenétipo celular é mediada pela agéo de citocinas,
como IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-B (Transforming Growth Factor f3), €
atividade de fatores de transcri¢cdo, como STAT-3 (Signal Transducer
and Activator of Transcription 3) e ROR-yt (Retinoid-related orphan
receptor gama t) (PARK et al, 2005; PECK; MELLINS, 2009; KORN
et al, 2009;MURUGAIYAN; SAHA, 2009; WU et al, 2009).

No ambito das neoplasias, os linfécitos Thl7 podem exercer
atividade pr6 ou antineoplasica. Elas parecem induzir a producdo de
uma ampla variedade de fatores angiogénicos, incluindo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) que promove a angiogénese
inflamatdria e neoplésica, favorecendo assim, o crescimento neoplasico.
Porém, esse efeito parece ter maior relevancia nas neoplasias solidas
(NUMASAKI et al, 2003; NUMASAKI; LOTZE; SASAKI, 2004;
TAKARASHI et al, 2005). Inversamente, em estudo com neoplasia
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pulmonar em ratos, células Th17 provocaram um quadro inflamatério
protetor pelo recrutamento de células dendriticas, granulécitos e
linfocitos T CD4 e CD8 efetoras (MARTIN-OROZCO et al, 2009). E
em individuos com leucemia linfocitica crénica, uma maior proporgéo
de Thl7 esteve relacionada a melhor prognoéstico (JAIN et al, 2011;
NIARAGH et al, 2013).

As citocinas sdo substancias produzidas por células imunitarias
gue atuam sobre aspectos especificos da inflamacdo, retroalimentando o
processo inflamatdrio. Citocinas pré-inflamatérias, tais como fator de
necrose tumoral (TNF) e interleucina(lL)-6 podem desempenhar
importantes papéis na iniciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células
neoplasicas  (TANNO; MATSUI, 2011; KIMURA; NAKA;
KISHIMOTO, 2011). Além delas, a IL-17 tem sido implicada no
desenvolvimento de doencas autoimunes e inflamatérias (WU et al,
2009). Por outro lado, a IL-10, citocina com atividade anti-inflamatoria,
desempenha o papel de reprimir a atividade das células T e a producéo
de citocinas pré-inflamatorias (OUYANG et al, 2011). A atuacao desses
mediadores pode repercutir negativamente sobre o estado nutricional
dos individuos, podendo levar ao hipermetabolismo, a perda de peso e a
reducdo da massa corporal magra, e afetar a qualidade de vida e a
resposta ao tratamento e, consequentemente, 0 prognostico desses
individuos (DEWYS et al., 1980; ARGILES et al., 2003; WILMORE et
al., 2006).

Embora a condi¢do nutricional dos individuos com neoplasias
hematoldgicas malignas ndo apresente comprometimento inicialmente,
ele pode ser modificado com o avancar da doenga e, especialmente, com
o tratamento quimioterapico empregado (ALMEIDA et al., 2005).

Conhecer a proporcdo de células imunitérias do sangue periférico
e a concentracdo de citocinas plasmaticas com potencial implicacdo
progndstica e suas relagdes com o estado nutricional de individuos com
neoplasias hematolégicas malignas na etapa anterior ao tratamento
guimioterapico é de extrema importancia, pois possibilita 0 manejo
nutricional adequado visando a uma melhor resposta ao tratamento e a
qualidade de vida desses individuos.

Diante disso, formulou-se a seguinte pergunta de partida: Qual a
associacdo do estado inflamatério e nutricional de individuos com
diagnostico de neoplasias hematolégicas previamente ao inicio do
tratamento?

O presente trabalho esta inserido no Grupo de Pesquisa em
Imunonutri¢do, o qual é integrado por professores e alunos do Programa
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de Poés-Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os dados aqui apresentados séo dados iniciais de um
ensaio clinico randomizado que envolvera a suplementacéo de 6leo de
peixe em individuos com neoplasias hematoldgicas malignas durante o
tratamento quimioterapico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagio das proporcdes de linfocitos T CD4", Th17
(CD4'IL-17") e CD8", concentragbes de citocinas plasmaticas e
variaveis relacionadas ao estado nutricional de individuos com
neoplasias hematoldgicas malignas.

1.1.2 Objetivos Especificos

Em individuos com neoplasias hematolégicas malignas:

= Avaliar a proporcéo de linfocitos T CD4", Th17 (CD4'IL-17%)
e CD8" no sangue periférico;

= Determinar a concentracdo de citocinas plasmaticas (IL-6, IL-
10, IL-17A, fator de necrose tumoral);

= Avaliar pardmetros laboratoriais (hemograma completo, PCR,
albumina);

= Avaliar o estado nutricional por meio dos métodos
antropométricos: indice de massa corporal, circunferéncia muscular do
brago, percentual de perda de peso;

= Correlacionar proporgdes de linfocitos T CD4", CD8", Th17,
concentragBes de citocinas plasmaticas, parametros laboratoriais e as
variaveis relacionadas ao estado nutricional.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

O termo neoplasia significa “novo crescimento” e € utilizado para
designar doengas nas quais células anormais se proliferam de maneira
excessiva e desregulada. Quando malignas séo capazes de se alastrar a
outros tecidos e se espalhar para outras partes do organismo por meio do
sangue ou do sistema linfatico. Existem mais de duzentos diferentes
tipos de neoplasias malignas, geralmente recebem o nome do 6rgéo ou
do tipo de célula a partir do qual teve origem (ALMEIDA et al, 2005).

A categoria de neoplasias originadas de tecidos produtores de
células sanguineas, como a medula 6ssea, e de células do sistema
imunitario, inclui: leucemias e outros transtornos mieloproliferativos,
linfomas e mieloma multiplo. Esse conjunto heterogéneo de doencas é
chamado de neoplasias hematolégicas malignas (SWERDLOW et al,
2008).

As leucemias compdem um grupo heterogéneo de neoplasias que
tem como origem células progenitoras da medula déssea e de outros
6rgdos hematopoiéticos em menor grau. Tem como principal
caracteristica 0o acumulo de células jovens anormais (blastos), que
substituem as células sanguineas normais. Podem ser subdivididas de
acordo com o tipo de linhagem celular que é afetada, linfoide ou
mieloide, e de acordo com a velocidade de progressdo da doenca, aguda
ou crbnica. Assim, as leucemias sdo classificadas como: linfoide aguda;
mieloide aguda; linfoide crénica e mieloide crénica (ALMEIDA et al,
2005; HAMERSCHLAK, 2008).

As leucemias agudas sdo doencas progressivas e invasivas
caracterizadas por rapida proliferacdo de células imaturas denominadas
blastos. Isso ocorre porque a célula que origina os clones neoplasicos é
um precursor cuja mutacdo causa perda da capacidade maturativa
(anaplasia) com consequente acimulo de células jovens na medula 6ssea
e/ou no sangue periférico e com evolucdo rapidamente fatal em
pacientes ndo tratados, o que pode levar a morte em semanas ou meses.
As leucemias cronicas sem tratamento evoluem para uma morte mais
lenta em meses ou anos, e caracterizam-se por grande nimero de células
em proliferacdo, porém com manutencdo da capacidade de diferenciacéo
(SILVA et al., 2006; HAMERSCHLAK, 2008).
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A primeira ferramenta utilizada para o diagndstico das leucemias
€ o0 hemograma, apesar de que para o diagnostico definitivo e
estadiamento sdo utilizadas outras técnicas adicionais, tais como: exame
de medula 6ssea, estudos histoquimicos e  citogenéticos,
imunofenotipagem, biologia celular e exames de imagem. As leucemias
agudas, de forma geral, sdo caracterizadas por pancitopenia e
aparecimento de blastos periféricos, chegando a 90% da contagem de
leucdcitos totais e de proporcdo maior de 30% de blastos na medula
Ossea. Na leucemia mieloide cronica ocorre aumento da contagem de
granulécitos (< 50.000/ mm® para individuos assintomaticos e de
200.000 a 1.000.000/ mm® para individuos sintomaticos). A contagem
de plaquetas pode apresentar-se normal ou moderadamente aumentada.
E a concentracdo de hemoglobina é usualmente > 10 ¢/ dL. Ja na
leucemia linfocitica cronica ocorre linfocitose periférica (> 5000/ mm®)
e aumento de linfocitos (> 30%) na medula 6ssea. Cerca de 10% dos
pacientes apresentam anemia moderada, trombocitopenia, ou ambos
(RYTTING, 2012).

Embora as causas para o desenvolvimento de leucemia ainda nédo
sejam bem conhecidas, existem evidéncias para alguns fatores de risco,
tais como: tabagismo, radiacdo, sindrome de Down e outras doencas
hereditarias, benzeno (fumaca do cigarro, gasolina e industria quimica),
algumas classes de drogas utilizadas em quimioterapia, sindrome
mielodisplasica e outras desordens sanguineas (POLYCHRONAKIS et
al, 2013).

Dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA) (2011) afirmaram
que a leucemia, sem considerar as neoplasias da pele ndo melanoma, é a
112 neoplasia mais incidente em homens e a 13% em mulheres da regido
Sul do Brasil. E estimaram para 2012, 8510 casos novos da doenca na
populacdo nacional, desses, 300 no estado de Santa Catarina (SC) e 20
na a cidade de Florianépolis.

Outro grupo de neoplasias hematoldgicas sdo os linfomas. Esses
sdo originados nos linfonodos, estruturas do sistema imunitario
concentradas em diversas regides do organismo, e séo classificados em
LH e LNH (HARTGE; DEVESA; FRAUMENI JR., 1994).

Os LNH compreendem uma variedade de doencas, com
incidéncias e manifestaces clinicas diferentes, e a maioria estd
relacionada ao linfécito B (MOUNTER; LENNARD, 1999;
HAMERSCHLAK, 2008; FLOWERS; ARMITAGE, 2010). Na maior
parte dos casos a etiologia é desconhecida, embora exista associacéo
com a fungdo imunitéria alterada. Assim, individuos transplantados que
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receberam tratamento com imunossupressores, portadores de doengas
autoimunes severas e infectados pelo HIV, HTLV-1, EBV e herpes
virus 8, possuem um maior risco para o desenvolvimento de LNH. A
infeccdo por Helicobacter Pylori aumenta o risco de linfoma gastrico.
Além disso, alteracGes em genes envolvidos com a resposta imunitaria,
exposicdes ocupacionais e ambientais a substancias quimicas também
estdo associadas, embora com menor peso, ao desenvolvimento dessas
neoplasias (ALEXANDER et al, 2007; HIALGRIM, 2012).

A ocorréncia dos LNH na populacéo ¢ significativa, sendo que na
regido Sul, sem considerar as neoplasias de pele ndo melanoma, é a 102
neoplasia mais incidente entre os homens e a 122 entre as mulheres.
Além disso, estimativas para a populacdo brasileira apontaram 9640
casos novos de LNH para ambos os sexos em 2012, desses, 290 para o
estado de SC e 20 para a cidade de Floriandpolis (BRASIL, 2011).

O LH classico possui caracteristicas préprias que o distingue de
outros tipos de linfomas. Surge quando um linf6cito, mais
frequentemente, o linfécito B, transforma-se em célula maligna, capaz
de crescer descontroladamente e disseminar-se. Neste tipo de neoplasia
hematoldgica, as células malignas, multinucleadas Reed-Sternberg e
mononucleares de Hodgkin, constituem o menor componente da
neoplasia (1 - 2%), enquanto que a populacdo celular predominante é
composta por células inflamatérias, tais como linfocitos, células
plasmaticas, histiocitos, neutréfilos, eosindfilos e células estromais
(MITELMAN et al, 2009).

O sistema imunitario comprometido, infeccdo pelo HIV e o uso
de drogas imunossupressoras sdo fatores associados ao desenvolvimento
dessa neoplasia. Foram previstos 2870 casos novos da doenga, entre
homens e mulheres, para 0 ano 2009 no territorio nacional. E no ano
2010, a doenca foi causa de morte para 483 individuos de ambos o0s
sexos no Brasil (BRASIL, 2013).

O diagnostico e estadiamento dos linfomas, de modo geral,
envolve a realizacdo de radiografia, tomografias, exames laboratoriais,
tais como hemograma, fosfatase alcalina, LDH (lactato desidrogenase),
testes de funcionalidade hepética, albumina, calcio, creatinina,
eletrélitos, entre outros. Um achado hematol6gico importante é que
cerca de 30% dos individuos com LNH apresentam anemia ao
diagndstico, e eventualmente, pode se desenvolver na maior parte. Além
disso, podem ou ndo apresentar trombocitopenia (PORTLOCK, 2012).

Ainda, entre as neoplasias hematolégicas tem-se o mieloma
multiplo, doenca causada pela proliferacdo de um linfocito B clonal
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neoplésico, formador de células produtoras de imunoglobulinas
andmalas. E caracterizado pelo comprometimento do esqueleto em
diversos lugares, podendo se propagar, também, para os linfonodos e
localizacBes extralinfonodais, como a pele. E responsavel por 1% de
todas as mortes por cancer nos paises ocidentais e € a segunda neoplasia
hematoldgica mais comum no mundo, perdendo apenas para os linfomas
(SUCRO et al., 2009).

Sua incidéncia é elevada em negros e adultos de meia idade e €
mais prevalente principalmente entre 50 e 60 anos. A sobrevida dos
pacientes pode variar de alguns meses até mais de uma década (SUCRO
et al., 2009). Existem poucos registros sobre a incidéncia e aspectos
clinicos da doenga em grupos étnicos da América Latina. Inclusive, no
Brasil, a incidéncia é desconhecida, uma vez que ndo sdo divulgadas
junto as estimativas anuais fornecidas pelo INCA (HUNGRIA, 2007).

S&o desconhecidos os fatores de risco para o desenvolvimento de
mieloma multiplo, entretanto, acredita-se que exista uma combinagédo
entre fatores genéticos e exposicdo a fatores ambientais, tais como:
radiacdo ionizante; substéncias quimicas (solventes) e herbicidas;
ashesto e benzeno; infeccdes virais (herpes virus 8, HIV, hepatite C)
(ALEXANDER et al, 2007).

Individuos portadores de mieloma mdltiplo podem apresentar
aumento de proteinas sanguineas e urindrias, hipercalcemia,
insuficiéncia renal e anemia, embora, usualmente, apresentem contagem
de leucdcitos e de plaquetas normais. O diagndstico e estadiamento
envolvem exames de sangue de rotina, eletroforese de proteinas, raios X
e exame de medula dssea (BERENSON, 2012).

As principais estratégias no tratamento das neoplasias
hematoldgicas envolvem quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e
transplante de células tronco-hematoldgicas (TCTH). Este pode ser
alogénico, quando ocorre a transferéncia de células da medula 6ssea de
um doador para outra pessoa, ou autdlogo que envolve o uso da medula
Ossea do préprio paciente visando restabelecer a funcdo das células
hematopoiéticas ap6s administracdo de quimioterapia em alta dose.
Além desses, podem ser realizados transplante de células progenitoras
do sangue periférico e transplante de sangue do corddo umbilical
(ALMEIDA et al, 2005; AMOS; GORDON, 1995).

Apesar de ser objetivo primario da quimioterapia e da
radioterapia destruir células neopléasicas, preservando as normais, a
maioria dos agentes quimioterapicos e grande parte da radioterapia
realizada, ndo atua de forma especifica, lesando tanto células malignas
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guanto normais, particularmente as células de rapido crescimento, como
as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Isso explica
a ocorréncia de graves efeitos colaterais, tais como mucosite do trato
gastrointestinal e maior susceptibilidade a infeccdes, acarretando em
reducdo da ingestdo oral, nausea, vomitos, diarreia, absorcdo diminuida
de nutrientes, e consequente comprometimento do estado nutricional
(ALMEIDA et al, 2005).

Por tal motivo, é necessaria a busca de um indice terapéutico
favoravel, onde os beneficios sejam confrontados com a toxicidade aos
tecidos sadios. A impossibilidade de utilizacdo de doses elevadas em
vista dos possiveis efeitos colaterais gerados ao individuo é, muitas
vezes, 0 ponto limitante na eficicia do tratamento (ALMEIDA et al,
2005; HAJJAJI; BOUGNOUX, 2012).

2.2 SISTEMA IMUNTARIO
2.2.1 Resposta inflamatoria e neoplasias

A ligacdo entre neoplasia e inflamacdo é conhecida desde o
século XIX, com base em observacdes de que as neoplasias, geralmente,
surgiam em locais de inflamacéao cronica e que as células inflamatdrias
estavam, frequentemente, presentes em amostras de bidpsias
neoplasicas. A partir dessas evidéncias essa relacdo tem sido cada vez
mais fortalecida (BALKWILL; MANTOVANI, 2001; COUSSENS;
WERB, 2002; LIN; KARIN, 2007; KEIBEL; SINGH; SHARMA,
2009).

O quadro inflamatorio existente nas neoplasias € marcado pela
presenga de células do sistema imunitario e mediadores inflamatérios
(quimiocinas, citocinas e prostaglandinas), remodelacéo e reparacdo de
tecidos, e angiogénese. As células e mediadores inflamatérios estdo
presentes no microambiente da maioria, se ndo, de todas as neoplasias,
independente do fator que desencadeou seu desenvolvimento
(BALKWILL; MANTOVANI, 2001; COUSSENS; WERB, 2002;
BALKWILL, CHARLES; MANTOVANI, 2005; LIN; KARIN, 2007;
KEIBEL; SINGH; SHARMA, 2009).

Neoplasias e inflamacédo sdo conectadas por duas hip6teses (vias):
intrinseca e extrinseca (Fig. 1). A hipdtese intrinseca apresenta que
eventos genéticos causam a neoplasia, os quais incluem a ativacdo de
varios tipos de oncogenes por mutacdo, rearranjo ou amplificacdo
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cromossomal, e inativacdo de genes supressores de células neoplasicas.
As células que sdo transformadas dessa maneira produzem mediadores
inflamatdrios, gerando, assim, um microambiente inflamatério, onde,
anteriormente, ndo havia condicdo inflamatoria subjacente. J&, na
hipdtese extrinseca, inflamacéo e infeccdo sdo condi¢des que aumentam
0 risco de desenvolvimento de alguns tipos de neoplasias, pois podem
promover transformagdes no comportamento celular (MANTOVANI et
al, 2008).

As duas hipoteses convergem e aparentemente podem coexistir,
resultando na ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares envolvendo
fatores de transcri¢do, principalmente, fator nuclear-xB (NF-xB),
STAT-3 e fator induzivel por hipoxia-loo (HIF-lo) nas células
neoplasicas. Esses fatores de transcricdo coordenam a producdo de
mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas e quimiocinas, bem como,
a producdo de COX-2, que, por sua vez, resulta na producdo de
prostaglandinas. Esses fatores recrutam e ativam varios leucdcitos, mais
notavelmente, as células de linhagem mielocitica. As citocinas ativam
alguns fatores de transcricdo chaves nas células imunitarias, células
estromais e neoplasicas, resultando na producdo de mais mediadores
inflamatdrios e um microambiente inflamatério sendo alimentado
(JUNG et al, 2003; KARIN; GRETEN, 2005; YU; KORTYLEWSKI,
PARDOLL, 2007).

Esse latente quadro inflamatorio relacionado as neoplasias possui
muitos efeitos pro-neoplésicos, tais como: estimulo & sobrevivéncia e
proliferacdo das células neoplasicas, geracdo de novos vasos sanguineos
e linfaticos, favorecendo assim, a ocorréncia de invasdo, migracdo e
metéstase. Além disso, contribui para a inibicdo da resposta imunitéria
antineoplasica e alteracdo da resposta do organismo ao tratamento
quimioterapico (KARIN; GRETEN, 2005).
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Figura 1 — Representacdo das relagdes entre resposta inflamatdria e neoplasias

Via intrinseca Via extrinseca
Ativagdo de oncogenes l Inflamagao ¢ infecgao

Ativagdo de fatores de transcricdo (NFkB, STAT-3,
HIF-1a¢) em células neopléasicas

h

Producéo de mediadores inflamatorios (citocinas,
quimiocinas, COX-2, PGE)

¥

Células inflamatorias

0 recrutadas
o . 2 Vo N
e
e’

aosinafilos

macrofagos

neutrdfilos mastécitos

-

Ativagio de fatores de transcri¢io (NFkB, STAT-3, HIF-10) em
células neopldsicas, estromais ¢ imunitarias

h

Produgdo de mediadores inflamatorios (citocinas,
quimiocinas, COX-2, PGE)
COX, cicloxigenase; PGE, prostaglandina E; NF«B, fator nuclear-«B; STAT-3,
transdutor de sinal e ativador de transcri¢do-3; HIF-1a, fator induzivel por
hipdxia-1a. Fonte: adaptado de MANTOVANI, 2008.

Concomitantemente, efeitos sobre o estado nutricional, como
hipermetabolismo, perda de peso e reducdo da massa corporal magra,
podem ser observados em individuos com neoplasias. Esses efeitos
podem estar associados a atuacdo de mediadores inflamatorios,
principalmente IL-1, IL-6, TNF e interferon gama (IFN-y). Tais efeitos
podem repercutir negativamente sobre a qualidade de vida, resposta ao
tratamento e, consequentemente, sobre o prognostico desses individuos
(DEWYS et al., 1980; ARGILES et al., 2003; WILMORE et al., 2006).

O TNF é uma citocina pro-inflamatéria que desempenha
importante papel na iniciacdo neoplasica por estimular a producdo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem causar
dano ao DNA e levar a mutagdes genéticas. A IL-6 pode influenciar
diretamente o crescimento neoplasico por induzir a proliferacdo e a
sobrevivéncia de células neoplasicas em mieloma maultiplo, linfoma nédo
Hodgkin e carcinoma hepatocelular. Esta citocina possui atividade
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pleiotropica, podendo atuar sobre o desenvolvimento neoplasico de
maneira direta e indireta ao promover condi¢des favoraveis para tal, no
microambiente neoplésico (TANNO; MATSUI, 2011). IL-6 juntamente
com TGF- B podem induzir as células T CD4 indiferenciadas Th17 e
inibir as células Treg induzidas por TGF-p (KIMURA; NAKA;
KISHIMOTO, 2011). A IL-17, produzida pelos linfécitos Thl7, é
responsavel pela maioria dos efeitos produzidos por essas células, que
tem sido implicada ao desenvolvimento de doencas autoimunes e
inflamatorias (WU et al, 2009). Ja a IL-10, citocina com atividade anti-
inflamatdria, é produzida pelos linfocitos T reguladores (Treg), entre
outras células imunitarias. Desempenham o papel de reprimir a atividade
das células T e a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (OUYANG et
al, 2011).

Em estudo com neoplasia pulmonar, individuos apresentaram
indicadores inflamatérios (PCR sérica e contagem total de leucdcitos)
aumentados, os quais foram correlacionados positivamente com a
desnutricdo (VAN DER MELW et al, 2010). Read et al (2007), em estudo
com individuos portadores de neoplasia colorretal, observaram que
niveis plasmaticos de IL-6 foram positivamente correlacionados com os
niveis de PCR séricos e negativamente correlacionados a sobrevida dos
individuos. De forma contraria, nesse estudo, a concentracdo de IL-10
plasmatica foi positivamente correlacionada com uma maior
sobrevivéncia. Além disso, concentracdes plasmaticas de IL-12 foram
positivamente correlacionadas com a toxicidade do tratamento. Né&o
foram encontrados trabalhos que avaliassem a atuacdo de marcadores
inflamatdrios sobre o estado nutricional de individuos com neoplasias
hematoldgicas malignas.

Em adigdo ao quadro inflamatorio coexistente as neoplasias, que
por si s, pode gerar comprometimento nutricional aos individuos
portadores da doenca, tem-se alteracGes funcionais e metabdlicas
decorrentes da quimioterapia e/ou radioterapia, que contribuem, ainda
mais, para a ocorréncia de complicacbes como ma absorcdo de
nutrientes, aumento da demanda energética, estresse, diarreia, vomitos e
divisdo ou destruicdo celular, e que repercutem drasticamente sobre o
estado nutricional dos individuos submetidos a essas terapias
(ALMEIDA et al, 2005).

Embora, de maneira geral, no inicio da doenca, os individuos
com neoplasias hematoldgicas ndo apresentem comprometimento
nutricional pela doenca em si, correm alto risco de desenvolverem
desnutricdo como consequéncia da intervencdo terapéutica, tais como a
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quimioterapia e radioterapia. Um dos principais problemas apresentados
por individuos submetidos a essas formas de tratamento é a mucosite,
inflamagdo da mucosa de revestimento do trato gastrintestinal causada
pelos efeitos toxicos da quimioterapia e radioterapia sobre células de
proliferacdo rapida, como as que compdem a mucosa, que leva a
reducdo da ingestdo oral, nausea, vomito, diarreia, absorcdo diminuida
de nutrientes e proliferagio de micro-organismos patogénicos
(ALMEIDA et al, 2005).

Um agravamento importante deste quadro inflamatério é a
enterocolite neutropénica. Condicdo que pode comprometer a parte
terminal do fileo, ceco e codlon, e progredir a complicacfes
potencialmente fatais. Esse quadro clinico caracteriza-se pela ocorréncia
de febre, diarreia, dor abdominal e ileo paralitico (COTTER et al, 2008).

2.2.2 Células imunitarias, citocinas e neoplasias

O sistema imunitario consiste num conjunto de células, tecidos e
moléculas que medeiam a resisténcia a agentes externos, tais como:
infeccbes por bactérias, fungos, virus e parasitas; células ou tecidos
enxertados; situacfes onde drgdos ou tecidos sofreram algum trauma;
alergias; e internos, como: células neoplésicas e nas doengas autoimunes
(SALMINEN et al, 2008; ALLEN et al, 2011).

Diante disso, existem mecanismos distintos, mas que atuam em
conjunto e de forma coordenada na construcdo da resposta imunitaria.
Esses mecanismos de defesa sdo classificados como imunidade inata,
responsavel pela protecdo inicial do organismo, e imunidade adquirida
gue se desenvolve mais lentamente e é responsavel pela defesa mais
tardia e mais eficaz. Esse tipo de resposta é mediado por linfdcitos,
células que sdo capazes de reconhecer antigenos e de executar uma
resposta efetora altamente especifica e duravel (AHMED; GRAY, 1996;
ALLEN etal, 2011).

Essas células sdo nomeadas de acordo com o seu local de
maturacdo e/ou funcdo. Os linfécitos T ou timo dependentes, por serem
maturados nesse 6rgdo, sdo divididos em: T CD4", pois expressam em
sua superficie a molécula CD4. Além disso, sdo conhecidos como T
helpers (Th) ou auxiliares por interferirem na funcdo efetora de outras
células imunitarias, principalmente pela produgdo de citocinas; e os T
CD8" ou T citotoxicos, que expressam o marcador extracelular CD8 e
causam a destruicdo de células infectadas ou anormais, constituindo,
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assim, o principal mecanismo de defesa antineoplasica. Existem também
os linfocitos B que sdo produzidos e maturados na medula Gssea e
responsaveis pela produgéo de anticorpos. (ZHU; PAUL, 2008; ALLEN
et al, 2011).

As células T CD4" sdo reguladoras essenciais da resposta
imunitaria antineoplasica, direcionando a diferenciagdo de outras células
imunitarias em resposta a variedade de antigenos neoplasicos e outros
fatores liberados por essas células. Sdo classificadas em varias
categorias, entre elas: Thl, Th2, Treg e, mais recentemente, Th17. Os
Th1l7 tém sido envolvidos no desenvolvimento de doengas
inflamatorias, além de seu papel discutido nas neoplasias, podendo
exercer atividade pré ou antineopléasica. Muitos dos efeitos mediados
por essa célula sdo atribuidos a IL-17A por ela produzida. A
diferenciacdo desse fenétipo celular é mediada pela agéo de citocinas,
como IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-B (Transforming Growth Factor f5), €
atividade de fatores de transcricdo, como STAT-3 e ROR-yt (PARK et
al, 2005; ZHU; PAUL, 2008; PECK; MELLINS, 2009; KORN et al,
2009; MURUGAIYAN; SAHA, 2009; WU et al, 2009).

Thl7 sdo gradualmente aumentadas no ambiente neoplasico
durante o desenvolvimento da doenca. Em individuos com leucemia
mieloide aguda, essas células se encontraram em proporcao quatro vezes
maior no sangue periférico de individuos doentes ndo tratados
comparados aos controles saudaveis. Apds tratamento com completa
remissdo da doenga, a propor¢do dessas células foi significativamente
reduzida (WU et al, 2009). Entretanto, também foi demonstrado que a
proporcao desse fenétipo celular no sangue periférico ndo apresentou
alteracdo nos individuos com leucemia mieloide aguda antes do
tratamento, durante a severa citopenia induzida pela quimioterapia e
durante a fase de reconstituicdo. Esses dados foram semelhantes aos
encontrados em individuos saudaveis (ERSVAER et al, 2010).

Atualmente, discute-se o papel que essas células podem exercer
em condicGes neoplasicas. Elas parecem induzir producdo de uma ampla
variedade de fatores angiogénicos, incluindo o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) que promove a angiogénese inflamatoria e
neoplasica, favorecendo assim, o crescimento neoplasico. Porém, esse
efeito parece ter uma maior relevancia nas neoplasias solidas
(NUMASAKI et al, 2003; NUMASAKI; LOTZE; SASAKI, 2004,
TAKARASHI et al, 2005). Inversamente, em estudo com neoplasia
pulmonar em ratos, células Th17 provocaram um quadro inflamatério
protetor pelo recrutamento de células dendriticas, granuldcitos e
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linfocitos T CD4 e CD8 efetoras (MARTIN-OROZCO et al, 2009). E
em individuos com leucemia linfocitica crbnica, uma maior propor¢do
de Th17 esteve relacionada a um melhor progndstico (JAIN et al, 2011;
NIARAGH et al, 2013). Diante disso, a IL-17 parece ser uma citocina
pleiotropica, com possiveis acdes pro e antineoplésicas, dependendo da
imunogenicidade da neoplasia (BENCHETRIT et al, 2002).

Adicionalmente, é conhecido o fendmeno de plasticidade que
ocorre entre os linfocitos Th17 e os outros subtipos de linfocitos T. Tais
alteracBes podem ocorrer em resposta as condicbes do ambiente
neoplasico, tais como padrdo de citocinas secretadas, presenca de
hipoxia, entre outros fatores, que podem levar & reprogramacdo da
expressdo de genes. Esse fendbmeno pode dar origem a células em
estagio intermediario de diferenciacdo que podem ter implicacdes
bioldgicas importantes, tais como a inicializacdo de células neopléasicas
(SUNDRUD et al, 2003; WEI et al, 2009; JAIN et al, 2011; YANG et
al, 2011).

No quadro 1 sdo apresentados estudos que relacionam o0s
fenotipos de células imunitarias supra citados, sua frequéncia e
relevancia clinica, bem como as citocinas relacionadas com a
diferenciacdo e/ou atividade desses fenotipos celulares, em diferentes
situacGes neoplasicas, dentre elas, neoplasias hematoldgicas malignas.
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3 POPULACAO E METODOS
3.1 POPULACAO

A populagdo foi constituida por individuos atendidos pelo servico
de onco-hematologia do Hospital Universitario Professor Polydoro
Ernani de Sdo Thiago (HU), Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Campus Universitario, Florianépolis — SC. A amostragem foi
por conveniéncia e saturacdo temporal (de novembro/2012 a abril/2013).

O atendimento da onco-hematologia do HU abrange os setores de
emergéncia, ambulatério de hematologia e internagdo do HU (Clinica
Médica Il).

Critérios de inclusdo: possuir idade >16 anos; apresentar
diagnostico de neoplasias hematoldgicas malignas; estar apto a iniciar
tratamento quimioterdpico; ndo estar impossibilitado de se alimentar
oralmente.

Critérios de exclusdo: ter idade <16 anos, estar em tratamento
paliativo; estar em tratamento com estatinas e/ou algum farmaco anti-
inflamatdrio; possuir diagndstico de doenga infectocontagiosa e estar em
periodo gestacional.

A equipe médica teve conhecimento dos critérios de inclusdo
supramencionados e auxiliou na triagem dos candidatos a participar do
estudo. Os individuos aptos foram encaminhados as nutricionistas
responsaveis pela pesquisa, que 0s apresentaram a proposta de pesquisa
e efetuaram o convite de participacéo.

3.2 CONSIDERAGOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da UFSC (120.066 de 08/10/2012) (Apéndice
A).

Todos os participantes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice B) conforme
com a Declaracdo de Helsinki (2008) e cada participante recebeu uma
cdpia desse termo.
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3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo é caracterizado como descritivo, de corte transversal,
conduzido com individuos portadores de neoplasias hematoldgicas
malignas com diagndstico recente, anteriormente ao tratamento
quimioterapico.

3.4 INSTRUMENTO E TECNICAS DE COLETA DE DADOS
3.4.1 Caracterizacédo dos individuos

Os individuos da amostra foram identificados por cadastro
previamente elaborado para a pesquisa (Apéndice B), contemplando as
seguintes informagdes:

= Dados clinicos: tipo de neoplasia hematoldgica, estadiamento,
farmacos utilizados, protocolo quimioterapico, comorbidades associadas
e doencas prévias;

= Habitos de vida: consumo de bebida alcodlica, uso de tabaco e
pratica de atividade fisica;

3.4.2 Avaliacao do estado nutricional

Foram mensuradas as medidas de peso, altura, circunferéncia do
brago (CB) e dobra cutanea tricipital (DCT) conforme a World Health
Organization (WHO) (1995). O peso atual foi aferido em balanca
eletronica de plataforma com capacidade maxima de 150 kg e escala de
100 g, da marca Toledo® (Toledo do Brasil, Sdo Bernardo do Campo,
SP, Brasil). A estatura foi aferida com régua antropométrica, acoplada a
balanca citada anteriormente, com capacidade de afericdo maxima de 2
m e escala de 1 mm. Os individuos foram avaliados descal¢os e com o
minimo de roupa. O peso usual foi referido pelo participante ou
responsavel.

A CB foi mensurada em duplicata de forma ndo sequencial e foi
calculada a média aritmética dos valores encontrados. A DCT foi aferida
em triplicata de forma intercalada e foi utilizada a mediana dos
resultados. Essas medidas foram realizadas com auxilio de fita métrica



45

inelastica TBW® (S&o Paulo, SP, Brasil) e adipdmetro Lange Skinfold
Caliper® (Beta Technology Incorporated, Santa Cruz, Califérnia, EUA),
respectivamente, ambos com precisdéo de 1 mm. O valor da
circunferéncia muscular do braco (CMB) foi obtido da diferenca entre o
valor da CB e o valor da DCT apds ser dividida por dez e multiplicada
pelo valor de = (3,14) (MONEGO et al, 2003).

Para a avaliagdo do estado nutricional foi utilizado o indice de
Massa Corporal (IMC) que representa a razdo entre peso e altura ao
guadrado (WHO, 1995). O resultado foi apresentado em kg/m2 e
classificado a partir dos pontos de corte estabelecidos para cada faixa
etaria (ONIS et al, 2007; BRASIL, 2007; WHO, 2008).

Os valores de CMB foram comparados com os valores esperados
para o percentil 50°, segundo sexo e idade dos individuos, apresentados
por Frisancho (1981; 1990).

A variacdo do peso relacionada ao periodo prévio ao estudo foi
avaliada a partir do célculo de percentual de perda de peso, que resulta
da divisdo entre AP (diferenga entre o peso usual e 0 peso atual) e 0 peso
inicial, multiplicado por 100, para ser expresso em percentual. Sua
classificacdo foi confrontada com o tempo de ocorréncia, segundo
valores propostos por Blackburn et al. (1977). Para tal, os individuos
foram questionados quando a ocorréncia de variagfes no peso corporal,
e em caso positivo, foram questionados quanto ao periodo de tempo de
ocorréncia.

3.4.3 Coleta de sangue

O procedimento de coleta foi realizado por profissionais
capacitados do setor de analises clinicas, seguindo o protocolo do
HU/UFSC. Os individuos em atendimento ambulatorial compareceram
ao laboratério do HU/UFSC, pela manhd, das 7h30 as 9h30,
preferencialmente descansados, em jejum de 8 a 12 horas. Quando
internados a coleta ocorreu nas clinicas de internacdo por volta das
7h30, em conjunto com a coleta destinada aos exames de rotina. Foi
solicitado aos pacientes permanecerem em jejum de 8 a 12 horas.
Quando atendidos no setor de emergéncia a coleta foi realizada neste
mesmo setor.

A amostra sanguinea foi coletada em dois tubos heparinizados
(Sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, RU) com capacidade
de 10 mL cada e em um tubo de 5 mL (Sistema Vacutainer® BD
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Biosciences - Abingdon, RU) com ativador de coagulo e gel separador
para as dosagens de PCR e albumina.

Apo6s a coleta, cada amostra foi transportada a temperatura
ambiente até o laboratério de pesquisa (Laboratério de Investigacdo de
Doencas Cronicas - LIDoC, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,
Centro de Ciéncias Biol6gicas/ UFSC - http://lidoc.ccb.ufsc.br/) onde,
imediatamente, foi iniciado o processamento das mesmas.

3.4.4 Avaliacdo da proporcdo de linfécitos T CD4, Thl7 e
CD8

Aliquota de 1 mL de sangue total foi adicionada em um tubo
Falcon® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) de 15 mL, contendo 1
mL de meio de cultura RPMI 1640 a 37°C na presenca, ou ndo, de PMA
(50 ng/mL) (Sigma-Aldrich, Sdo Luis, MO, EUA), lonomicina (1
pug/mL) (Sigma-Aldrich, S0 Luis, MO, EUA) e Monensina (2 mM)
(BD GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) e incubada em banho-maria por 4 horas, a 37° C. Ap6s
0 periodo de incubacdo, o sangue diluido foi transferido para tubos de
citometria de fluxo e incubado por 15 minutos com solucdo hemolitica
(BD Pharm Lyse™, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) em volume
dez vezes superior ao volume de sangue diluido. Apds esse
procedimento, o material foi centrifugado para retirada da solugédo
hemolitica e lavado duas vezes com tampdo de marcacdo (BD
Pharmigen™ Stain Buffer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
(DURAMAD et al, 2004).

Todas as amostras foram fixadas com tampdo de fixacdo (BD
Cytofix ™ Fixation Buffer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Uma vez fixadas, as células foram permeabilizadas usando
tampéo de permeabilizagdo Perm Wash C (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Para a
marcagdo, as células foram incubadas por 40 minutos com 20 pL de
cocktail de anticorpos ligados a fluoréforos especificos: anti-CD4
(PerCP-Cy5.5), anti-IL17A (PE) (Human Thl/Th2/Th17 Phenotyping
Kit, BD Pharmigen™, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Para a
obtencdo da proporcdo de linfécitos T CD4 e CD8, as células ndo
estimuladas foram incubadas com 10 uL de cada anticorpo isolado (anti-
CD4 e anti-CD8) ligados aos fluoro6foros PE e FITC, respectivamente
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(PE Mouse Anti-Human CD4, BD Pharmigen™, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) (FITC Mouse Anti-Human CD8, BD Pharmigen™, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Os controles negativos foram
incubados com anticorpos monoclonais ndo reativos ligados aos
fluordforos PerCP-Cy5.5, PE e FITC (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em tampao
de marcacéo (BD Pharmigen™ Stain Buffer, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) e adquiridas em citdmetro de fluxo FACScantoll e software
BD FACSDiva versdo 6.1.3. Foram adquiridas 10.000 células e
posteriormente foram analisadas usando o software Cyflogic versdo
1.2.1. A proporgdo de linfocitos IL-17A" foram expressos como
percentual dos linfécitos CD4" totais. Os linfocitos CD4* e CD8" foram
expressos como percentual das células com caracteristicas morfologicas
(tamanho e granulosidade) de linfécitos (DURAMAD et al, 2004).

Na figura 2 sdo apresentados graficos de citometria de fluxo, que
apresentam o modelo de analise das proporcdes de linfocitos CD4",
CD8", CD4"1L17" do sangue periférico.

Fig. 2. Gréficos citometria de fluxo representativos das proporg¢des de linfdcitos
CD4", CD8", CD4'1L17" do sangue periférico.

@ ST

()

CD8*IL-17*

IL-17+

»

v T P~
? e
b LR

CD4+

(a) células com caracteristicas morfoldgicas de linfocitos; (b) células CD4" e
CD8" do total de linfécitos; (c) células ndo estimuladas; (d) células CD4"IL-17"
estimuladas e marcadas com os anticorpos anti-CD4 e anti-1L-17.
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3.4.5 Avaliacgdo de citocinas plasmaticas IL-6, IL-10, IL-17A e
TNF

O sangue total foi centrifugado para separacdo da fracdo de
plasma. Aliquotas do plasma foram, entdo, congeladas em freezer -80
°C. No momento do ensaio, as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e imediatamente usadas para analise das
concentracBes de IL-6, IL-10, IL-17A e TNF por citometria de fluxo
com sistema comercial para mensuragdo de citocinas (ensaio citométrico
de esferas ordenadas (CBA) (Human Th1/Th2/Thl7 cytokine kit, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), contendo mistura de anticorpos
conjugados ao fluoréforo phycoerythrin (PE) (anti-IL-2; anti-IL-4; anti-
IL-6; anti-IL-10; anti-TNF, anti-IFNy e anti-IL-17A) (Human
Th1/Th2/Th1l7 PE Detection Reagent, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) que proporciona um sinal de fluorescéncia em proporgdo a
quantidade de analito ligado. O ensaio foi conduzido de acordo com as
instrucdes do fabricante.

A aquisicdo dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo
FACSCanto Il através do software FACSDiva versdo 6.1.3. Curvas
padrdes para cada citocina foram plotadas e as concentracdes de cada
amostra teste foram calculadas usando o software FCAP array v.3.0 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Os dados foram expressos em pg/mL
(CHEN et al., 1999).

3.4.6 Determinagdo da concentracéo de PCR e albumina e do
hemograma

Apbs a coleta, o sangue, destinado a dosagem de PCR e albumina
e a determinacdo do hemograma, foi processado no Servico de Analises
Clinicas do HU. A PCR foi determinada pelo método de
imunonefelometria (Siemens Dade Behring Inc., 55, Newark, DE, EUA)
(LEDUE et al, 1998), e a albumina, pelo método colorimétrico
automatizado (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark, DE, EUA)
empregando-se plrpura de bromocresol como reagente de cor (LASKY
et al, 1985). Para a obtencdo do hemograma foi utilizado o analisador
hematoldgico automatizado Sysmex XE-2100D (Sysmex Corporation,
Inc. Kobe, Japan).
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3.5 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram registrados e organizados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, EUA) Todas as informacGes foram digitadas em dupla
entrada para posterior verificagdo das inconsisténcias mediante o
programa EPIDATA® (EpiData Association, Atlanta, GA, EUA). Apos,
0 banco de dados foi transformado mediante o software STAT-
TRANSFER® (Circle Systems, Seattle, WA, EUA), para posterior
analise estatistica no programa estatistico STATA® versdo 11.0 para
Windows (StataCorp, College Station, TX, EUA).

As varidveis quantitativas foram tratadas como mediana e
intervalo interquartil. As variaveis categdricas foram descritas
considerando as frequéncias absolutas e relativas de cada categoria das
variaveis correspondentes.

Para analise entre grupos (leucemias e linfomas) foi utilizado o
teste de Mann-Whitney, e para testar associagdo entre as varidveis foram
utilizadas as correlacdes de Spearmann. Para todos os testes, foi adotado
o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

No quadro 1 sdo apresentadas as variaveis, seus respectivos
indicadores, bem como sua classificagdo tedrica.

Quadro 2 — Variaveis, suas caracteristicas e indicadores.

Variavel Indicadores Classificacdo tedrica
Masculino Independente, qualitativa
Sexo . . NP
Feminino nominal, dicotbmica
Idade Anos Independente,

quantitativa, discreta

Neoplasias "
. - Independente, qualitativa
Tipo da doenca hematoldgicas .
X nominal
malignas
) Alto risco .
Estadiamento da . o Independente, qualitativa
Risco intermediéario . A
doenca o ordinal, politbmica
Baixo risco
Peso kg Independente,

quantitativa, continua
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plaquetas

Independente,
Altura m quantitativa, continua
IMC kg/m2 In_dependente,,
quantitativa, continua
CMB % In_dependente,,
quantitativa, continua
T CD4 Ind q
Thi7 % ndepen ente,,
quantitativa, continua
T CD8
IL-6
IL-10 Independente,
pg/mL o A
IL-17A quantitativa, continua
TNF
Perda intensa
% de perda de Perda moderada Independente, qualitativa
peso Sem alteracéo ordinal, politbmica
Ganho de peso
Albumina g/ dL In_dependente,’
quantitativa, continua
PCR mg/ dL Independente,
quantitativa, continua
Hemacias milhdes/ mm® Independente,
quantitativa, continua
. Independente,
Hemoglobina 9/ dL guantitativa, continua
Hematdcrito % In_dep_endente,/
guantitativa, continua
Leucdcitos totais mm? Independente,
quantitativa, continua
Contagem de 3 Independente,
mm

quantitativa, continua

Fonte: os autores
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malignas apresentam modifica¢cdes da proporc¢do de linfécitos T e
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Paula Fernanda de Oliveira’; Dayanne da Silva Borges Betiati*; Carolina
de Quadros Camargo®; Thayz Rodrigues Chagas';; Joanita Angela
Gonzaga Del Moral*; Giovanna Steffenello Durigon®; Patrick Barcelos
Gaspareto® Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade'? Everson
Aratjo Nunes™?

!Programa de Pds-graduacdo em Nutricdo, Universidade Federal de
Santa Catarina, Brasil

2Departamento de Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina,
Brasil

3Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Universidade Federal de Santa
Catarina, Brasil

*Servico de Hematologia, Hospital Universitario, Universidade Federal
de Santa Catarina, Brasil

°Servico de Farmacia da Unidade de Quimioterapia, Hospital
Universitario, Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil

RESUMO

Neoplasias hematol6gicas compreendem um grupo heterogéneo de
doencas, entre elas, destacam-se as leucemias, 0s linfomas e 0 mieloma
multiplo. Reconhecidamente, o componente inflamatério é um fator
inerente as neoplasias. Deste processo participam células imunitarias e
mediadores inflamatorios que podem repercutir sobre o estado
nutricional dos individuos acometidos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as proporcdes de linfocitos T CD4*, T CD4'IL-17"e T CD8",
concentracdes de citocinas plasmaticas (interleucina(IL)-6, IL-10, IL-17
e fator de necrose tumoral (TNF)), e suas relagdes com o estado
nutricional de individuos com neoplasias hematoldgicas malignas. Este
¢ um estudo descritivo, envolvendo dezesseis individuos de ambos os
sexos com diagndstico de neoplasias hematologicas malignas foram
incluidos no estudo. Para avaliar as proporgdes das populagdes
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linfocitarias, amostras de sangue foram incubadas por 4h em meio de
cultura na presencga ou ndo de estimuladores. Posteriormente, as células
foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpos (anti-CD4,
anti-IL-17A e anti-CD8) ligados a fluor6foros especificos, e adquiridas
por citometria de fluxo. As concentragdes de citocinas foram
determinadas por citometria de fluxo. O estado nutricional foi avaliado
pelos parametros: indice de massa corporal (IMC), cincunferéncia
muscular do braco (CMB) e percentual de perda de peso. A propor¢do
de linfocitos T CD4+, T CD4'IL-17"e T CD8" encontradas foram,
respectivamente, 30,2% (16,8; 39,6), 2,5% (2,1; 10,8) e 19,5% (8,2;
25,5) e a razdo CD4":CD8" foi 1,5 (1,0; 3,5). Em analise por diagnostico
observou-se que os individuos com linfoma apresentaram maior
proporcdo de linfocitos T CD8" (p=0,024) e uma menor razio
CD4":CD8" (p=0,006) em relagdo as leucemias. A proporcdo de células
T CDA4'IL-17" foram correlacionadas negativamente com a razdo
CD4:.CD8 e positivamente com a CMB. A concentracdo de IL-6
encontrada foi aproximadamente 4 vezes superior aos valores descritos
na literatura para individuos normais. Os individuos participantes ndo
apresentaram comprometimento nutricional, com base nos parametros
antropomeétricos. A partir dos resultados foi possivel constatar que os
individuos com neoplasias hematolégicas em fase inicial néo
apresentam comprometimento nutricional, considerando a avaliacdo
antropométrica, embora apresentem um quadro inflamatério
pronunciado pela elevacdo de marcadores inflamatérios. Os individuos
com linfomas mantiveram melhor a proporc¢éo de linfocitos T CD8 em
relacédo as leucemias, e a possivel relacdo positiva entre as células Th17,
T CD8 e CMB, soma evidéncias de que essas células podem
desempenhar um papel importante na imunidade antineoplasica e
progndstico.

Palavras-chave: Neoplasias hematoldgicas. Linfdcitos T. Citocinas.
Estado nutricional.

ABSTRACT

Hematological neoplasms comprise a heterogeneous group of diseases,
among them are the leukemias, lymphomas and multiple myeloma.
Admittedly, the inflammatory component is a factor inherent to
neoplasms. In this process, there is the participation of immune cells and
the inflammatory mediators produced by them, which can, among other
functions, modify the nutritional status of the affected individuals. The
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aim of this study was to evaluate the proportions of CD4", CD4"IL-17"
and CD8" T cells, plasma cytokine concentrations (interleukin (IL)-6,
IL-10, IL-17 and tumor necrosis factor (TNF)), and their relationship to
the nutritional status of patients with hematological neoplasms. This is a
descriptive study involving sixteen individuals of both sexes diagnosed
with hematological neoplasms were included in the study. To assess the
proportions of lymphocyte populations, blood samples were incubated
for 4h in culture medium in the presence or not of stimulators.
Subsequently, the cells were fixed, permeabilized and stained with
antibodies specific fluorophores linked to (anti-CD4, anti-IL-17A and
anti-CD8) and acquired by flow cytometry. Concentrations of cytokines
were determined by flow cytometry. Nutritional status was assessed by
parameters: body mass index (BMI), arm muscle circumference (AMC)
and percentage of weight loss. The proportion of CD4" T cells, CD4"IL-
17" and CD8" T cells were, respectively, 30.2% (16.8, 39.6), 2.5% (2.1,
10.8), and 19.5% (8.2, 25.5) and the CD4":CD8" was 1.5 (1.0, 3.5). In
diagnostic analysis showed that individuals with lymphoma had a higher
proportion of CD8" T lymphocytes (p = 0.024) and reduced the
CD4":CD8" ratio (p = 0.006) compared to leukemias. The proportion of
CD4"IL-17" was negatively correlated with the CD4:CD8 ratio and
positively with the AMC. The concentration of IL-6 found was
approximately 4 times higher than the values reported in the literature
for normal subjects. The individuals involved had no nutritional
impairment. Based on the results, it was established that individuals
with hematologic neoplasms, in early stage, have no nutritional
impairment, based in antropometric evaluation, although showed a
pronounced elevation in inflammatory markers. Individuals with
lymphomas presented a higher proportion of CD8" T lymphocytes
compared to leukemias and a potential positive relationship between
Th17 cells, CD8 and CMB. Such data increase evidences that these cells
may play an important role in antineoplastic immunity and prognosis.

Keywords: Hematological neoplasms. T cells. Cytokines. Nutritional
status.

INTRODUCAO

As neoplasias hematolégicas compreendem um  grupo
heterogéneo de doencas. Entre elas, destacam-se as leucemias, 0s
linfomas e o mieloma multiplo (ALMEIDA et al., 2005). As leucemias
sdo doencgas malignas das células progenitoras da medula dssea e de
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outros 6rgdos hematopoiéticos. Podem ser subdivididas de acordo com o
tipo de linhagem celular que é afetada, linfoide ou mieloide, e de acordo
com a velocidade de progressdo da doenca, aguda ou crénica
(ALMEIDA et al., 2005; HAMERSCHLAK, 2008). Os linfomas sdo
originados nos linfonodos, estruturas do sistema imunitario
concentradas em diversas regides do organismo, e séo classificados em
dois tipos: Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin (LNH). (MOUNTER,;
LENNARD, 1999; 2005; FLOWERS; ARMITAGE, 2010). Ainda, o
mieloma maltiplo, é causado pela proliferagdo de um linfécito B clonal
neoplésico, formador de células produtoras de imunoglobulinas
andmalas. E caracterizado pelo comprometimento do esqueleto em
diversos lugares, podendo se propagar, também, para os linfonodos e
localizac@es extralinfonodais, como a pele (SUCRO et al., 2009).

Reconhecidamente, o componente inflamatério é um fator
inerente as neoplasias. Deste processo participam células imunitarias e
mediadores inflamatdrios por elas produzidos. Entre elas estdo o0s
linfocitos T CD4", reguladores essenciais da resposta imunitaria
antineoplésica, que direcionam a diferenciagdo de outras células
imunitarias em resposta a variedade de antigenos neoplasicos e outros
fatores liberados por essas células; e os linfocitos T CD8" ou T
citotdxicos, que causam a destruicdo de celulas infectadas ou anormais,
constituindo, assim, o principal mecanismo de defesa antineoplasica
(ZHU; PAUL, 2008; ALLEN et al., 2011).

Dentre os linfocitos T CD4", destacam-se os T helper 17 (Th 17).
Estas células tém sido envolvidas no desenvolvimento de doencas
inflamatdrias e seu papel é discutido nas neoplasias. Muitos dos efeitos
mediados por essa célula sdo atribuidos a IL-17A por ela produzida. A
diferenciacdo desse fenétipo celular é mediada pela agéo de citocinas,
como IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-B (Transforming Growth Factor f5), e
atividade de fatores de transcricdo, como STAT-3 e ROR-yt (PARK et
al., 2005; PECK; MELLINS, 2009; KORN et al, 2009;
MURUGAIYAN; SAHA, 2009; WU et al., 2009).

No ambito das neoplasias, os linfocitos Thl7 podem exercer
atividade pré ou antineoplésica. Elas parecem induzir producdo de uma
ampla variedade de fatores angiogénicos, incluindo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) que promove a angiogénese
inflamatdria e neoplésica, favorecendo assim, o crescimento neoplasico.
Porém, esse efeito parece ter maior relevancia nas neoplasias solidas
(NUMASAKI et al., 2003; NUMASAKI; LOTZE; SASAKI, 2004;
TAKARASHI et al., 2005). Inversamente, em estudo com neoplasia



55

pulmonar em ratos, células Th17 provocaram um quadro inflamatério
protetor pelo recrutamento de células dendriticas, granulécitos e
linfocitos T CD4 e CD8 efetoras (MARTIN-OROZCO et al., 2009). E
em individuos com leucemia linfocitica crénica, uma maior propor¢édo
de Th17 esteve relacionada a um melhor progndstico (JAIN et al., 2011;
NIARAGH et al., 2013).

As citocinas sdo substancias produzidas por células imunitarias
gue atuam sobre aspectos especificos da inflamacdo, retroalimentando o
processo inflamatdrio. Citocinas pré-inflamatérias, tais como fator de
necrose tumoral (TNF) e interleucina(lL)-6 podem desempenhar
importantes papéis na iniciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células
neoplasicas  (TANNO; MATSUI, 2011; KIMURA; NAKA;
KISHIMOTO, 2011). Além delas, a IL-17 tem sido implicada no
desenvolvimento de doencas autoimunes e inflamatérias (WU et al,
2009). Por outro lado, a IL-10, citocina com atividade anti-inflamatoria,
desempenha o papel de reprimir a atividade das células T e a producéo
de citocinas pré-inflamatorias (OUYANG et al, 2011). A atuacao desses
mediadores, especialmente TNF, IL-6 e IL-15 pode repercutir
negativamente sobre o estado nutricional dos individuos, podendo levar
ao hipermetabolismo, a perda de peso e a reducdo da massa corporal
magra, e afetar a qualidade de vida e a resposta ao tratamento e,
consequentemente, o progndstico desses individuos (DEWYS et al.,
1980; ARGILES et al., 2003; WILMORE et al., 2006).

Embora, inicialmente, a condi¢cdo nutricional (pardmetros
antropométricos) dos individuos com neoplasias hematologicas
malignas ndo apresente comprometimento, ele pode ser modificado com
0 avancgar da doenga e, especialmente, com o tratamento quimioterapico
empregado (ALMEIDA et al, 2005). Portanto, conhecer o estado
nutricional desses individuos na etapa pré-tratamento é de extrema
importancia, pois possibilita 0 manejo nutricional adequado visando a
uma melhor resposta ao tratamento e a qualidade de vida dos individuos
afetados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a proporcdo de células
imunitarias (linfocitos T CD4, Th1l7 e CD8) e as concentragbes de
citocinas plasmaéticas (IL-6, 1L-10, IL-17A e TNF) em individuos com
diagndstico recente de neoplasias hematoldgicas malignas em fase
anterior ao tratamento e suas associagdes com o estado nutricional, visto
gue podem repercutir sobre a qualidade de vida e progndéstico desses
individuos.
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POPULACAO E METODOS

Populacéo

A populagdo foi constituida por individuos atendidos pelo servigo
de onco-hematologia do Hospital Universitario Professor Polydoro
Ernani de Sdo Thiago (HU), Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Campus Universitario, Florianépolis — SC. A amostragem foi
por conveniéncia e saturacdo temporal (de novembro/2012 a abril/2013).

O atendimento da onco-hematologia do HU abrange o0s setores de
emergéncia, ambulatério de hematologia e internacdo do HU (Clinica
Médica Il).

Critérios de inclusdo: possuir idade >16 anos; apresentar
diagndstico de neoplasias hematol6gicas malignas; estar apto a iniciar
tratamento quimioterapico; ndo estar impossibilitado de se alimentar
oralmente.

Critérios de exclusdo: ter idade <16 anos, estar em tratamento
paliativo; estar em tratamento com estatinas e/ou algum farmaco anti-
inflamatdrio; possuir diagndstico de doenga infectocontagiosa e estar em
periodo gestacional.

Consideracg0es éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da UFSC (120.066 de 08/10/2012).

Todos os participantes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme com a Declaragdo
de Helsinki (2008).

Delineamento do estudo

Este estudo é caracterizado como descritivo, de corte transversal,
conduzido com individuos com neoplasias hematol6gicas malignas com
diagndstico recente, anteriormente ao tratamento quimioterapico.

Instrumento e técnicas de coleta de dados
Identifica¢do dos individuos

Os individuos foram caracterizados a partir do preenchimento de
um formulario de cadastro previamente elaborado, contemplando
informac6es como: dados clinicos, habitos de vida.
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Avaliagéo do estado nutricional

Foram mensuradas as medidas de peso, altura, circunferéncia do
brago (CB) e dobra cutanea tricipital (DCT) conforme a World Health
Organization (WHQO) (1995). O peso atual foi aferido em balanca
eletronica de plataforma com capacidade maxima de 150 kg e escala de
100 g, da marca Toledo® (Empresa Toledo do Brasil, Sdo Bernardo do
Campo, SP, Brasil). A estatura foi aferida com régua antropométrica,
acoplada a balanca citada anteriormente, com capacidade de afericdo
méxima de 2 m e escala de 1 mm. Os individuos foram avaliados
descalgos e com o minimo de roupa. O peso usual foi referido pelo
participante ou responsavel.

A CB foi mensurada em duplicata de forma ndo sequencial e
calculada a média aritmética dos valores encontrados. A DCT foi aferida
em triplicata por sistema de rodizio e utilizada a mediana dos resultados.
Essas medidas foram realizadas com auxilio de fita métrica inelastica
TBW® (S&o Paulo, SP, Brasil) e adipdmetro Lange Skinfold Caliper®
(Beta Technology Incorporated, Santa Cruz, Califérnia, EUA),
respectivamente, ambos com precisao de 1 mm. O valor da
circunferéncia muscular do brago (CMB) foi obtido da diferenca entre o
valor da CB e o valor da DCT apés ser dividida por dez e multiplicada
pelo valor de 7 (3,14) (MONEGO et al, 2003).

Para a avaliagio do estado nutricional foi utilizado Indice de
Massa Corporal (IMC) (WHO, 1995) e classificado a partir dos pontos
de corte estabelecidos para cada faixa etaria (ONIS et al, 2007;
BRASIL, 2007; WHO, 2008).

Os valores de CMB foram comparados com os valores esperados
para o percentil 50°, segundo sexo e idade dos individuos, apresentados
por Frisancho (1981; 1990).

A variacdo do peso relacionada ao periodo prévio ao estudo foi
avaliada a partir do calculo de percentual de perda de peso. Sua
classificacdo foi confrontada com o tempo de ocorréncia, segundo
valores propostos por Blackburn et al. (1977).

Coleta de sangue

A coleta foi realizada no ambiente hospitalar, seguindo o
protocolo do HU/UFSC e realizado por profissionais capacitados do
setor de andlises clinicas. A amostra sanguinea foi coletada em dois
tubos heparinizados (Sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon,
RU) com capacidade de 10 mL cada e um tubo de 5 mL (Sistema
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Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, RU) com ativador de coégulo
e gel separador para as dosagens de PCR e albumina.

Apos a coleta, cada amostra foi transportada em temperatura
ambiente até o laboratério de pesquisa (Laboratério de Investigacdo de
Doencas Cronicas - LIDoC, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,
Centro de Ciéncias Biol6gicas/ UFSC - http://lidoc.ccb.ufsc.br/) onde,
imediatamente, foi iniciado o processamento das mesmas.

Avaliacdo da proporcéo de linfécitos T CD4, Th17 e CD8

Aliquota de 1 mL de sangue total foi adicionada em um tubo
Falcon® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) de 15 mL, contendo 1
mL de meio de cultura RPMI 1640 a 37°C na presenca, ou ndo, de PMA
(50 ng/mL) (Sigma-Aldrich, Sdo Luis, MO, EUA), lonomicina (1
pug/mL) (Sigma-Aldrich, Sdo Luis, MO, EUA) e Monensina (2 mM)
(BD GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) e incubada em banho-maria por 4 horas, a 37° C. Ap6s
0 periodo de incubacdo, o sangue diluido foi transferido para tubos de
citometria de fluxo e incubado por 15 minutos com solucdo hemolitica
(BD Pharm Lyse™, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) em volume
dez vezes superior ao volume de sangue diluido. ApoGs esse
procedimento, o material foi centrifugado para retirada da solucdo
hemolitica, lavado duas vezes com tampdo de marcagdo (BD
Pharmigen™ Stain Buffer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
(DURAMAD et al, 2004) e fixado com tampdo de fixacdo (BD
Cytofix ™ Fixation Buffer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Uma vez fixadas, as células foram permeabilizadas usando
tampdo de permeabilizacdo Perm Wash (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) seguindo o protocolo do fabricante. Para a marcacéo, as células
foram incubadas por 40 minutos com 20 pL de cocktail de anticorpos
ligados a fluordforos especificos: anti-CD4 (PerCP-Cy5.5), anti-1IL17A
(PE) (Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit, BD Pharmigen™, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Para a obtencdo da propor¢do de
linfocitos T CD4 e CD8, as células ndo estimuladas foram incubadas
com 10 pL de cada anticorpo isolado (anti-CD4 e anti-CD8) ligados aos
fluoréforos PE e FITC, respectivamente (PE Mouse Anti-Human CD4,
BD Pharmigen™, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) (FITC Mouse
Anti-Human CD8, BD Pharmigen™, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Os controles negativos foram incubados com anticorpos
monoclonais ndo reativos ligados aos fluor6foros PerCP-Cy5.5, PE e
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FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Posteriormente, as células
foram lavadas duas vezes em tamp&o de marcacdo (BD Pharmigen™
Stain Buffer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e adquiridas em
citdbmetro de fluxo FACScantoll e software BD FACSDiva versao 6.1.3.
Foram adquiridas 10.000 células e posterior analise usando o software
Cyflogic versdo 1.2.1. A proporcdo de linfocitos IL-17A" foram
expressos como percentual dos linfocitos CD4" totais. Os linfocitos
CD4" e CD8" foram expressos como percentual das células com
caracteristicas morfolégicas (tamanho e granulosidade) de linfocitos
(DURAMAD et al, 2004).

Determinacdo da concentragdo de citocinas plasméticas IL-6,
IL-10, IL-17A e TNF

O sangue total foi centrifugado para separacdo da fracdo de
plasma. Aliquotas do plasma foram, entdo, congeladas em freezer -80
°C. No momento do ensaio, as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e imediatamente usadas para analise das
concentracBes de IL-6, IL-10, IL-17A e TNF por citometria de fluxo
com sistema comercial para mensuracdo de citocinas (ensaio citométrico
de esferas ordenadas (CBA) (Human Th1/Th2/Thl7 cytokine kit, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), contendo uma mistura de anticorpos
conjugados ao fluoréforo phycoerythrin (PE) (anti-I1L-2; anti-1L-4; anti-
IL-6; anti-IL-10; anti-TNF, anti-IFNy e anti-IL-17A) (Human
Th1/Th2/Thl7 PE Detection Reagent, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). O ensaio foi conduzido de acordo com as instrugdes do
fabricante.

A aquisicdo dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo
FACSCanto Il por meio do software FACSDiva versdo 6.1.3. Curvas
padrdes para cada citocina foram plotadas e as concentragdes de cada
amostra teste foram calculadas usando o software FCAP array v.1.0.2
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Os dados foram expressos em
pg/mL (CHEN et al., 1999).

Determinacdo da concentracdo de PCR e albumina e do
hemograma

Apos a coleta, o0 sangue, destinado a dosagem de PCR e albumina
e & determinagdo do hemograma, foi processado no Servigo de Andlises
Clinicas do HU. A PCR foi determinada pelo método de
imunonefelometria (Siemens Dade Behring Inc., 55, Newark, DE, EUA)
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(LEDUE et al, 1998), e a albumina, pelo método colorimétrico
automatizado (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark, DE, EUA)
empregando-se pdrpura de bromocresol como reagente de cor (LASKY
et al, 1985). Para a obtencdo do hemograma foi utilizado o analisador
hematol6gico automatizado Sysmex XE-2100D (Sysmex Corporation,
Inc. Kobe, Japan).

Tratamento e analise dos dados

Os dados foram registrados e organizados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, EUA) Todas as informagdes foram digitadas em dupla
entrada para posterior verificagdo das inconsisténcias mediante o
programa EPIDATA® (EpiData Association, Atlanta, GA, EUA). Apos,
0 banco de dados foi transformado mediante o software STAT-
TRANSFER® (Circle Systems, Seattle, WA, EUA), para posterior
analise estatstica no programa estatistico STATA® versdo 11.0 para
Windows (StataCorp, College Station, TX, EUA).

As varidveis quantitativas foram tratadas como mediana e
intervalo interquartil. As variaveis categdricas foram descritas
considerando as frequéncias absolutas e relativas de cada categoria das
variaveis correspondentes.

Para anélise entre grupos (leucemias e linfomas) foi utilizado o
teste de Mann-Whitney, e para testar associagdo entre as variaveis foram
utilizadas as correlagbes de Spearman. Para todos os testes, foi adotado
o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Caracterizagdo da amostra

Trinta e sete individuos com diagnostico de neoplasias
hematoldgicas iniciaram o tratamento quimioterapico no periodo de
novembro de 2012 a abril de 2013. Dezenove desses individuos foram
excluidos por ndo atenderem os critérios de elegibilidade. Dentre eles,
oito eram portadores de doengas infecto contagiosas e seis estavam
fazendo uso de anti-inflamatério. Apresentavam diagnosticos de
leucemia aguda (n=4), leucemia crénica (n=3), linfoma ndo Hodgkin
(n=10) e mieloma multiplo (2) e a grande maioria era do sexo masculino
(n=14). Dos dezoito individuos elegiveis ao estudo, dois recusaram
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participar e dezesseis confirmaram seu aceite por meio da assinatura do
TCLE (fig. 1).

Os sujeitos do estudo apresentavam idades entre 18,7 e 79,6 anos,
e entre as neoplasias hematoldgicas apresentadas destacaram-se as
leucemias agudas (n=9) e os linfomas ndo Hodgkin (n=3). A maioria
dos sujeitos (n=9) apresentaram comorbidades, tais como: depressao,
esofagite, hérnia de hiato, gastrite, Ulcera gastrica, hipertenséo arterial
sistémica, hipotireoidismo, disfuncdo renal, diabetes tipo I,
osteoporose, artrite reumatoide e intolerancia a lactose. A tabela 1
apresenta a caracterizagdo dos sujeitos do estudo.

E importante destacar que em fungéo da variedade de doencas, as
formas de estadiamento foram diversas, e apesar de terem sido inclusos
individuos com diagndstico recente, foram encontrados variados graus
de progresséo das doencgas. Para melhor entendimento e padronizagéo da
informacdo, classificou-se o grau de gravidade da doenca ou o
progndstico do individuo conforme o risco: alto, intermediario e baixo.
Dos individuos participantes, sete apresentaram doenca de alto risco,
sete apresentaram risco intermediario e dois apresentaram baixo risco.
Os diagndsticos e estadiamentos foram estabelecidos, principalmente,
com base em bidpsia, imunofenotipagem e citogenética e imuno-
histoquimica.

Avaliacdo do Estado Nutricional

Os individuos do estudo apresentaram valor mediano de IMC de
25,6 kg/m® (24,1; 29,2) e de adequagdo de CMB de 100% (86,9; 111,1)
em relacdo ao valor de referéncia conforme sexo e idade. Apesar disso,
sete individuos (43,8%) apresentaram perda de peso significativa e
grave em até seis meses antes do estudo. Esses dados foram obtidos com
base na informacdo do peso usual e do periodo de tempo em que ocorreu
a alteracdo de peso referida pelo individuo.

Parametros laboratoriais

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados das analises
laboratoriais. Em analise conjunta, observou-se reducdo importante da
contagem de hemécias [2,5 milhdes/ mm?® (2,2; 4,1)], concentrago de
hemoglobina [8,3 g/ dL (7,2; 11,6)], hematdcrito [25,4 % (20,6; 35,7)] e
contagem de plaquetas [58.000 mm® (33.000; 136.000)]. Tais
pardmetros apresentaram tal alteracdo, especialmente, nos individuos
com leucemias, conforme esperado nessas doencas. A mediana dos
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leucécitos totais [7.860 mm?® (4.840; 22.480)] comportou-se dentro dos
limites de referéncia, porém ao analisar os valores individualmente,
observou-se leucocitose acentuada na maioria dos casos de leucemias.

Observou-se também, elevacdo da concentracdo de PCR [37,5
mg/ L (7,2; 68,9)] e reducdo da concentracdo de albumina [3,2 g/ dL
(2,9; 3,6)], com aumento da razdo PCR/albumina [13,7 (2,1; 23,6)].

Foi também investigado se algumas varidveis possuiam
associacdes que pudessem potencialmente ser utilizadas no ambiente
clinico. Leucdcitos totais foram negativamente correlacionados a
contagem de plaquetas (r=-0,44), enquanto a concentracdo de albumina
foi inversamente correlacionada ao IMC (r=-0,53).

Proporcdo de populagdes linfocitarias T CD4", CD4"IL17" e
CcD8"
Para a determinacdo da proporc¢do das populagdes linfocitarias T
CD4*, CD4'IL17" e CD8', foram selecionadas células com
caracteristicas morfoldgicas (tamanho e granulosidade) de linfdcitos. Na
figura 2 sdo apresentados gréficos representativos da andlise da
proporcao desses fendtipos celulares obtidos por citometria de fluxo. Na
tabela 3 sdo apresentados os resultados dessas analises por populacéo
linfocitaria.

A mediana da proporcéo de linfocitos T CD4" foi de 30,2% (16,8;
39,6) em relacdo ao total de linfocitos. A proporcdo mediana de
linfécitos T CD4'IL17" foi de 2,5% (2,1; 10,8) do total de linfocitos T
CD4". Os linfocitos T CD8" apresentaram-se na proporcdo de 19,5%
(8,2; 25,5) do total de linfocitos, porém em andlise por diagnostico
observou-se que a proporcdo desse linfocito é inferior nas leucemias
[9,8% (3,7; 16,4)] em comparacdo aos linfomas [29,2% (23,7; 40,6)] e
essa diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,024). Além disso, a
razdo CD4":CD8" foi de 1,5 (1,0; 3,5) em anélise conjunta, porém
apresentou-se reducdo significativa nos linfomas 0,97% (0,77; 1,03) em
relacéo as leucemias 2,55% (1,54; 4,97) (p=0,006) (fig.3).

A proporcdo de T CD4'IL17" foi correlacionada inversamente
com a razdo CD4":CD8" (r= -0,39) e positivamente com a CMB (r= -
0,31). Correlagdes inversas também foram encontradas entre a razdo
CD4":CD8" e as contagens de hemécias (r= -0,50) e plaquetas (r= -
0,66).
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Citocinas plasmaticas IL-17A, IL-6, IL-10 e TNF

Na tabela 3 sdo apresentadas as concentracfes plasmaticas das
citocinas IL-6 e IL-10. As concentracfes plasmaticas de IL-17A e TNF
apresentaram-se abaixo do limite tedrico de deteccdo do método (17,8 e
3,8 pg/ mL, respectivamente) para todos os individuos, exceto um
individuo que apresentou concentracdo de IL-17A de 70,9 pg/ mL. Este
era do sexo feminino, cinquenta e nove anos de idade, portador de
leucemia pré-mielocitica aguda de baixo risco e histdria pregressa de
artrite reumatoide e hipertenséo arterial.

E importante ressaltar que em um individuo idoso, do sexo
feminino, portador de mieloma multiplo, com alto grau de estadiamento
e, entre outras comorbidades, apresentava insuficiéncia renal aguda,
foram encontrados niveis de IL-10 de 115,4 pg/ mL e de IL-6 acima de
5000 pg/ mL, estando o ultimo valor, acima da linearidade méaxima
utilizada. O individuo foi a 6bito no dia seguinte da coleta de sangue. O
dado referente a concentracdo de IL-6 deste individuo ndo foi incluso
nas analises.

As concentragbes de IL-6 foram, como esperado, fortemente
associadas as concentracdes de PCR (r= 0,71) e a relacdo PCR/
albumina (r= 0,75). IL-6 também foi positivamente associada a
contagem de leucdcitos (r= 0,42).

DISCUSSAO

Com base nos resultados observou-se que a amostra foi
constituida por individuos em diferentes situacfes onco-hematolégicas,
com variados graus de estadiamento. Dentre os principais resultados
pode-se destacar que o estado nutricional desses individuos no momento
avaliado (fase inicial da doenga e/ou anterior ao tratamento),
aparentemente, ndo se mostrou comprometido, apesar de que uma
parcela significativa apresentou perda de peso significativa ou grave em
periodo recente. Além disso, albumina sérica apresentou correlacdo
inversa ao estado nutricional. Adicionalmente, observou-se que a
populacdo de linfécitos T CD8" foram significativamente maiores nos
linfomas e, consequentemente, a razdo CD4":CD8" apresentou-se
significativamente reduzida nessas doencas em relacdo as leucemias.
Também, observou-se associagio positiva entre os linfocitos T CD4"IL-
17" e a relagdo CD4":CD8". Essas células, também, foram
positivamente correlacionadas com a adequacdo de CMB.



64

A variabilidade dos dados apresentada neste estudo é o retrato
dos diferentes diagnosticos e variaveis manifestacdes clinicas que
compbdem as neoplasias hematoldgicas malignas. Apesar dessa
limitacdo, os dados aqui apresentados possuem valor imensuravel visto
gue essas doencas possuem incidéncia relativamente rara na populacao
(JEMAL et al, 2002). Mesmo com uma amostra relativamente reduzida,
0 que limita o estabelecimento de muitas associac¢Oes pela falta de poder,
nossos dados oferecem informacdes importantes sobre caracteristicas do
estado inflamatorio nutricional de individuos nessas condi¢des de
agravo a saude.

A partir desse estudo pode-se constatar que individuos com
neoplasias hematoldgicas malignas em fase inicial, ndo apresentaram
comprometimento  nutricional,  considerando  somente  dados
antropométricos (IMC e percentual de adequagdo de CMB). No entanto,
aproximadamente, 44% dos individuos apresentaram perda de peso
significativa ou grave em até seis meses anteriores a avaliacdo,
demonstrando que esses individuos podem estar em situacdo de risco
nutricional, condicdo que pode ser agravada com o emprego do
tratamento (ALMEIDA et al, 2005). Diante disso, ressalta-se a
necessidade de utilizacdo de diferentes métodos de avaliacdo
nutricional, que, também, levem em consideracdo outros parametros,
tais como exame fisico e historia clinica dos individuos (BAUER,;
CAPRA; FERGUSON, 2002).

Conhecer o estado nutricional de individuos com neoplasias
hematol6gicas malignas na etapa pré-tratamento é de extrema
importancia, pois possibilita 0 manejo nutricional adequado visando a
uma melhor resposta ao tratamento e a qualidade de vida dos individuos
afetados. Estudo retrospectivo, envolvendo 107 individuos com
neoplasia gastrica metastatica ou avancada, submetidos a tratamento
guimioterapico, avaliou a relacdo de 28 varidveis com o progndstico.
Dentre elas, histologia, metastase peritoneal, ascite, estado funcional e
perda de peso foram identificadas como importantes fatores
progndsticos (INA et al, 2012). Outro estudo revisou dados coletados
prospectivamente de um total de 780 individuos com neoplasia
pulmonar (pequenas células (n=290) e ndo pequenas células (n=418)) e
mesentelioma (n=72), em quimioterapia. O objetivo foi avaliar a
influéncia da perda de peso sobre o tratamento quimioterapico e
progndstico desses individuos. A perda de peso foi relacionada a néo
completude do tratamento e a maior ocorréncia de anemia por
toxicidade. Além disso, a perda de peso foi relacionada a um menor
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tempo de sobrevida (ROSS et al, 2004). Outro estudo, com objetivo de
avaliar o efeito do estado nutricional sobre a inducdo da remissdo da
doenca, envolveu 66 criancas e adolescentes com leucemia linfoblastica
aguda. Dessas, 35 encontravam-se desnutridas e 31 encontravam-se bem
nutridas, com base no parametro peso por idade. Em comparacdo as
criangas bem nutridas, as que se encontravam mal nutridas apresentaram
maior ocorréncia de infeccdes, maior tempo de inducdo de remisséo e de
internacdo (HAFI1Z; MANNAN, 2008).

No presente estudo, os individuos apresentaram reducdo da
concentracdo sérica de albumina, e este marcador foi negativamente
correlacionado ao IMC. Tal achado pode ser explicado pela baixa
especificidade e sensibilidade da albumina sérica como marcador do
estado nutricional. Esse marcador, no entanto, melhor refletiu a
condicdo inflamatoria apresentada pelos individuos do estudo. Por ser a
albumina uma proteina de fase aguda negativa, em resposta ao estimulo
inflamatdrio, sua concentracdo é reduzida. Tal condicdo inflamatéria é
também explicada pela elevacdo da PCR e citocinas pré-inflamatdrias.
Esse resultado é semelhante ao encontrado por Cabral, Carvalho e
Miszputen (2001), que avaliaram 36 individuos portadores de doenca de
Crohn. O estado nutricional dos individuos foi avaliado por métodos
antropométricos (altura, peso, peso ideal/peso atual, DCT, CB e CMB) e
pela avaliacdo da concentracdo de albumina sérica. Ao considerar
apenas os dados bioquimicos, 28 individuos apresentaram desnutri¢do
moderada e grave, no entanto, ao correlacionar esses dados com a
avaliacdo antropométrica, ndo foi possivel encontrar associacéo entre a
concentracdo de albumina sérica e a avaliacdo antropométrica. Neste
mesmo estudo a albumina apresentou sensibilidade de 64% e
especificidade de 37,5% para identificar desnutricdo. Esse marcador foi
associado inversamente ao estado inflamatorio e apresentou
sensibilidade de 100% e especificidade de 56,5% para detectar
inflamacdo ativa. Esses resultados sugerem que a concentracdo de
albumina pode sofrer interferéncias do estado inflamatério,
especialmente, por acdo de citocinas inflamatérias, como a IL-6 que, no
presente estudo, mostrou-se quatro vezes mais elevada quando
comparada ao encontrado em individuos saudaveis descritos na
literatura (WU et al, 2009).

A IL-10, citocina com atividade anti-inflamatéria, é produzida
pelos linfécitos T reguladores (Treg), entre outras células imunitarias.
Desempenham o papel de reprimir a atividade das células T e a
producdo de citocinas pré-inflamatérias (OUYANG et al, 2011). No
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presente estudo, essa citocina apresentou-se duas vezes mais elevada,
em comparacdo as concentracdes encontradas na literatura para
individuos saudaveis (MALARSTIG et al, 2008). Com base nisso,
sugere-se que a elevacdo da concentracdo dessa citocina seja reflexo,
principalmente, de elevada proporcdo de linfocitos Treg no sangue
periférico dos individuos avaliados. Estudos com neoplasias
hematoldgicas e sélidas demonstraram que os linfécitos Treg
apresentaram-se em elevada propor¢cdo no inicio da doenca e
aumentaram com 0 avanco da mesma, em detrimento de outras
populacgdes linfocitérias, tais como os linfécitos Thl7 (ERSVAER et al,
2010; MARUYAMA et al, 2010).

Dentre as células imunitarias avaliadas, as células T CD4 e CDS8,
em analise conjunta, apresentaram reducdo de aproximadamente 30%
em relagdo as proporcdes descritas na literatura para individuos normais
(GIORGI et al, 1990; REICHERT et al, 1991; BOFILL et al, 1992). Os
linfocitos T CD8 apresentaram-se em maior propor¢do no sangue
periférico de individuos com linfoma, em relacdo aos individuos com
leucemias. Ao comparar com dados de individuos normais, 0s
individuos com linfoma apresentaram valores semelhantes, enquanto
gue os valores dos individuos com leucemia foram trés vezes menores
(GIORGI et al, 1990; REICHERT et al, 1991; BOFILL et al, 1992),
Isso pode ser explicado pela proliferacdo de células imaturas e com
possiveis fenotipos aberrantes na medula dssea dos individuos com
leucemias (maioria em nosso estudo) e a alteragdo da expressdo de
marcadores celulares, tais como a molécula CD4 e CD8
(EMERECIANO et al, 2004).

A manutencio da proporgio de células CD8" nos individuos com
linfomas pode potencialmente corresponder & manutengdo da
capacidade citotdxica apresentada por essas células e efetiva imunidade
antineopléasica, 0 que pode estar intimamente ligado ao prognostico dos
individuos, como demonstrado em outros estudos envolvendo
neoplasias malignas sélidas (PAGES et al, 2010). Estudo clinico
envolvendo oitenta individuos diagnosticados com linfoma folicular em
tratamento  quimioterapico. A propor¢do de linfocitos T CD8"
produtoras de granzima B avaliada antes do tratamento, foi altamente
correlacionada com maior sobrevivéncia livre de doenca nos individuos
apos tratamento quimioterapico (Rituximab) (LAURENT et al, 2011).

Além disso, nosso estudo encontrou uma correlagdo inversa entre

a proporcdo de linfocitos Th17 e a razdo CD4":CD8". Esses dados sdo
reflexos da maior propor¢do de linfocitos T CD8" encontrada nos
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individuos com maior distribuicdo de linfocitos T CD4IL-17". Em
analise desses fenotipos celulares por diagnostico, observa-se que o
aumento de linfécitos T CD8" nos individuos com linfomas é
acompanhado por uma maior distribuicdo de linfocitos T CD4"IL-17"
nestes mesmos individuos (resultados ndo apresentados).

Esses dados vdo de encontro com o que foi observado por
Munegowda e colaboradores (2011) em estudo cujo objetivo foi avaliar
o efeito estimulatério de linfécitos Thl7 ovoalbumina-especificas
(OVA), sobre a resposta citotoxica das células T CD8" e imunidade
antineoplasica em modelos preventivos e terapéuticos contra melanoma
B16 expressando OVA (BL6-10 OVA). Linfécitos Th17 adquiriram o
peptideo MHC | (complexo maior de histocompatibilidade) e
expressaram o fator de transcrigdo ROR,t, IL-17 e IL-2. In vitro, essas
células ndo tiveram nenhuma atividade direta contra as células
neoplésicas, no entanto, elas foram habeis em estimular a resposta dos
linfécitos T citotoxicos CD8", via IL-2 e pMHC 1. In vivo, utilizando
camundongos C57BL/6, injetados com células BL6-10 OVA, e
posteriormente, com linfécitos Thl7, observou-se que os linfdcitos
Th17 por meio da IL-17 estimularam a expressdo de quimiocinas CCL2
e CCL20 no microambiente neopldsico pulmonar promovendo o
recrutamento de varios leucécitos (células dendriticas, T CD4" e CD8")
e provocando uma resposta imunitaria protetora.

A proporcio de linfocitos T CD4'IL-17" encontrada em nosso
estudo foi semelhante & encontrada por Ersvaer e colaboradores (2010).
No referido estudo, observou-se que os individuos com leucemia
mieloide aguda (n=16), no periodo anterior ao inicio do tratamento
quimioterapico, apresentaram proporcio de Th17 (CD3'CDS8IL-17A")
semelhante a apresentada pelos controles saudaveis (n=30). Tal
proporcao manteve-se durante (n=16) e a pds a quimioterapia (n=6).

Outros estudos envolvendo individuos com leucemia mieloide
aguda (n=42) e leucemia linfocitica crbnica (n=66) ndo tratados,
demostraram que a proporcdo de Thl7 no sangue periférico é,
aproximadamente, quatro vezes mais elevada nos individuos doentes em
relagdo aos saudaveis (WU et al, 2009; JAIN et al, 2011). Esta
proporcao foi reduzida apds remissdo completa da doenca (WU et al,
2009). Maiores proporcbes de Thl7 foram relacionadas com melhor
progndstico (JAIN et al, 2011; NIARAGH et al, 2013).

Esses estudos apresentaram grande variagdo dos valores

encontrados em individuos saudaveis. Deve-se ressaltar que esses
estudos foram desenvolvidos a partir de diferentes métodos e
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populagdes (norueguesa, chinesa e americana) (WU et al, 2009; JAIN et
al, 2011; NIARAGH et al, 2013).

Além disso, observou-se uma correlagdo positiva entre a
propor¢do de linfocitos T CD4'IL-17" com a adequacdo da CMB.
Apesar deste pardmetro, isoladamente, ndo ser suficiente para avaliar o
estado nutricional (BAUER; CAPRA; FERGUSON, 2002), tal relacdo
pode direcionar a investigagdo do uso dessa proporcdo celular como
possivel fator prognostico nutricional. Essas células, também, foram
positivamente relacionadas a propor¢do de linfécitos T CD8, podendo
estar associadas a resposta imunitaria protetora, como descrito em
outros estudos.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar a implicacdo
progndstica dos linfocitos Th17 nas neoplasias hematol6gicas malignas,
porém nossos dados somam com as evidéncias existentes a respeito do
potencial papel dessas células nas neoplasias hematoldgicas.

CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos nossos dados, foi possivel constatar que os
individuos com neoplasias hematoldgicas em fase inicial nao
apresentaram comprometimento nutricional, com base em parametros
antropométricos, embora apresentassem um quadro inflamatorio
pronunciado pela elevacdo de marcadores inflamatérios.

Além disso, observou-se manutengéo da propor¢do de linfocitos
T CD8 nos individuos com linfomas em relagdo aos com leucemias.
Essas células foram correlacionadas a maior propor¢cdo de linfécitos
Th17, o que pode estar associado a uma resposta imunitaria protetora
como descrito em outros estudos.

A positiva correlacdo encontrada entre linfocitos Thl7 e CMB
pode direcionar a investigacdo do uso dessa proporcdo celular como
possivel fator progndstico nutricional.

O conhecimento das propor¢des das populacdes linfocitarias T
CD4, Thl7 e T CD8, bem como, das concentracBes de mediadores
inflamatdrios e suas relagdes com o estado nutricional, pode representar
aplicacdo progndstica nas neoplasias hematoldgicas. Estas informages
podem ter valor como ferramenta de monitoramento para diversas
abordagens terapéuticas como a quimioterapia, radioterapia e a
imunonutricao.
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Figura 1 — Fluxograma do estudo. Floriandpolis, 2013.

Estimativa 2012* (6 meses):
205 novos casos SC
20 novos casos FLN

26 novos casos esperados em
6 meses (leucemias e
linfomas)**

37 individuos com neoplasias hematologicas
(nov/2012 - abr/2013) 19 individuos
excluidos:
1—uso de SNE
8 — doenca infecto
contagiosa
1 — uso de estatinas
2 — sem indicacdo de
QT
6 — uso de anti-
inflamatério
1— QT prévia

18 individuos elegiveis

2 individuos
recusaram

16 individuos

FLN, Florian6polis; SNE, sonda nasoenteral; QT, quimioterapia.

*Estimativa para 2012 — Leucemias e linfomas — dados apresentados para 6
meses (INCA, 2012);

**Dados baseados na incidéncia de leucemias e linfomas (julho/2011 a
junho/2012) do HU/UFSC.
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Tabela 1 — Caracterizacdo de individuos com diagnéstico recente de
neoplasias hematolégicas malignas. Florianépolis, 2013.

Caracteristicas n=16

Sexo (n/ %)
Feminino 9 (56,3)
Masculino 7 (43,8)
Idade (mediana/ min;max) 47 (18,7; 79,6)
Diagnéstico(n/ %)

Leucemias agudas 9 (56,3)

Linfomas ndo Hodgkin 3(18,8)

Linfomas de Hodgkin 2 (12,5)

Leucemias cronicas 1(6,3)

Mieloma multiplo 1(6,3)
Comorbidades (n/ %)

Ausente 9 (56,3)

Presente 7 (43,8)
Cor da pele (n/ %)

Branca 13 (81,3)

Nao branca 3(18,8)




7

Tabela 2 — Parametros laboratoriais de individuos com diagndstico recente de
neoplasias hematolégicas malignas. Florianépolis, 2013 (n=16).

o . Valores de
Variaveis Mediana (p25-p75) Referéncia
Hemécias 15 2,5(2,2;4,1) M:4,5a6,0/
(milhdes/ mm®) F:4,0a5,2,
Hemaoglobina 15 8,3 (7,2;11,6) M: 13,0 a 18,0/
(g/ dL) F:12,0a 16,0,
Hematdcrito 15 25,4 (20,6; 35,7) M: 40,0 a 52,0/
(%) F: 37,0 a 47,0,
Leucocitos 15 7.860 (4.840; 22.480) 3.800-11.000,
(mm’)
Plaquetas 15 58.000 (33.000; 150.000-
(mm®) 136.000) 440.000,
PCR 16 37,5(7,2; 68,9) <5,0,
(mg/ L)
Albumina 16 3,2(2,9; 3,6) 3,4a5,0,
(9/dL)

PCR/albumina 16

13,7 (2,1; 23,6)

a.  WILLIAMS; WILKINS. Wintrobe’s Clinical Hematology. p. 2532-

2542, 1999;

b. PEARSON, T. A, et al. Markers of Inflammation and Cardiovascular
Disease: aplication to clinical and public health practice: A startment for
healthcare profissionals from the centers for disease control and preventions
and the American Heart Association. Circulation 2003; 107:499-511,

c.  WILLEY, D.A; SAVORY, J,, LASKY, F. An evaluation of a revised
albumin method for the aca® discrete clinical analyzer, Du Pont Company,
Wilmington, DE, August, 1982.
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Tabela 3 — Descricdo de proporgdes de células do sangue periférico com
caracteristicas morfologicas de linfcitos e concentragdes de citocinas
plasmaticas de individuos com neoplasias hematolégicas malignas.
Floriandpolis, 2013.

Variaveis n Mediana (p25-p75)
CD4" (%) 12 30,2 (16,8; 39,6)
CD4"IL17" (%) 13 2,5(2,1;10,8)
CD8" (%) 12 19,5 (8,2; 25,5)
CD4":CcD8" 12 1,5 (1,0; 3,5)
IL-6 (pg/mL) 11 6,1 (4,1;9,3)

IL-10 (pg/mL) 10 1,4 (0,0; 8,8)
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Figura 2 — Gréficos de citometria de fluxo representativos das proporgdes de
células CD4", CD8", CD4'IL17", do sangue periférico de individuos com
neoplasias hematoldgicas malignas. Floriandpolis, 2013 (n=16).

Granulosidade

CD4*

CD4*IL-17"

=17+
TL-17+

CD4+ CD4+

(a) células consideradas com caracteristicas morfolégicas de linfdcitos; (b)
células CD4" e CD8" do total de linfocitos; (c) células ndo estimuladas; (d)
células CD4*IL-17" estimuladas e marcadas com os anticorpos anti-CD4 e anti-
IL-17.
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Figura 3 — Proporgdo de células CD8" (A) do sangue periférico e razdo
CD4":CD8" (B) em individuos com leucemias e linfomas. Floriandpolis, 2013
(n=11).

A . p=0,024

CD8+

—— T
Leucemias (n=7) Linfomas (n=4)

@

p=0,006

CD4+:CD8+

Leucemi'as (n=7) Linfomés (n=4)



81

5 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos nossos dados, foi possivel observar que individuos
participantes do nosso estudo apresentaram, de modo geral, reducdo de
linfécitos T CD4" e CD8", em relacdo ao que a literatura indica para
individuos normais, embora, em analise por diagnéstico, os individuos
com leucemia tenham sido 0s maiores responsaveis por essa reducao.

Os linfoécitos T CD4'IL-17%, apresentaram  proporcoes
semelhantes as de individuos normais descritas em alguns estudos.
Essas células apresentaram relagdo positiva com os linfocitos T CD8".
Outros estudos que demonstraram que essas células podem estar
associadas & inducéo de linfocitos T CD8" e a promog&o uma resposta
imunitaria protetora.

Além disso, os linfocitos T CD4'1L-17" foram correlacionados
positivamente a CMB, pode direcionar a investigagdo do uso dessa
proporcdo celular como possivel fator progndéstico nutricional nessas
doencas.

Além disso, constatou-se, com base em pardmetros
antropométricos, que os individuos com neoplasias hematologicas em
fase inicial ndo apresentaram comprometimento nutricional, embora
apresentassem quadro inflamatério pronunciado pela alteracdo de
marcadores inflamatérios (IL-6, IL-10, PCR e albumina).

InformagBes como as levantadas neste estudo podem representar
aplicacdo prognéstica nas neoplasias hematoldgicas além da
possibilidade de serem utilizadas como ferramenta de monitoramento
para diversas abordagens terapéuticas como a quimioterapia,
radioterapia e a imunonutricéo.

Neste contexto, reforga-se a necessidade de mais estudos que
sustentem a utilizacdo desses marcadores na pratica clinica.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario, numa
pesquisa cientifica resultante de parceria entre a Universidade Federal
de Santa Catarina e o Hospital Universitario Polydoro Ernani de Séo
Thiago (HU). Apds ser esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir,
caso aceite fazer parte do estudo, assine ao final deste documento (nas
duas vias). Uma delas é sua e a outra do pesquisador responsavel. Caso
recuse participar, vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Se tiver
alguma duvida procure o Laboratério de Investigacdo de Doencas
Cronicas (LIDoC) no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (CFS) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) no Campus Trindade
(Floriandpolis-SC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA
1. Instituicdo sede da pesquisa: Laboratorio de Investigagdo de
Doengas Cronicas (LIDoC) no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
(CFS) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) no Campus Trindade
(Floriandpolis-SC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Telefone fixo: (48) 3721-2289.

2. Titulo do projeto: Impacto da suplementacéo oral com 6leo de peixe
sobre a concentracdo de citocinas e proporcdo de populagdes
linfocitarias no sangue periférico de pacientes com neoplasias
hematoldgicas malignas em tratamento quimioterapico.

3. Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Everson Araljo Nunes.

4. Garantia de informacgdo e desisténcia: Vocé serd esclarecido (a)
sobre a pesquisa em qualquer ponto que desejar. Vocé é livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo, a qualquer momento. A sua participacdo é voluntéria e a
recusa em participar ndo ird acarretar qualquer penalidade ou perda de
beneficios.

5. Descricdo do estudo: A pesquisa acontecera no Hospital
Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago, localizado no Campus
Universitario, bairro Trindade no municipio de Florianépolis, estado de
Santa Catarina. Serdo convidados a participar do estudo pessoas com
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diagndstico de cancer hematolégico (no sangue), que tenham indicagéo
de iniciar quimioterapia neste hospital.

O objetivo deste estudo é avaliar o estado nutricional e indicadores no
sangue de pessoas que ingeriram ou ndo capsulas de 6leo de peixe
durante nove semanas de tratamento. Os individuos serdo avaliados
apenas por profissionais da satde (médicos, nutricionistas, enfermeiros,
etc.) devidamente treinados e vinculados as instituicdes parceiras.
Havera contatos telefénicos com os pacientes uma vez por semana, a
fim de acompanhar o andamento do estudo. Para avaliar o estado
nutricional serdo feitas medidas como: peso, altura, circunferéncia do
bracgo, dobras cuténeas e questionarios sobre sua alimentacéo e resposta
ao tratamento. Essas avaliagbes comentadas serdo realizadas em trés
momentos: imediatamente antes de iniciar a quimioterapia, na quarta ou
guinta semana ap6s a primeira sessdo de quimioterapia e nove semanas
apos a primeira sessdo de quimioterapia. No primeiro e no terceiro
momento serd necessario que vocé forneca 20 mL de sangue
(totalizando 40 mL na soma dos dois momentos) que serdo coletados
pela equipe do laboratorio de analises clinicas do HU. Essas amostras de
sangue deverdo ser coletadas em tubos de tampa verde e serdo usadas
para dosagem de substancias e células que servirdo de indicadores para
0s possiveis efeitos do Oleo de peixe. Também serdo avaliadas as
guantidades de lipideos (gorduras) existentes em suas células. Amostras
de seu sangue e células ficardo armazenadas em freezer na UFSC por
periodo maximo de doze meses para realizacdo das dosagens.
Posteriormente a este periodo, qualquer resto de amostra sera descartada
de maneira apropriada em lixo biol6gico hospitalar.

Os participantes serdo distribuidos em dois grupos (suplementado e nédo
suplementado), sendo que os pacientes do grupo suplementado serdo
orientados a ingerir suplemento nutricional de dleo de peixe ao longo de
nove semanas na quantidade diaria de 2 g. A distribuicdo dos
voluntarios para um dos dois grupos sera realizada por sorteio e vocé
ndo pode escolher qual dos grupos quer compor. Ainda existe ddvida se
é necessario ou ndao recomendar 6leo de peixe durante a quimioterapia,
assim o resultado da pesquisa pode trazer informagBes importantes para
pessoas que fazem quimioterapia.

6. Coleta de amostra, riscos e desconfortos: Sua principal colaboracéo
para o estudo sera possibilitando a realizacdo de medidas, respondendo a
perguntas, além de fornecer 40 mL (quarenta mililitros) de sangue
venoso. O correspondente a quatro tubos préprios para coleta a vacuo de
10 mL. O sangue serd coletado de veias do seu braco (esquerdo ou
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direito) com o auxilio de tubos e agulhas descartaveis prdprios para isso,
por profissional treinado e habilitado. E importante destacar que durante
a coleta de sangue pode existir certo desconforto decorrente da entrada
da agulha e/ou retirada do sangue venoso. Adicionalmente, em casos
raros, o local perfurado pela agulha pode apresentar formacgdo de
hematoma (roxos) e sensacdo de dor quando pressionado nas horas e/ou
dias apo6s a coleta. Importante: Se vocé for alérgico a peixe e derivados
de peixe, NAO aceite participar do estudo. Os procedimentos que seréo
realizados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa
com Seres Humanos conforme Resolucdo n® 196/96 do Conselho
Nacional de Satde. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a
sua dignidade.

7. Beneficios: Ao participar desta pesquisa vocé ndo terd nenhum
beneficio direto (financeiro, por exemplo). Entretanto, esperamos que
este estudo contribua com informacBes importantes a ciéncia. O
pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos (mantendo
sua identidade sobre sigilo). Os resultados podem trazer beneficios a
todos os seres humanos envolvidos em quimioterapia no futuro.

8. Custos: O estudo ndo prevé custos aos sujeitos, pois 0s
procedimentos serdo realizados no proprio hospital onde ja é realizado o
tratamento da doenca e as capsulas (para quem fizer uso) de 6leo de
peixe serdo fornecidas gratuitamente pelos pesquisadores.

9. Esclarecimentos e dlvidas: A participacdo no estudo ndo ocasionara
custos para vocé e ndo sera fornecido nenhum ressarcimento financeiro.
Qualquer ddvida a respeito da pesquisa podem ser sanadas pelos
seguintes meios: telefone fixo: (48) 3721-2289; telefone celular: (48)
9981-8511 ou (47) 9185-3221; e-mail: lidocufsc@gmail.com, com Prof.
Dr. Everson A. Nunes, Paula Fernanda de Oliveira e Dayanne da Silva
Borges Betiati.

Os pesquisadores manterdo em sigilo a sua identidade. Os resultados da
pesquisa serdo enviados para vocé, se for pedido, e permanecerdo
confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participacéo
ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo serd identificado (a)
em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma copia
deste documento serd arquivada no Laboratério de Investigacdo de
Doencas Cronicas (CFS/CCB-UFSC) e outra copia serd fornecida a
VOCE.
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Prof. Dr. Everson Araljo Nunes
(Pesquisador responsavel)

Paula Fernanda de Oliveira
(Mestranda)

Dayanne da Silva Borges Betiati
(Mestranda)

CONSENTIMENTO DO SUJEITO DE PESQUISA

Eu, , RG n°

abaixo assinado, concordo de maneira livre e
esclarecida em participar, na condigdo de sujeito de pesquisa, do estudo
que tem como titulo “Impacto da suplementacdo oral com 6leo de peixe
sobre a concentracdo de citocinas e proporcdo de populaches
linfocitarias no sangue periférico de pacientes com neoplasias
hematolégicas malignas em tratamento quimioterapico.”. Fui
devidamente informado (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como sobre o0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento, assisténcia e/ou
tratamento.
Floriandpolis, Santa Catarina, de de
20 .

Nome completo e legivel

Assinatura
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PARTICIPACAO DE MENORES — ASSINATURA DOS
RESPONSAVEIS LEGAIS

Eu, , RG n°
, tendo como telefone para contato o n°

, responsavel legal pelo menor

, RG n°

, declaro ter sido informado e concordo com a sua
participacdo, como voluntério, no projeto de pesquisa acima descrito.

(Responsavel legal pelo sujeito da pesquisa)

Prof. Dr. Everson Aradjo Nunes
(Pesquisador responsavel)

Paula Fernanda de Oliveira
(Mestranda)

Dayanne da Silva Borges Betiati
(Mestranda)

Floriandpolis, / /
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Apéndice B — Formulario para Coleta de Dados

| - IDENTIFICACAO

N° prontuario HU: N° identificacdo na pesquisa:
Nome:

Sexo: Data de nascimento: Cor da pele:
Telefones:

E-mail:

Procedéncia/Enderecgo

Diagnéstico/Localizagéo:

Estadiamento:

Comorbidades/ Doengas prévias:

Protocolo QT:

Outros farmacos utilizados:

Tabagista: ( )Sim ( )N&o NCcigarros/dia:

Consumo de bebida alcodlica (quantidade/ freqiiéncia):

Prética de atividade fisica (tempo/ frequiéncia):
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Il - AVALIACAO ANTROPOMETRICA:

Altura: | P. Atual: | IMC:
Classificagdo IMC:

P. Usual: | %PP: ‘ Tempo PP:
Classificacdo Perda de Peso:

CB: CB%: Classificacdo CB%:

DCT: DCT%: Classificacdo DCT%:

CMB: CMB%: Classificacdo CMB:

111 - AVALIAGAO BIOQUIMICA:

Marcadores inflamatorios:

Marcador

Valor

IL-6

IL-10

IL-17A

TNF

Th17
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Anexo A — Parecer Consubstanciado — CEPSH/UFSC
UNIVERSIDADE FEDERAL DE n.mpm
SANTA CATARINA - UFSC % .

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS O PROJETD DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Suplementapdo oral com dieo de pelxe & s2us efelios sobre concentragdo de citosinas
& proporgde de populagles Infocitarias no sangue periférico ge packenies com
neoplasias nematologicas mallgnas em tratamento quimioteraplco

Peaquisador: Sverson Arauo Munes
Area Tematica: Area 9. A eritério do CEP.

Wersdo: 2
CAAE: 03194212.2.0000.0121
Institulgio Proponents: Universidade Federal de Santa Catarna

DADOS O PARECER

Romero do Parecer: 120.085
D:ata da Relatora: 0&/1002012

Apressntagio do Projeto:

Este & um es1sdo denominasa pelos pesquisadones como de Tase 102 & que pratende avallar o uso oe
suplemeniagdo nuiriclonal de dleg de pelxe na dieta de pacientes com doengas hematologlcas malignas.
atendidos no Hospital universitano/UFSC sua contribulgdo para a medhora do processo de adoecimenin.

Objstivo da Pesqulsa:
Avallar status Inflamabdrio nuiriclonal atraves de diocinas plasmaticas (IL-2, -4, IL-5, IL-10, IL-17A, IFN-y 2
THNF-aifa) & vanagio nas populagdes de Infocios Thi, Th2, Th 17, Treg & T FoxP3+IL-1TA+ de Individuos
aduRos com neopiasias Nematologicas em iratamento quimioterapico antes & apds suplementacdo ou ndo
com oleo de pelke.

Avallagao dos Riscos & Baneficlos:

Para os pesquisadores Nio existem riscos conhecidos do protocolo proposio. Estudos anteriores
envoivenda Integranies do grupo de pesqulsa |3 efetuaram profecolo similar onde existiam. Contudo, ndo s2
pode refirar a hipoiese 00 Ol&0 C3LSar algum tpo g2 desconforto (ex: naussa), visto que of Individuos
estardo em quimioterapla e terdo que Ingerr capsulas.

Os potencials beneflclos estdo nas possivels agdes Imunomodulattras dos dcidos graxos exisientes no dleo
de

pelxe. Estas agles podem fazer com que o estada nuincional seja menoe afetado pelo ratamento

Endersgo:  Campus Univeriino Retor Jobo David Femeira Lima
Baime:  Trincade CEP: B2 pan-a00

UF: 5O Munlolplec  FLORIANOFOLIE

Tedstona:  (45)3721-3205 Fax- (&53724-5656 E-mail: cepdrefioriaufschr
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Pﬁﬁmﬂp
SANTA CATARINA - UFSC %’

quImigteraplcs, & QuUe pode diretaments meMorar o curso das diversas abordagens

conira a doenga

Comentarios 8 Conslderagdes sobre a Pesquisa:

E uma pesquisa bem estruturada, com sescrigdo setaihada dos procedimentos para coleta de dados em
10005 08 ASpRCiDS 00 Projeto. ADrESEnta uma relevancla clentMea Inegavel por tentar melhorar 3 qualisage
e vida 005 P3Cientss com 0oenga Nematoiegica mallgna do ponio g vista NUINcional & de desenvolmento
0 cOmpatancia do organismo para meihara 0o asoecimento

Cconsideragies sobre o8 Termos ds aprasentagio obrigatoria:

0s pesquisadores apresentaram toda a documentagdo de acordo com o sollcitado, Inculndo a revisdo da
linguagem ulllizada no TCLE, tormando-a mals aprogriagamente para o entendimento de pessoas nio
vinculadas a area da salde.
RecOMEnDagies:

sem recomentagies.

Conclusdies ou & & Liata de
Aprovamg

quag

Situagio g0 Parscer:

Aprovamy

Macesslta Apreclagho da CONEP:

Sim

Consldaragdes Finals a critérlo do CEP:

0 presants projsto, seguiu nesta data para andllas da CONEP & a4 tam o aeu Iniclo autorizado apos a
Aprovagsc pela mesma.

FLORIANOPOLIZ, 10 de Outubro de 2012

Assinador por:
Wwashington Portsia de Souza
(Coordenador)

: Campus Universtana Retor Jobe Dawd Farera Lima
Eaimec Trindade: CEPFC B5.040-300
UF: 50 Munioipic:  FLORMNOPCLIE
Tedefione:.  (45)3721-5006 Fac (AEETIT-EE3E Esrall: copramons e br



