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RESUMO

As neoplasias hematolégicas sdo aquelas originarias de células da linhagem
hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mieloma e linfomas).
Nas leucemias agudas ocorre alteracdo maligna na fase inicial do precursor
hematopoiético, com manutencdo da proliferagdo, porém com interrupgao
no processo de diferenciagdo, resultando em acumulo das células mieldides
ou linféides imaturas, que irdo substituir a medula 6ssea normal. O
desenvolvimento destas neoplasias desencadeia o processo inflamatorio,
que por sua vez, tem acOes divergentes sobre o processo neoplasico.
Enquanto uma populacdo de células T, secretoras de intérferon (IFN)-y,
podem apresentar atividade antitumoral, outra populacdo que expressa
FOXp3 (forkhead box P3) e interleucina (IL)-10, podem influenciar
positivamente a atividade pro-tumoral. Outro exemplo é a IL-17, secretada
por linfécitos T auxiliares (Th), que estimula o processo inflamatério, e com
isso pode promover tanto o crescimento como a regressao tumoral. Neste
contexto o presente estudo teve por objetivo avaliar a proporcéo linfocitaria
(Thl, Th2 e Tc), concentracOes plasmaticas da citocina IL-1 e de proteinas
de fase aguda, e estado nutricional de individuos ndo tratados com
diagnostico de neoplasias hematolégicas. Foram recrutados individuos com
diagnoéstico recente de neoplasias hematoldgicas, atendidos no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil, entre o
periodo de Novembro/2012 a Abril/2013. N&o foram incluidos individuos
qgue ja haviam realizado tratamento quimioterapico anteriormente, que
faziam uso de estatinas e/ou antiinflamatdrios, que possuiam diagnéstico de
doenca infectocontagiosa, que ndo apresentavam condic¢Bes de ingestdo via
oral e que ndo estavam aptos a iniciar quimioterapia endovenosa. Amostras
de sangue foram coletadas para a determinacdo da proporcéo linfocitaria,
concentracbes de IL-1B, wvalores séricos de CRP ¢ albumina.
Adicionalmente, foram obtidas informagdes de peso, estatura, dobra cutanea
triciptal e circunferéncia do braco. A proporc¢do linfocitéria foi determinada
pelo método de imunofenotipagem por citometria de fluxo. A concentracdo
sérica da IL-1p foi determinada pelo método de ELISA, e os valores séricos
das CRP e albumina foram determinados por métodos automatizados de
imunonefelometria e colorimetria, respectivamente. No periodo estipulado
foram atendidos 37 individuos com diagnostico de neoplasias
hematoldgicas, dos quais 19 ndo cumpriam os critérios de inclusdo e 2 se
recusaram a participar da pesquisa. Sendo assim, a amostra final foi de 16
individuos, com idade mediana de 47 anos, em que 56,3% (n=9) eram do
sexo feminino. Foi encontrada maior proporcdo de células Thl em relagdo
as células Th2 em todos os individuos. Adicionalmente, a relagdo
CD4"/CD8" foi menor entre os individuos com linfomas, mostrando maior
proporcdo de células T CD8" nesta populacio. Os valores de CRP



apresentaram-se elevados (mediana 37,4 mg/L), enquanto que para a
albumina foi observada discreta redugdo (mediana 3,2 g/dL). A
predominancia das células Thl nestes pacientes sugere resposta favoravel
ao individuo no combate a neoplasia.

Palavras-chave: Inflamagdo, neoplasias hematolégicas, células Thl,
proteina C reativa, albumina.



ABSTRACT

Hematologic neoplasms are those originating in hematopoietic lineage cells
(leukemias) and immune system (myeloma and lymphomas). In acute
leukemia occurs malignant change in the initial phase of hematopoietic
precursor, with maintenance of proliferation, though with interruption in the
process of differentiation, resulting in an accumulation of immature
lymphoid or myeloid cells, which will replace the normal bone marrow. The
development of these cancers triggers the inflammatory process, which can
have different actions on the neoplastic process. While a population of T
cells, interferon gamma-secreting, may have antitumor activity, another
population that express FOXp3 (forkhead box P3) and interleukin (IL) -10,
can positively influence the tumoral activity. Another example is the IL-17,
secreted by lymphocytes T helper (Th), which stimulates the inflammatory
process, and this can promote both growth as tumor regression. In this
context, the present study aimed to evaluate the lymphocyte proportion
(Thl, Th2 and CT) and concentrations of plasma cytokine IL-1B of
untreated individuals with a diagnosis of hematologic neoplasms.
Individuals newly diagnosed with hematologic neoplasms were recruited at
the University Hospital of the Federal University of Santa Catarina, Brazil,
between the period of November 2012 to April 2013. Were not included
individuals who previously held chemotherapy treatment, which made use
of statins and/or anti-inflammatory, who had a diagnosis of infectious and
contagious disease, that did not present normal oral intake and that were not
able to start intravenous chemotherapy. Blood samples were collected for
determination of lymphocyte proportion, concentrations of IL-1pB, serum
albumin and C-reactive protein (CRP) values. Additionally, weight, height,
triceps skinfold and arm circumference information were collected. The
serum concentration of IL-1 B was determined by the ELISA method, and
the values of CRP and serum albumin were determined by automated
methods of imunonefelometria and colorimetry, respectively. In the
stipulated period there were 37 individuals with a diagnosis of hematologic
neoplasms, of which 19 did not met the inclusion criteria’s and 2 refused to
participate in the research. Thus, the final sample was 16 individuals, with
median age of 47 years, where 56.3% (n = 9) were female. A higher
proportion of Thl to Th2 cells was found in all individuals. Additionally,
the CD4/CD8" was lower among individuals with lymphomas, showing a
higher proportion of CD8" T cells in this population. The CRP values were
high (median 37,4 mg/L), while for the albumin was observed an slight
reduction (median 3,2 g/dL). The predominance of Thl cells in these
patients suggests a favorable response to the individual in the fight against
cancer.



Key-words: Inflammation, hematologic neoplasms, Thl cells, C-reactive
protein, albumin.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias hematoldgicas sdo aquelas originarias de células da
linhagem hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mieloma e
linfomas), e representam 8% do desenvolvimento neoplésico em seres
humanos (PEREIRA et al., 2008). No processo hematopoiético normal
ocorre a proliferagdo controlada e diferenciagdo ordenada de células-tronco
até células sanguineas maduras. As neoplasias hematoldgicas podem ter
inicio quando um ou mais eventos genéticos afetam algum precursor
hematopoiético e este e sua descendéncia deixam de se proliferar e
diferenciar normalmente (POLLOCK et al., 2006). Didaticamente, as
neoplasias hematoldgicas podem ser classificadas como transtornos
mieloproliferativos e linfoproliferativos. Dentre 0s  transtornos
mieloproliferativos podemos destacar a leucemia miel6ide aguda (LMA),
leucemia miel6ide crénica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e
leucemia linfocitica cronica (LLC), enquanto 0s transtornos
linfoproliferativos incluem o linfoma de Hodgkin (LH) e os linfomas ndo-
Hodgkin (LNH) (MUSCARITOLI et al., 2007).

As leucemias agudas (LA) apresentam a alteracdo maligna na fase
inicial do precursor hematopoiético, mantendo a proliferacdo, porém com
interrupgdo no processo de diferenciacdo, resultando em acimulo das
células mielodides ou linfdides imaturas, que irdo substituir a medula 6ssea
normal, levando a reducdo na producdo de hemacias, leucdcitos e plaquetas
(POLLOCK et al., 2006). Quando o desenvolvimento neoplasico ocorre em
precursores hematopoiéticos maduros, da-se 0 nome de leucemias cronicas
(LC), sendo que a LLC representa mais de 80% dos casos de leucemias
linfoides em adultos (WHO, 2008b).

Os linfomas malignos surgem a partir de proliferacGes clonais
descontroladas dos linfécitos T e B, constituindo um grupo altamente
diversificado de neoplasias, motivo pelo qual cada subtipo de linfoma deve
ser tratado como doenca diferente, com caracteristicas genotipicas e
biolégicas especificas, exigindo abordagens terapéuticas individualizadas
(POLLOCK et al., 2006). Outra doenca neoplasica, caracterizada pelo
acimulo de células B maduras (plasmoécitos) na medula Ossea e
superproducdo de imunoglobulinas anormais (proteina M), é conhecida
como mieloma multiplo (MM) (KELLY, 2010). A diversidade na
apresentacdo clinica destas neoplasias deve-se a sua ampla distribuicdo
corporal, 0 que também favorece os métodos de diagndsticos e precisdo de
suas classificagdes (POLLOCK et al., 2006). Do mesmo modo, o estado
nutricional destes individuos também é variavel, e sofre influéncia da
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prépria doenca e de seu tratamento. Estas variacBes podem envolver o
comprometimento na absor¢cdo de nutrientes e/ou alteracdes no
metabolismo energético e protéico, motivo pelo qual estes pacientes devem
ser considerados em risco nutricional, e por isso, ter a intervencao
nutricional incluida em seu tratamento (MUSCARITOLI et al., 2007).

Adicionalmente, o desenvolvimento destas neoplasias desencadeia o
processo inflamatério, que por sua vez, tem acbes divergentes sobre o
processo neoplasico. Enquanto populagdo de células T (secretoras de
intérferon gama (IFN-y)) pode apresentar atividade antitumoral, outra
populagdo que expressa FOXp3 (forkhead box P3) e interleucina (IL)-10,
podem influenciar positivamente a atividade pré-tumoral. Outro exemplo é
a IL-17, secretada por linfdcitos T auxiliares (Th), que estimula o processo
inflamatorio, e com isso pode promover tanto o crescimento como a
regressdo tumoral (MURUGAIYAN; SAHA, 2009). As citocinas exercem
atividade de controle da inflamag8o, defesa as infeccbes virais, além de
regular a proliferacdo e atividade dos linfécitos T e B. Deste modo,
producdo exacerbada de citocinas pelas células malignas pode influenciar
na promogdo da angiogénese e instalagdo do processo inflamatério, que, por
sua vez, podera estimular o processo de crescimento e desenvolvimento
neopldsico (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003; RUBIN; RUBIN;
AARONSON, 2006).

Neste contexto evidencia-se a importancia de caracterizar o estado
inflamatorio e nutricional de individuos ndo tratados com diagnéstico de
neoplasias hematoldgicas. Assim, diante do exposto sugere-se como
pergunta de partida desta dissertacdo: Qual é a caracteristica do estado
inflamatdrio e nutricional de individuos com diagndstico de neoplasias
hematol6gicas previamente ao inicio do tratamento quimioterapico?
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS
2.1.1 Epidemiologia

As neoplasias hematoldgicas sdo aquelas originarias de células da
linhagem hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mieloma e
linfomas), e representam 8% do desenvolvimento neopldsico em humanos
(PEREIRA et al., 2008).

Mundialmente, a incidéncia de leucemia é de 8-10 casos por 100.000
habitantes por ano, sendo maior a frequéncia entre os homens do que entre
as mulheres. Entre os anos de 2000 e 2012, no estado de Santa Catarina, as
leucemias ocuparam a 92 posicdo de causas de Obitos por neoplasias entre
os homens, e oscilou entre a 7% e 82 posicdo para as mulheres (SANTA
CATARINA, 2013). As distribui¢des nas formas mais comuns sdo: 40%
LMA, 29% LLC, 14% LMC e 11% LLA, sendo esta Gltima mais comum
entre as criangas, enquanto que as outras formas tém suas incidéncias
aumentadas com a idade (POLLOCK et al., 2006). Segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) foi estimado a ocorréncia de 8.510 casos novos
de leucemia para o ano de 2012 no Brasil, esperados 4.570 casos novos
entre 0os homens e 3.940 entre as mulheres, e da totalidade prevista,
estimou-se a ocorréncia de 300 casos novos para o estado de Santa Catarina
(BRASIL, 2011).

Os LNH apresentam incidéncia global de 10-15 casos por 100.000
habitantes por ano, enquanto que para os LH a incidéncia é de 1-4 casos por
100.000 habitantes/ ano. Em ambos hd predominancia entre o0 sexo
masculino, e para o LH a maior incidéncia esta entre as idades de 15 e 40
anos e acima de 55 anos (POLLOCK et al., 2006). Segundo o INCA a
estimativa de incidéncia do LNH, para o ano de 2012 no Brasil, foi de 5.190
casos novos entre os homens e 4.450 entre as mulheres, sendo destes 290
casos esperados no estado de Santa Catarina (BRASIL, 2011).

Nos Estados Unidos da América (EUA) foi estimado, para o ano de
2013, 22.350 casos novos de MM entre homens e mulheres, com maior
incidéncia entre os homens (12.440 casos novos), sendo esperados 10.710
mortes pela doenca para o mesmo ano (HOWLADER et al., 2012). Até a
presente data ndo foi estabelecido a incidéncia desta neoplasia no Brasil.
Segundo um estudo de coorte realizado entre 1994 e 2006 com pacientes
atendidos no ambulatério de Doengas Linfoproliferativas do Servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG), a idade mediana dos pacientes diagnosticado com
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MM foi de 63 anos e incidéncia maior para o sexo feminino (52,5%)
(SILVA et al., 2009).

O MM representa 1% das neoplasias em humanos, e entre 10 a 15%
das neoplasias hematoldgicas, sendo a causa de cerca de 20% dos O6bitos
causados por estas neoplasias. O MM é mais comum entre homens (1,4: 1)
e é duas vezes maior a frequéncia entre americanos de origem africana do
que entre americanos caucasianos. Neoplasia incomum entre as criangas e
raramente acomete adultos menores de 30 anos, a incidéncia aumenta
progressivamente com a idade, sendo que aproximadamente 90% dos casos
ocorrem ap0s os 50 anos, e a média de idade entre os diagnosticados é de
70 anos (SWERDLOW et al., 2008).

2.1.2 Leucemias

No processo hematopoiético normal ocorre a proliferacéo controlada
e diferenciacdo ordenada de células-tronco até células sanguineas maduras.
Quando um ou mais eventos genéticos afetam um precursor
hematopoiético, este e sua descendéncia deixam de proliferar e diferenciar
normalmente, tendo por resultado a leucemia. Clinicamente as leucemias
sdo divididas entre leucemias agudas, crdnicas e outros transtornos do tipo
leucémico (POLLOCK et al., 2006). Os fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento das leucemias ainda ndo foram esclarecidas, apesar de
haver evidéncias de que exposicdo a radiacdo ionizante (como as
provocadas pelas bombas de Hiroshima e Nagasaki), medicamentos
utilizados em quimioterapia e exposi¢do ocupacional ao benzeno podem
promover o desenvolvimento deste tipo de neoplasia (BRASIL, 2011).

2.1.2.1 Leucemias Agudas

As leucemias agudas englobam as LLA e as LMA (POLLOCK et al.,
2006). A classificacdo das LMA, segundo a World Health Organization
(WHO), leva em consideracdo o percentual de células blasticas afetadas, no
sangue ou na medula 6ssea e o percentual de anormalidade citogenéticas
clonais recorrentes, desta forma, podem ser classificadas em quatro grandes
categorias, e assim, subdivididas (Tabela 1) (VARDIMAN; HARRIS;
BRUNNING, 2002).



Tabela 1: Classificagdo da WHO de Leucemia Miel6ide Aguda (LMA)
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LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(922;922);(LMAL/ETO)

LMA com eosindfilos anormais na medula 6ssea
inv(16)(p13;922);(CBFB/MYH11)

Leucemia promielocitica aguda (LMA com
t(15;17)(q22;q12)(PLM/RARa) e variantes (FAB M3)

LMA com anormalidades de 11923 (LLM)

LMA com displasia de multiplas linhagens
Apo6s uma sindrome mielodisplasicas ou sindrome mielodisplasica/
disturbio mieloproliferativo

Sem sindrome mielodisplasica antecedente
LMA e sindromes mielodisplasicas, relacionadas a terapia

Relacionada a agentes alquilantes
Relacionada aos inibidores de topoisomerase tipo Il (algumass podem
ser linfides)

Outros tipos

LMA quanto ao resto ndo categorizada
LMA minimamente diferenciada (FAB MO0)
LMA sem maturacdo (FAB M1)
LMA com maturacdo (FAB M2)
Leucemia mielomonocitica aguda (FAB M4)
Leucemia monoblastica e monocitica aguda (FAB M5)
Leucemia eritréide aguda (FAB M6)
Leucemia magacarioblastica aguda (FAB M7)
Leucemia basofilica aguda
Pan-mielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieldide

Fonte: JAFFE et al., 2001 — WHO

As LLA desenvolvem-se a partir de alteracbes malignas em
precursores da linhagem celular B ou T, formando blastos que podem ser
detectados na medula éssea ou no sangue. Sendo assim, estas neoplasias séo
classificadas conforme as linhagens de células afetadas, distribuindo-se
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entre LLA de células B (LLA-B), e LLA de células T (LLA-T)
(BRUNNING et al., 2001).

2.1.2.2 Leucemias Cronicas

As leucemias crbnicas sdo classificadas em: neoplasias mieldides
(LMC), neoplasias linféides de células B (LLC, leucemia prolinfocitica
cronica, e tricoleucemia), e leucemias linfoides de células T e
exterminadoras naturais (NK) (leucemia prolinfocitica, e leucemia de
linfocitos grandes granulares). Os outros transtornos de tipo leucémico
englogam as sindromes mielodisplasicas (SMD), as doengas
mieloproliferativas cronicas e a leucemia de células pilosas (CUTAIT,
BUZAID, 2004; POLLOCK, et al., 2006). Este tipo de leucemia
desenvolvem-se a partir de células maduras,0 que lhes tornam mais
indolentes quando comparadas as formas agudas (WHO, 2008b).

2.1.2.3 Carcinogénese

As leucemias agudas apresentam a alteragdo maligna na fase inicial
do precursor hematopoiético, mantendo a proliferagdo, porém com
interrupgdo no processo de diferenciacdo, resultando em acumulo das
células mieldides ou linfdides imaturas, que irdo substituir a medula 6ssea
normal, levando a redugdo na producdo de hemacias, leucécitos e plaquetas.
Nas leucemias crbnicas as células malignas sdo mais diferenciadas,
mantendo semelhancas morfoldgicas as suas progenitoras normais
(POLLOCK, et al., 2006).

Atualmente, sabe-se que o crescimento desregulado das células
cancerigenas resulta da aquisicdo de mutagGes somaticas em genes que
controlam o crescimento e a diferenciacdo celular ou que mantém a
integridade do genoma. E provavel que o mecanismo mais comum da
mutagénese esteja relacionado com erros espontaneos na replicacdo e na
reparacdo do acido desoxirribonucléico (DNA). Sabe-se que a ocorréncia
sequéncial de mitoses durante a vida humana, leva a uma grande variedade
de incorporacdes de nucleotideos ao DNA nascente, sendo impossivel, pela
magnitude de replicagdes, que ndo ocorra a introducdo de erros ndo
corrigidos (mutac6es) ao DNA. A grande maioria dessas muta¢des ndo tem
nenhuma consequéncia, visto que ndo afetam a fungdo da célula ou
desaparecem com a morte celular. Entretanto, quando a mutacdo envolve
genes que controlam o crescimento ou que protegem a estabilidade do
genoma, pode dar origem a um clone de células que possuem vantagem de
crescimento em relagdo as células vizinhas normais. A ocorréncia de
mutacdes sucessivas em genes semelhantes resulta em clones cada vez mais



29

aberrantes até que finalmente surja um fenotipo maligno (RUBIN; RUBIN;
AARONSON, 2006).

Aifantis, Raetz e Buonamici (2008) relataram que as vias
oncogénicas sdo reguladores essenciais no desenvolvimento fisiolégico de
células T, desta forma, apresenta estreita relacdo com o desenvolvimento de
LLA-T. Do mesmo modo, muitos casos de LMA sdo associados com
anormalidades genéticas recorrentes, afetando vias de maturacdo e
proliferacdo de células mielGides, 0o que ndo significa necessariamente
correlagdo com os aspectos morfologicos, que nem sempre refletem a
diversidade genética ou clinica da doenca (VARDIMAN; HARRIS;
BRUNNING, 2002). Além disso, pacientes que foram submetidos a
tratamento quimioterapico e/ ou radioterapico podem desenvolver canceres
hematol6gicos como consequéncia, por exemplo, LMA e sindrome
mielodisplasica (SCHWARTING et al., 2006).

2.1.3 Linfomas

As neoplasias hematoldgicas derivadas de células do sistema
imunolégico sdo divididas na pratica clinica, em LH; LNH (englobando os
LNH de baixo, intermediario e alto grau; linfoma das células do manto; e
linfoma de Burkitt); e linfoma em sitios especiais (linfoma primério do
sistema nervoso central; LNH relacionado com a Sindrome da
Imunodeficiéncia; linfoma de estdmago e linfoma primario de pele)
(CUTAIT; BUZAID, 2004). A diversidade na apresentacdo clinica destas
neoplasias deve-se a sua ampla distribuicdo corporal, o que também
favorece os métodos de diagnosticos e precisdo de suas classificacdes
(POLLOCK et al., 2006).

Os linfomas assumem o terceiro tipo de cancer mais comum em
paises desenvolvidos, € o segundo em paises em desenvolvimento,
perdendo apenas para as leucemias (BRASIL, 2009b).

2.1.3.1 Linfomas de Hodgkin

O LH segue um padrdo etario pouco comum, com picos de
incidéncia nas idades de 15, 40 e acima de 55 anos, sendo mais comum
entre os homens. Na maioria dos casos, trata-se de uma proliferacéo clonal
de células B, e as caracteristicas classicas estdo associadas, de modo
variavel, a uma resposta imune prejudicada, a esclerose, a ativacdo e
proliferacdo de células T, a plasmocitose e a eosinofilia, sendo que essas
caracteristicas sugerem uma producdo anormal de citocinas (POLLOCK et
al., 2006).
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A WHO classifica os LH em predominancia linfocitica nodular;
doenca de Hodgkin classica; esclerose nodular (grau 1 e 2); doenca classica
com predominancia linfocitica; celularidade mista; e deplecéo linfocitéria.
Esta classificacdo é baseada em seus locais de desenvolvimento,
caracteristicas clinicas, crescimento nodular, presenga de fibrose,
composi¢do celular, nimero e/ou grau de atipia das células tumorais e
frequéncia de infeccdo pelo virus Epstein Barr (EBV). Entretanto estes
subtipos de neoplasias ndo se diferenciam quanto a imunofenctipagem das
células tumorais, que sdo iguais para as quatro variantes (SWERDLOW et
al., 2008).

Comumente os LH surgem em nédulos linfaticos, preferencialmente
na regido cervical, acometendo principalmente adultos jovens. O tecido
neoplasico usualmente contém pouco nimero de células mononucleares
grandes e espalhadas, e células tumorais multinucleadas (denominadas
células de Hodgkin e Reed-Sternberg ou células HRS), que coexistem com
um grande nimero de células heterogéneas inflamatérias e acessdrias ndo
neoplésicas. Além disso, as células tumorais sdo muitas vezes cercados por
linfocitos T em forma de roseta. Os LH representam aproximadamente 30%
de todos os linfomas (SWERDLOW et al., 2008).

2.1.3.2 Linfomas Ndo-Hodgkin

Dentre os linfomas, o tipo ndo Hodgkin compreende uma variedade
de doengas com padrdes de incidéncia muito variante nas populagdes, com
significativo aumento de incidéncia desde a década de 1990 nos paises
desenvolvidos. Este aumento deve-se em parte as melhorias nas condi¢fes
de diagndstico, as mudancas na classificagdo morfolégica do tumor, e a
epidemia causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BRASIL,
2011).

Os LNH séo classificados com base na arquitetura dos linfonodos, na
classificacdo citoldgica das células neoplasicas e no imunofenétipo das
células linféides (MUSCARITOLI et al., 2007), sendo assim, englobam
todos os linfomas de células B e de células T, e sdo categorizados como
derivados de células imaturas (precursoras) e de células efetoras maduras
(periféricas). Em alguns momentos a WHO ndo estabelece nenhuma
diferenca entre determinados linfomas e leucemias (Tabelas 2 e 3), como é
o caso do linfoma/ leucemia linfoblastica aguda de células B, que quando
acomete a medula 6ssea e 0 sangue é denominado leucemia, e quando
acomete um linfonodo é denominado linfoma (SCHWARTING et al.,
2006).



Tabela 2: Classificagdo Histoldgica da WHO de Neoplasias de
Células B
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Neoplasia de célula B precursora
Leucemia/ linfoma linfoblastico B precursor
Neoplasias de células B maduras
Leucemia linfocitica crénica/ linfoma de pequenos linfdcitos
Leucemia prolinfocitica de células B
Linfoma linfoplasmacitico
Linfoma da zona marginal esplénica
Leucemia de células pilosas
Mieloma de plasmaocitos
Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI)
Plasmacitoma solidario do 0sso
Plasmacitoma extra-6sseo
Amiloidose primaria
Doenca das cadeias pesadas

Linfoma de células B da zona marginal extranodal do tecido
linfoide associado a mucosa (linfoma MALT)

Linfoma de células B da zona marginal nodal
Linfoma mediastinal (timico) de grandes células B
Linfoma intravascular de grandes células B
Linfoma com derrame primario

Linfoma/ leucemia de Burkitt

Fonte: JAFFE et al., 2001 — WHO
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Tabela 3: Classificacdo Histoldgica da WHO de Neoplasias de Células T e
Células Exterminadoras Naturais (NK)

Neoplasia de células T precursoras
Leucemia/ linfoma T-linfobl&stico precursor
Neoplasia de células T maduras
Leucémica/ disseminada
Leucemia prolinfocitica de células T
Leucemia de grandes linfcitos granulares de células T
Leucemia de células NK agressivas
Leucemia/ linfoma de células T adultas
Cuténeas
Micose fungoide
Sindrome de Sézary
Linfoma anaplasico cutaneo primario
Linfoma de grandes células
Papulose linfomatdide
Outras extranodais
Linfoma extranodal de células NK/ T, tipo nasal
Linfoma de células T tipo enteropatia
Linfoma de células T hepatoesplénico
Linfoma de células T semelhante a paniculite subcutanea
Nodais
Linfoma de células T angioimunoblastico
Linfoma de células T periférico, ndo especificado
Linfoma de grandes células anaplasicas
Neoplasia de linhagem e estagio de diferenciacdo incertos
Linfoma de células NK blasticas

Fonte: JAFFE et al., 2001 — WHO

2.1.3.3 Carcinogénese

Os linfomas malignos surgem a partir de proliferacdes clonais
descontroladas dos linfécitos T ou B, constituindo um grupo altamente
diversificado de neoplasias, motivo pelo qual cada subtipo de linfoma deve
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ser tratado como doenca diferente, com caracteristicas genotipicas e
bioldgicas especificas, exigindo abordagens terapéuticas individualizadas
(POLLOCK et al., 2006).

Os linfoblastos (linfocitos imaturos) de células B que apresentam
caracteristicas malignas sdo células de tamanho pequeno a médio, e com
maior relagdo nucleo-citoplasmica e nucléolos inconspicuos, enquanto que
os linfoblastos de células T sdo maiores (porém com variacdo) e com
nucléolos mais proeminentes. Apesar de nao estar claramente estabelecido a
causa do desenvolvimento dos linfomas, sabe-se que os de células B
maduras apresentam maior incidéncia quando associado & deterioragdo do
sistema imunitario e infeccdo por alguns agentes, como é o caso da
imunodeficiéncia associada ao HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e a
imunossupressdo em pacientes transplantados e o desenvolvimento de
linfoma de grandes células B (SCHWARTING et al., 2006). Outro exemplo
é a infeccdo pelo EBV, que existe hum estado dormente na grande maioria
da populacdo acidental, mas é capaz de causar linfoma de Burkitt em
individuos na Africa, onde o estimulo adicional é a ativacdo imunitaria
cronica, provavelmente por malaria (DALGLEISH; O’BYRNE, 2006). No
caso dos linfomas MALT (tecidos linféides associados a mucosa) a sua
incidéncia é comumente associada com processos inflamatorios crénicos e a
doencas auto-imunes (SCHWARTING et al., 2006).

2.1.4  Mieloma Multiplo

No MM ocorre a proliferacdo desordenada de células monoclonais
neoplasicas que se acumulam na medula 6ssea. Em situagdo normal, os
linfocitos B maduros, conhecidos como plasmdcitos, sdo responsaveis pela
producdo de imunoglobulinas em resposta a infec¢do, e em média 5% das
células presentes na medula dssea sdo plasmocitos. No MM ha
superproducdo de imunoglobulinas anormais, conhecidas como proteinas
monoclonais (proteina M) pelas células neoplasicas, ao mesmo tempo em
que se observa mais de 10% de plasmdcitos presentes na medula Gssea
(KELLY, 2010).

O MM abrange espectro clinico de transtornos assintomaticos a
agressivos, decorrente da disposicdo anormal de imunoglobulinas nos
tecidos. O diagnostico é baseado na combinacdo de caracteristicas
patoldgicas, radioldgicas e clinicas (SWERDLOW et al., 2008).

2.1.4.1 Carcinogénese
Quanto a patogenia das neoplasias de plasmécitos, foram
identificados varios fatores de risco, dentre elas predisposicdo genética,
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radiacdo ionizante, e estimulacdo antigénica crénica, como é o caso de
pacientes HIV positivos (SCHWARTING et al., 2006).

O comprometimento da medula Gssea € comum nesta neoplasia,
podendo ocorrer lesdes Osseas e formacdo de massas tumorais focais de
células plasmaticas. As areas mais comumente afetadas da medula Gssea
sdo as de maior atividade hematopoética, e o envolvimento extra medular é
geralmente manifestacdo de doenca avancada. Cerca de 8% dos pacientes
com MM sdo inicialmente assintomaticos. A maioria apresenta entre 10 a
20% de plasmdcitos na medula Gssea e as concentragfes de proteina M séo
aproximadamente 30 g/dl. Os pacientes podem apresentar doenca estavel
por longos periodos, mas a probabilidade de progressdo dos sintomas é
acumulativo a 10% ao ano nos primeiros 5 anos, 3% entre 0 6° e 0 10° ano,
e 1% a partir do 11° ano (SWERDLOW et al., 2008).

2.1.5 Tratamento

Para doencas do sistema hematopoético a quimioterapia
antineoplasica é o tratamento de escolha, sendo que os farmacos
empregados nesta terapia apresentam, na sua maioria, agao inespecifica, ou
seja, desempenham acdo em células neoplasicas ou ndo. Os farmacos
antineoplasicos agem em nivel celular, e podem exercer atividade em
diversas fases dos ciclos celulares, por isso frequentemente opta-se pela
combinacdo de mais de dois farmacos quimioterapicos (poliquimioterapia)
em busca de efeito mais abrangente nas células neoplasicas. Os
quimioterapicos, quanto a sua relagdo com os ciclos celulares, sdo
classificados em ciclo-especifico, quando desempenham maior atividade
em células que se encontram em fase especifica do ciclo celular, ou ciclo-
inespecifico, quando sua atividade ndo é influenciada pelos ciclos celulares
(BRASIL, 2008).

Desta forma, para os quimioterapicos ciclo-especificos o sucesso do
tratamento ndo depende da dose administrada, e sim das células estarem ou
ndo na fase sensivel do ciclo, por isto, para estes farmacos, usualmente
promove-se exposicdo prolongada ao farmaco ou repete-se as doses da
medicacdo para permitir que as células entrem na fase sensivel do ciclo.
Quanto aos quimioterapicos ciclo-inespecificos 0 nimero de células mortas
é proporcionalmente maior a dose administrada (BRASIL, 2008).

Quanto a estrutura quimica e funcdo celular os quimioterapicos sao
classificados em:

e Alquilantes: sdo do tipo ciclo-inespecifico e impedem a replicacédo
celular alterando as cadeias de DNA (ex. ciclofosfamida, cisplatina);
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e Antimetabolicos: sdo do tipo ciclo-especifico, incorporam-se as
células blogueando a producdo de enzimas ou interpondo-se entre as
cadeias de DNA e RNA (&cido ribonucléico) (ex. methotrexano, citarabina);

e Antimitéticos: sdo do tipo ciclo-especifico e interferem na
formacéo do fuso mit6tico (ex. vincristina);

e Topoisomerase-interativos: sdo do tipo ciclo-especifico e
interferem na sintese de DNA (ex. topotecano);

e Antibidticos antitumorais: sdo do tipo ciclo-inespecifico e
impedem a duplicacdo e separacdo das cadeias de DNA e RNA (ex.
docoxorubicina, mitoxantrona) (BRASIL, 2008).

O transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) é um
importante método terapéutico para as doengas hematoldgicas, e consiste na
infusdo de células-tronco hematopoéticas por via intravenosa, visando
restabelecer a normalidade funcional da medula dssea. Existem trés tipos de
TCTH:

e Autogénico ou aut6logo: as células-tronco hematopoéticas sdo
obtidas do prdprio paciente e reinfundidas ap6s o tratamento proposto;

e Singénico: as células-tronco hematopoéticas sdo obtidas de um
irmao gémeo idéntico ao paciente;

o Alogénico: as células-tronco hematopoéticas sdo obtidas de um
doador histocompativel, que pode ser aparentado ou ndo-aparentado
(BRASIL, 2008).

O sucesso do TCTH depende principalmente da compatibilidade
doador-receptor. Para detectar compatibilidade sdo analisados os antigenos
de superficie dos leucécitos, pelo teste HLA (antigeno leucocitario
humano), que é responsavel pela memoria imunoldgica de cada individuo
(BRASIL, 2008).

2.1.6  Estado nutricional

A diversidade das neoplasias hematoldgicas se mantém no estado
nutricional dos individuos acometidos por estas desordens, que sofre
influéncia da propria doenca e de seu tratamento. Inicialmente os pacientes
com neoplasias hematoldgicas, ndo apresentam alteracdes no estado
nutricional, mas sdo considerados em risco de desenvolver desnutri¢do
devido, principalmente, as consequéncias das intervencdes terapéuticas, que
podem comprometer a absor¢do de nutrientes efou alteracdes no
metabolismo energético e protéico. Um dos principais problemas
relacionados ao estado nutricional apresentados por esses pacientes é a
mucosite do trato gastrintestinal, que associada a nausea, vomitos e diarréia,
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promove a reducdo da ingestdo alimentar e da absor¢do de nutrientes,
agravando a propensdo que estes pacientes apresentam a doencgas
infecciosas (MUSCARITOLI et al., 2007).

A mucosite é frequentemente observada nos pacientes apos 7 a 10
dias de submissdo a quimioterapia, podendo comprometer a mucosa
oroesofagica e gastrointestinal. Esta alteracdo na mucosa pode decorrer dos
efeitos citotoxicos da quimioterapia e/ ou radioterapia, e pode ser
intensificado pela mielossupressdo concomitante. Desconsiderando 0s
diferentes niveis de tolerancias individuais, € comum observar reducdo na
ingestdo alimentar e na absorcdo de nutrientes entre os pacientes que estao
na segunda ou terceira semana apds o inicio da quimio ou radioterapia. Os
episodios de diarréia podem ser observados nos tratamentos radioterapicos
corporal total ou intestinais, assim como ap6s o uso de farmacos como
cisplatina e carboplatina como agentes quimioterapicos. Os individuos
submetidos aos esquemas quimioterapicos do tratamento de leucemias e
linfomas sdo frequentemente acometidos por enterocolite neutropénica,
principalmente quando estdo em estado imunossupressor por alguma
patologia infecciosa, e esta complicacdo estd associada com mal
prognostico. Como controle dos efeitos colaterais apresentados pelos
individuos, & recomendado manter adequada hidratagdo, podendo ser
indicado o0 uso de antieméticos que ndo provoquem diarréia
(MUSCARITOLI et al., 2007).

O Consenso Nacional de Nutricdo Oncoldgica (BRASIL, 2009a)
propde que a avaliacdo nutricional em pacientes adultos, que estejam
internados e em tratamento quimio ou radioterapico, seja realizado no
momento da internacdo, ou até 48 horas ap6s, compreendendo uma
Avaliacdo Subjetiva Global (ASG), ou Avaliacdo Subjetiva Global
Produzida pelo Proprio Paciente (ASG-PPP), além de anamnese alimentar,
exame fisico e clinico. Com excecdo dos parametros antropométricos, que
podem ser realizados semanalmente, as demais avaliagbes devem ser
realizadas periodicamente. Como indicador de risco nutricional, devem ser
utilizados os parametros das ASG ou ASG-PPP, associados ao percentual
de ingestdo alimentar, sintomas do trato gastrointestinal, localizacdo da
doenca, e percentual de perda de peso. Os pacientes que estiverem em risco
nutricional deverdo ser reavaliados em 15 dias, e os demais em 30 dias.
Para os pacientes nas mesmas situagcfes, mas em tratamento ambulatorial,
segue-se 0 mesmo protocolo excetuando-se as ASG ou ASG-PPP.
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2.2 INFLAMACAO
2.2.1 O processo inflamatério

Uma das primeiras células responsaveis pelo inicio do processo
inflamatorio, os macrofagos, sdo ativados pela fagocitose de particulas
estranhas, e liberam uma série de citocinas pré-inflamatérias (Fator de
necrose tumoral (TNF)-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12). O TNF-a, produzido
por macréfagos ativados, induz a producdo de TNF-o por outras células,
como as células NK, os mastécitos, os fibroblastos e as células do endotélio
vascular. As células NKs reconhecem e destroem células infectadas e sob
estresse, a0 mesmo tempo em que liberam IFN-y para ativagdo de
macrofagos (ABBAS; LICHTMAN, 2009; BALESTIERI, 2006; Seruga et
al. (2008).

Outra populacdo de células inflamatorias, os linfécitos Th, sdo
caracterizadas pelo padrdo de citocinas que produzem. Por exemplo,
enquanto os Thl sintetizam IL-2, IFN-y e TNF-B, os Th2 sintetizam IL-4,
IL-5, IL-9, entre outras. Na maioria dos casos, a resposta humoral é
dependente da ativagdo dos linfocitos Th2, enquanto que a celular depende
da ativacdo do Thl. Além dos linfocitos Th, outros linfécitos com atividade
regulatéria (Tregs) tem sido descritos: Tregl produtores de IL-10, e Treg
(CD4+CD25+) (cluster of differentiation) produtores de fator transformador
de crescimento-p (TGF-B) (BALESTIERI, 2006; MURUGAIYAN e
SAHA, 2009).

As células Treg podem apresentar atividade supressora, inibindo ou
minimizando a acdo de outras células imunitarias, e desta forma tém sido
relacionadas com a fuga das células tumorais a imunidade anticancer em
diversas situacBes oncolégicas (ISSAZADEH-NAVIKAS, TEIMER e
BOCKERMANN, 2012). No cancer colorretal, foi observado maior nimero
de células Treg tecidual quando comparado a amostras semelhantes em
individuos saudaveis (YANG et al., 2011). No cancer gastrico, um maior
ndmero destas células imunitarias no infiltrado tumoral foi diretamente
relacionado com a progressdo da doenca (MARUYAMA et al., 2010). A
acdo das células Treg ocorre pela expressdo das citocinas IL-10 e TGF-B,
assim como pelo estimulo do receptor CTLA-4, que tem acdo inibitoria
sobre a resposta de linfécitos T a antigenos (ALLEN et al., 2012).

Na inflamacdo, as citocinas pro-inflamatorias tém participacdo
importante no processo de migracdo celular. Na fase de rolamento ha
participagdo importante do TNF-a e a IL-1, com aumento da viscosidade
sanguinea e na inducdo da expressdo de moléculas de adesdo. Ja a acdo
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conjunta do TNF-a ¢ a IL-8 é importante na fase de adesdo celular, onde o
TNF-a induz a expressdo de moléculas de adesdo, e a IL-8 aumenta a
afinidade destas moléculas e seus receptores. O TNF-a, em baixas
concentracOes, pode apresentar atividades autdcrinas e/ou paracrinas, além
de induzir a produgdo de IL-1, IL-6 e IL-8. Em altas concentragdes, 0 TNF-
o pode levar ao aumento da utiliza¢do de glicose pelas células musculares
(causando reducéo da glicose sanguinea), supressdo da fome (causando
perda de tecido muscular e adiposo — caquexia), e inibicdo da contratilidade
do miocérdio e dos vasos sanguineos (promovendo a reducdo da pressao
sanguinea) (BALESTIERI, 2006; SERUGA et al., 2008).

O TNF-a e a IL-1, quando em altas concentragdes séricas,
apresentam atividades pirdgenas enddgenas, ou seja, atuam no centro de
controle de temperatura do hipotalamo aumentando a produgdo de
prostaglandina E2 (PGE2), que eleva a temperatura corporal, o que retarda
o0 desenvolvimento bacteriano, aumenta a circulagdo sanguinea e a atividade
de linfocitos T (mais ativos a 38°C). Além disso, essas citocinas ativam os
hepatdcitos, aumentando a sintese de proteinas séricas, que sao diferentes
das produzidas a partir da ativacdo de hepatdcitos pela IL-6 (BALESTIERI,
2006; JAIN, GAUTAM e NASEEM, 2011).

As citocinas TNF-o, IL-1 e IL-6 estdo entre as mais estudadas no
processo inflamatdrio do microambiente tumoral. Células de mieloma
multiplo produzem IL-1pB, que estimula a producdo de IL-6 pelas células
estromais da medula 6ssea, além de atuarem como fator de crescimento
para as células do mieloma (BALKWILL; MANTOVANI, 2012). Células
claras de adenocarcinoma de ovario apresentam aumento na expressdo de
IL-6, e esta pode estar relacionada com a estimulagdo da producdo de
citocinas inflamatérias, promogdo da angiogénese tumoral e da migracdo de
macrdfagos para o infiltrado tumoral (ANGLESIO et al., 2011).

A IL-1B ¢é importante citocina pro-inflamatéria secretada
principalmente por células mononucleares, mediante sinais inflamatorios,
ou seja, ela ndo é encontrada em situacbes homeostaticas. Esta citocina
induz a expressdo de mediadores pré-inflamatdrios, como por exemplo, a
ciclooxigenase (COX) tipo 2, a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), e a
IL-6, entre outras citocinas e quimiocinas (APTE et al., 2006). Correa et al.
(2013) observaram que individuos com LMA, quando comparados com
individuos saudaveis na mesma faixa etaria, apresentavam maiores
concentrages de TNF-a, IL-4 e IL10, a0 mesmo tempo em que nédo foi
observada diferenca nas concentragdes plasmaticas e IL-1p e IFN-y. O
mesmo estudo observou associagdo positiva entre maiores concentracées de
IL-10 com tempo sobrevida e sobrevida livre de doenca.
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2.2.2 Resposta Thl

Os macrofagos ativados produzem e induzem a produgdo de TNF-a
por células NK, células endoteliais e mastdcitos. Esta citocina induz a
expressao da molécula CD40 por células dendriticas, o que possibilita a
interacdo destas com os linfécitos Th nos linfonodos. Durante esta
interacdo, as células dendriticas secretam IL-2, que ativam as NK locais,
que passam a secretar IFN-y. Este Gltimo aumenta a sintese de IL-12 e atua
sobre os linfécitos ThO, levando estas células a produzirem IFN-y e IL-2, 0
que define o padrdo de Thl. A IL-2 estimula a proliferacdo dos linfocitos T
e B e as NK ativadas pelo antigeno, 0 que a torna uma citocina muito
importante na resposta imunoldgica além de um dos principais alvos em
tratamento de doengas auto-imunes, doengas tumorais e na prevencao da
rejeicdo de transplantes (BALESTIERI, 2006). Em estudo com 45 pacientes
com LH classico a IL-2 foi inversamente correlacionada com as
concentracBes de albumina (maiores concentragcbes de IL-2 foram
correlacionadas com albumina menor de 4 g/dL) e estadiamento da doenca
(maiores concentracdes de IL-2 foram observadas em estagios | e Il da
doenca), o que sugere que a IL-2 diminua gradativamente com a progressao
da doenga (MITELMAN et al., 2009).

O IFN-y, além de desempenhar importante atividade como ativador
de macrofago, também é responsavel pela estimulagdo da producdo de
isotipos de anticorpos, que ao se ligarem aos receptores para Fc (fragment
crystallizable) de fagdcitos ativam o sistema complemento, promovendo a
fagocitose de microrganismos. Adicionalmente, o IFN-y também estimula a
expressdo de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC)-II e seus co-estimuladores em macrofagos e células dendriticas,
amplificando a acdo dos linfécitos Thl (ABBAS; LICHTMAN, 2009).
Desta forma, a resposta imunitaria predominantemente Thl é considerada
indicativa de atividade antitumoral (MURUGAIYAN e SAHA, 2009).

2.2.3 Resposta Th2

A ativacdo antigénica das células dendriticas, faz com que estas
células migrem para os linfonodos para interagdo com o ThO. A
determinacdo da resposta Th2 é dependente de microambiente com altas
concentracOes de IL-4, mas ainda ndo é conhecida a célula responsavel pela
producdo desta citocina na fase inicial da resposta imunitaria. Sabe-se que
mastdcitos da mucosa, basdfilos, eosindfilos e uma subpopulacdo de células
T CD4" ou CD8", podem sintetizar IL-4. Além disso, macrdéfagos e/ou
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linfocitos B presentes no tecido induzem a producgéo de IL-4 pelos préprios
ThO, através da producdo de IL-6. Sendo assim, na presenca de IL-4,
linfocitos ThO diferenciam-se em Th2, proliferam e passam a sintetizar IL-
4, IL-5, IL-9, IL-13 e, as vezes, IL-10, caracteristico do padrdo Th2. Ha
ainda, outras citocinas envolvidas na determinagio desta resposta, como as
citocinas IL-13, 1L-18 e IL-25. A IL-5 atua aumentando a producéo de
eosinofilos na medula 6ssea e a ativagéo destes no local da infeccéo. A IL-
10 sozinha ou em associa¢do com a IL-4 reduz a ativagdo dos macréfagos,
podendo inibir a resposta tipo Thl. Sendo assim, quando ocorre a resposta
tipo Th2 num determinado local, concomitantemente ocorre a inibicdo da
resposta tipo Thl (BALESTIERI, 2006).

A resposta imunoldgica desencadeada por linfocitos Th2 é eficaz
principalmente contra parasitas helminticos, e é caracterizada por mediagéo
eosinofilica independente da acdo dos fagdcitos. A ativacdo dos eosinéfilos
pelos Th2 ocorre a partir da producéo de IL-5 e IgE (imunoglobulina E)
(ABBAS; LICHTMAN, 2009). Em pacientes com LH cléssico as citocinas
IL-4 e IL-10 (representantes da resposta mediada por Th2) estavam
correlacionadas com variaveis de progndstico, como por exemplo,
linfopenia (linfécitos igual ou abaixo de 600 mm?), hemoglobina menor que
10,5 g¢/dL, estagios mais avancados da doenca (estagios Il e IV), e
pacientes de alto risco de acordo com a classificacdo IPI (Indice de
Prognéstico Internacional) (MITELMAN et al., 2009).

2.24  Resposta Tc

A ativagdo das NKs leva a producdo de IFN-y, importante na
diferenciacdo de Thl. Como a maioria dos Tc ndo produz IL-2, a
diferenciacdo de linfécito Thl é essencial para que os Tc especificos
proliferem em nUmero suficiente para circular e encontrar as células
infectadas. Quando os Tc proliferam, originam linfdcitos efetores, atuantes
no momento da infeccdo e Tc de memoria, ativados em contatos posteriores
com o mesmo antigeno. O primeiro sinal de ativacdo do Tc ocorre a partir
da interacdo de seus receptores ao MHC-1, enquanto que as intera¢Ges entre
as moléculas co-estimuladoras e as citocinas levam ao segundo sinal. A
associacdo entre o Tc e a célula infectada leva a liberacdo de moléculas que
induzem a apoptose das células infectadas. Outro mecanismo de morte por
apoptose de células infectadas ou tumorais mediados pelos Tc ocorre pela
expressdo da molécula Fas-ligante na membrana do Tc e da molécula Fas
na célula-alvo. Adicionalmente, os Tc produzem IFN-y, TNF-o. ¢ TNF-B,
que podem participar nos mecanismos de progressdo da resposta imune
(BALESTIERI, 2006; MITELMAN et al, 2009).
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2.2.5 Proteinas de fase aguda

As citocinas IL-1B, TNF-a e IFN-y estimulam células de Kupffer no
figado a produzirem IL-6. Esta citocina, por sua vez estimula os hepatdcitos
a sintetizar algumas proteinas enquanto diminui a sintese de outras. As
proteinas que tém a sua sintese diminuida sob os efeitos desta citocina sdo
chamadas de proteinas de fase aguda negativas, como por exemplo, a
albumina. J& as que tém a sintese estimulada neste processo sdo chamadas
de proteinas de fase aguda positiva, como por exemplo, a proteina C-reativa
(CRP — C-Reactive Protein) (JAIN, GAUTAM e NASEEM, 2011).

As proteinas de fase aguda positiva apresentam diferentes fungdes
fisioldgicas na resposta imunitdria. A CRP, por exemplo, liga-se a
fosforilcolina dos microorganismos, possibilitando que 0os mesmos possam
ser fagocitados pelos macrofagos que expressam receptor para CRP,
atuando assim como opsonina, além disso a CPR ativa o sistema
complemento pela via classica C1q (ABBAS e LICHTMAN, 2009; JAIN,
GAUTAM e NASEEM, 2011). Por isso, valores séricos de CRP sdo
utilizados como marcador para inflamagédo e infeccéo na prética clinica, e
seu monitoramento pode se Util na determinacdo do progresso da doenca e
eficacia do tratamento (JAIN, GAUTAM e NASEEM, 2011).

Em estudo realizado com pacientes diagnosticados com cancer
gastrointestinal, foi observado que 73% apresentaram incremento no valor
da CRP, e que 43% foram classificados como risco de complica¢Ges
segundo a relacdo CRP/albumina (LIMA e MAIO, 2012). Outro estudo,
realizado com pacientes sépticos em cuidados intensivos, observou que a
relagdo CRP/albumina foi bom marcador de mortalidade em longo prazo
(90 dias), em que relagdo superior a 2 mostrou maior sensibilidade e
especificidade (RANZANI et al., 2013).

2.3 INFLAMACAO, MARCADORES INFLAMATORIOS E CANCER

O desenvolvimento maligno desencadeia processo inflamatério, que
por sua vez, tem agdes divergentes sobre o processo neoplasico. Enquanto
populagdo de células T (secretoras de IFN-y) possuem atividade
antitumoral, outra populacdo (secretora de FOXp-3 e IL-10) apresentam
atividade pré tumoral. Outro exemplo é a IL-17, secretada por linfocitos Th,
que estimula o processo inflamatério, e com isso pode promover tanto o
crescimento como a regressao tumoral (MURUGAIY AN; SAHA, 2009).
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As células malignas utilizam-se de grande variedade de métodos para
evitar a resposta do sistema imunitario, incluindo a supra regulacdo da
expressdao do MHC e de mecanismos envolvendo a morte das células T. A
producdo de citocinas imunossupressoras (TGF-B e IL-10) por células
malignas pode ser responsavel pela maior parte da inibi¢do da imunidade
mediada por células, e tem sido relatada em varios tipos de céncer, como
por exemplo os linfomas (DALGLEISH; O’BYRNE, 2006).

As citocinas exercem atividade de controle da inflamacdo, defesa a
infeccdes virais, além de regular a proliferagdo e atividade dos linfécitos T
e B. Deste modo, a producdo exacerbada de citocinas pelas células malignas
pode influenciar a promocdo da angiogénese e instalacdo do processo
inflamatorio, que, por sua vez, poderd estimular o processo de crescimento
e desenvolvimento neoplasico (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003;
RUBIN; RUBIN; AARONSON, 2006). A anergia de células T é freqliente
em doencas malignas, onde estas células apresentam anormalidade em suas
vias de transducéo de sinal. Entre as alteragdes observadas nos linfocitos T
em doencas malignas, esta a redugdo da capacidade de produzir IL-2 e IFN-
v pelo Thl. Além disso, alguns tipos de células malignas produzem potente
fator de crescimento tumoral e imunossupressor, 0 TGF-p (DALGLEISH;
O’BYRNE, 20006).

A participacdo de TGF-B na diferenciagdo das Thl7 coloca esta
linhagem de células numa relagdo estreita com as células Tregs, pois TGF-
também induz a diferenciacdo de células TO em Tregs no compartimento
imunitario periférico (Korn et al., 2009). Além disso, tem sido observado
fendbmeno de plasticidade entre os fendtipos de células T, como por
exemplo, os T CD8" podem passar a expressar IL-17 (T CD8'IL-17") ou
células Treg assumirem o fendtipo de Thl7 e vice-versa, pela
reprogramacdo e mutacdo da expressdo de genes nas células T
(MURUGAIYAN e SAHA, 2009). Segundo Yang et al. (2011) a hipoxia,
presente no microambiente tumoral, induz a expressdo de IL-17 em Treg
FOXp3®, assim células T CD4"FOXp3*IL17" sdo células que estariam em
um ponto intermediario de diferenciacdo de Treg a Thl7.

A ligacdo entre neoplasias e inflamacdo se da por duas vias:
intrinseca e extrinseca (conforme ilustrado na Figura 1). A intrinseca é
desencadeada por fatores genéticos que provocam o desenvolvimento de
neoplasias. Tais eventos incluem a ativacdo de varios tipos de oncogenes
por mutacdo, rearranjo ou amplificagdo cromossomal e inativacao de genes
supressores de tumores. As células afetadas produzem mediadores
inflamatorios, gerando assim microambiente inflamatério em tumores para
0s quais ndo havia condicdo inflamatoria subjacente (ex. tumores de
mama). Por outro lado, pela via extrinseca, inflamacdo e infeccdo
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promovem um ambiente que aumenta o risco de desenvolvimento de cancer
em determinados locais anatdbmicos (ex. colon, prostata e pancreas)
(COLOTTA et al., 2009; MANTOVANI et al., 2008).
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Figura 1. Iniciacdo do processo inflamatorio e sua relagdo com o
desenvolvimento neoplasico

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

[ Ativagao de Oncogenes Inflamagao ou Infecgdo ]
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Quimiocinas
Citocinas
Eicosanoides

Ativagao de fatores de transcrigdo em células

inflamatorias, estromais e tumorais
STAT3 NF-kB

Y
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Quimiocinas
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Fonte: Adaptado de Mantovani et al. (2008)
STAT3: Transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3. NF-kB: Fator nuclear
kappa B.

Além disso, ha relacdo de coexisténcia entre as células malignas e as
células do sistema imunitario. Engquanto as células NK e Tc, produzem IFN-
v e IL-2 a fim de inibir o crescimento das células cancerigenas (inibindo a
producdo de IL-1, IL-6 e TNF-a), as proprias células malignas secretam
citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) que agem sobre si promovendo sua
proliferacdo, e sobre células imunitarias estimulando macr()fagos e células

.....
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producdo de citocinas pelas células NK e Tc, e assim suprimir a imunidade
anti-cancer (Figura 2) (SERUGA et al., 2008).

Figura 2. Papel das principais citocinas no microambiente tumoral
Células

Cancerigenas o Teg
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“ o E
Macréfagos

Células cancerigenas,
macréfagos e Treg
secretam L4, IL-10,
IL-13 e TGF-B, que
inibe aagéo das
célulasNKeTe

Células cancerigenas e
macréfagos secretam
IL-1,IL-6 & TNF-a, que
agem sobre as
mesmas e sobre Treg

Fonte: Adaptado de Seruga et al. (2008)

Treg: linfocitos T reguladores. Tc: linfécitos T citotoxicos. NK: células
exterminadoras naturais. IFN: interferon. IL: interleucina. TNF: fator de necrose
tumoral. TGF: Fator transformador de crescimento

Em infiltrados tumorais linfociticos de 55 pacientes com cancer
gastrico, em estagios iniciais, foi observado acimulo de células Thl7 e
Tregs. Entretanto, com a progressdo da doenca houve mudanca neste
balango, quando foi observado diminuicdo das células Th17 e aumento das
células Tregs. Esta alteracdo pode ser reflexo da producdo de citocinas no
microambiente local do cancer gastrico, como por exemplo, a IL-21, IL-23,
IL-1B e TGF-B. Contudo, neste pacientes, ndo foi observado correlacido
direta entre a producdo de IL-21 e IL-23 e prevaléncia de células Th17.
Nesta neoplasia foi observada predominancia na resposta inflamatéria
mediada pelas células Th2, sem alteracdo entre os diferentes estadios da
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doenca, diferentemente do observado no balanco entre Thl7/ Treg
(MARUYAMA et al., 2010).

A proporcdo de células Thl7 é maior em pacientes com LMA ndo
tratados quando comparados a individuos saudaveis, a0 passo que esta
prevaléncia diminui, nos mesmos pacientes, apos tratamento e remissao
completa da doenca. A producdo das citocinas IL-17, IL-6 e TGF-B1
também é maior entre os pacientes com LMA ndo tratada em comparagdo a
individuos saudaveis (WU et al., 2009).

Em amostras de sangue periférico de 45 pacientes com LH classico
foi observado maior percentual de linfocitos T CD3'CD4" e T CD3'CD8"
em comparacdo a individuos saudaveis, assim como aumento nas
concentracGes de TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10, enquanto que ndo foi
observado diferenca nas concentragdes de IL-2. O aumento nas
concentracbes séricas de IL-10, representando perfil Th2, foi
correlacionado com pior prognostico por associagdo com algumas variaveis
clinicas (MITELMAN et al., 2009).

Estudo com 38 pacientes com LMA, foi observado que aqueles em
citopenia induzida por quimioterapia apresentaram maiores concentracfes
de Treg, e menores de linfécitos T citotdxicos (Tc)-1 e Thl, quando
comparados com os de individuos saudaveis. As concentragdes de Thl7
foram mantidos nos pacientes com LMA ndo tratado e aqueles em citopenia
induzida. Ja as concentracbes de células T CD4"CD25"FOXp3* estavam
aumentadas em todos pacientes com LMA. Também foi observado
correlacdo entre Thl7 e Thl com LMA ndo tratado e em citopenia
(ERSVAER et al., 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a proporcéo linfocitaria (Thl, Th2 e Tc) e concentracGes
plasméticas da citocina IL-1p de individuos ndo tratados com diagnéstico
de neoplasias hematolégicas, e suas correlagbes com o estado nutricional e
a concentracao plasmética de CRP e albumina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em individuos com 18 anos ou mais, nao tratados e com diagndstico
de neoplasias hematoldgicas:

¢ Avaliar a proporcdo sérica de linfocitos Thl e Th2, assim como
CD4" e CDS8;

o Mensurar as concentragfes plasmaticas da citocina IL-1p;

o Mensurar os valores séricos de albumina e CRP;

e Correlacionar a expressdo fenotipica das células T com as
concentracBes plasmaticas da citocina IL-1p, valores séricos de albumina e
CRP, e estado nutricional;

o Avaliar o estado nutricional (através do célculo da circunferéncia
muscular do brago (CMB), indice de Massa Corporal (IMC), e percentual
de perda de peso);

o Correlacionar as concentrag@es plasmaticas da citocina IL-1p com
os valores séricos de albumina e CRP, e estado nutricional.
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4 METODOLOGIA
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo trata-se de um estudo descritivo, base de um
futuro ensaio clinico randomizado do projeto tematico intitulado “Efeito da
suplementacdo oral de dleo de peixe sobre fen6tipos de células imunitarias
e citocinas plasmaticas em Individuos com neoplasias hematoldgicas em
quimioterapia”.

4.2 AMOSTRA DO ESTUDO

A amostra foi determinada por conveniéncia, por saturagao temporal,
constituida por individuos com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos
0s sexos, portadores de diagnostico de neoplasias hematoldgicas, atendidos
no ambulatério de onco-hematologia do Hospital Universitario (HU) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus Universitario,
Trindade, Floriandpolis — Santa Catarina (SC), entre o periodo de 09 de
Novembro de 2012 a 30 de Abril de 2013, e que estavam aptos a iniciar o
tratamento quimioterapico.

Critérios de inclusdo: os individuos deveriam possuir idade igual ou
superior a 18 anos; apresentar diagnostico de neoplasias hematoldgicas;
estar apto a iniciar tratamento quimioterapico e apresentar condi¢des de
ingestdo via oral.

Critérios de exclusdo: estar em discordancia com qualquer critério de
inclusdo, estar em tratamento paliativo; estar em tratamento com estatinas
(devido a alteragdes causadas no metabolismo de lipideos que podem
exercer influéncia nos pardmetros analisados na pesquisa sequencial) e/ou
algum farmaco antinflamatorio; ter sido submetido a tratamento
antineoplasico no periodo de 5 anos prévios ao estudo; possuir diagndstico
de doenca infectocontagiosa, apresentar alergia a peixes e/ou derivados; ter
feito uso de 6leo de peixe e/ou outro suplemento contendo acidos graxos ®-
3 no periodo de 6 meses prévios ao do estudo e estar em periodo
gestacional.

A equipe médica, a qual conhecia os critérios de elegibilidade
supramencionados, informava as nutricionistas responsaveis pelo projeto
quais pacientes entre 0s que estavam em atendimento ambulatorial,
internados na Oncohematologia do HU e/ou no setor de quimioterapia,
eram possivelmente elegiveis. As nutricionistas responsaveis realizavam
entdo, a triagem destes individuos, e os elegiveis eram recrutados, quando
era realizada a apresentacdo da pesquisa e efetuado o convite de
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participacdo. Além disso, foram averiguados os prontuérios dos individuos
agendados para o tratamento quimioterapico, na tentativa de abordar todos
0S que estivessem aptos a participar do estudo. A assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) pelos individuos que
aceitaram participar da pesquisa aconteceu neste mesmo momento, apos
leitura em conjunto. Adicionalmente, para os participantes menores de
idade ou incapazes, o responsavel legal assinou autorizacdo para que o
individuo fosse incluido no estudo. O presente projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEPSH, com parecer
n® 120.066 (Apéndice B), vinculado a UFSC.

Foram consideradas perdas todos os individuos elegiveis, ou seja,
que se enquadrem nos critérios de inclusdo e ndo apresentem caracteristica
de exclusdo, e que se recusaram a participar do estudo.

4.3 INSTRUMENTOS E TECNICAS DE COLETA DE DADOS
4.3.1 ldentificacéo dos individuos

Os individuos da amostra foram identificados através do
preenchimento de um formulario de cadastro previamente elaborado para a
pesquisa (Apéndice C), contemplando as seguintes informacdes:

1) Dados pessoais: nome completo, sexo, data de nascimento, cor da
pele, procedéncia, endereco residencial, telefone, e-mail, e nimero do
prontuario no HU;

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

3) Awvaliacdo subjetiva dos sinais e sintomas apresentado pelo
individuo e auto-avaliacéo da sua capacidade funcional.

4.3.2 Andlises laboratoriais

4.3.2.1 Coleta de material biolégico

O sangue venoso foi coletado por acesso periférico, em todos os
pacientes selecionados apds concordancia com os critérios do estudo e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O
procedimento de coleta foi realizado no ambiente hospitalar, seguindo o
protocolo do HU/UFSC e realizado por profissionais capacitados do setor
de analises clinicas. A amostra sanguinea foi coletada em dois tubos
contendo heparina (sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, UK)
com capacidade de 10 mL cada.
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4.3.2.2 Avaliacio da proporcéo de linfocitos Thl, Th2, T CD4" e T CD8"

Uma aliquota de 1 mL de sangue total foi incubado em meio de
cultura RPMI 1640 a 36 °C na presenca ou ndo de PMA (phorbol-12-
myristate 13-acetate) (50 ng/mL; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
Tonomicina (1 pg/mL; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e Monensina
(2 mM; BD GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor). Apds 4 horas de
incubacéo, as amostras foram transferidas para tubos de citometria de fluxo
em aliquotas de 200 pL cada, em seguida foi adicionado 2 mL de solugédo
hemolitica por tubo e incubado novamente por 15 minutos a 36°C. Ao final
da incubagdo a amostra foi submetida a centrifugacao e a uma lavagem com
salina. Todas as amostras foram fixadas com tampéo de fixacdo BD
CytofixTM (BD — Biosciences) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Uma vez fixadas, as células foram permeabilizadas usando tampéo
Phosflow — Perm Buffer Il (BD Biosciences) seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante.

Para a determinagdo da propor¢do de células Thl e Th2 dentre as
CD4", as células foram submetidas ao processo de marcago, quando foram
incubadas por 40 minutos com 7,5 uL de cocktail de anticorpos anti-CD4
conjugado a PerCP-Cy5 (Peridinin chlorophyll protein), anti-IFN-y
conjugado a FITC (Fluorescein isothiocyanate), anti-1L-4 conjugado a APC
(Allophycocyanin) e anti-IL17A conjugado a PE (phycoerythrin) (Human
Th1/Th2/Th1l7 Phenotyping Kit, BD Pharmigen). Para a determinagdo da
proporcao de células T CD4" e T CD8" dentre as células T CD3", as células
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).

Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em tampdo de
marcacdo e adquiridas em citdmetro de fluxo FACScanto Il e software
FACSDiva versdo 6.1.3. Foram adquiridas 10.000 células para posterior
analise usando o software Cyflogic versdo 1.2.1. As células CD4+ foram
demarcadas e a proporcdo de células IFN-y" ou IL-4" expressas como
percentual das células CD4" totais (MURUYAMA et al., 2010).

4.3.2.3 Analise da concentracdo sérica de IL-1B

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
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ambiente e utilizadas para analise da concentracdo de IL-1f realizado por
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Foi utilizado kit especifico
para IL-1p humano da marca BD OptEIA™ — BD Biosciences (San Jose,
Califérnia, EUA) e IL-17A humano da marca eBioscience® (San Diego,
Califérnia, EUA). O teste utiliza um anticorpo monoclonal especifico para a
citocina revestido sobre placas individuais de 96 pocos. Padrdes e as
amostras foram adicionados aos pogos, e 0s mesmos foram lavados e um
conjugado de streptavidin-horseradishperoxidase misturado a um anticorpo
biotinilado anticitocina humana produzindo uma espécie de “sanduiche”
(anticorpo-antigeno-anticorpo). Os pogos foram novamente lavados e, uma
solucdo de substrato TMB adicionada, produzindo uma cor azul na
propor¢édo direta com a quantidade de IL-1p presente na amostra inicial. Por
fim, acrescentou-se uma“solugéo de parada”, que alterou a cor de azul para
amarelo. As absorbancias dos pogos foram lidas em espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 450 nm, com correcdo a 570 nm, em até 30
minutos apds a parada da reacdo. Todos os padrdes e as amostras foram
analisados em duplicata.

Para o célculo das concentragbes, foram obtidas as médias das
leituras Opticas de cada padrdo e amostra. Em seguida, foi subtraida a média
da leitura 6ptica do padrdo “zero” de cada média dos demais padrdes e das
amostras. Graficos “log-log” foram construidos em planilha do Microsoft
Office Excel® de acordo com as médias dos padres do kit, cuja
concentracdo de citocina era conhecida. Procurou-se o melhor ajuste da
linha de tendéncia através dos pontos padrdo. Para a determinacdo da
concentracdo foram introduzidas as médias das absorbancias de cada
amostra na sua respectiva equacgédo da reta. Os resultados foram expressos
em pg/mL.

4.3.2.4 Avaliacdo dos valores séricos de CRP

As concentracfes séricas de CRP foram determinadas pelo método
de imunonefelometria automatizado (Siemens Dade Behring Inc., Newark,
DE, EUA) (LEDUE et al., 1998). O principio do teste baseia-se na reacédo
entre CRP da amostra dos pacientes, com as particulas de poliestireno
revestidas com um anticorpo monoclonal anti-CRP humana, presente no
reagente, e sensibilizadas, provocando uma aglutinacdo que dispersam a luz
irradiada. A intensidade da luz dispersa depende da concentracdo da
respectiva proteina na amostra. A avaliacdo foi realizada através de
comparagdo com um padrdo de concentracdo conhecida, e os resultados
expressos em mg/L.
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4.3.2.5 Auvaliacdo dos valores séricos de albumina

Albumina sérica foi determinada quantitativamente pelo método
colorimétrico automatizado (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark,
DE, EUA) empregando-se purpura de bromocresol (PBC) como reagente de
cor (LASKY et al., 1985). Na presenca de um agente solubilizante, o PBC
liga-se a albumina a um pH de 4,9. A quantidade do complexo albumina-
PBC ¢ diretamente proporcional & concentracdo de alboumina na amostra. O
complexo absorve a 600 nm e é medido utilizando uma técnica
policrompética de ponto final (600, 540, 700 nm). O resultado foi expresso
em g/dL.

4.3.3 Avaliacédo do estado nutricional

4.3.3.1 Avaliacéo antropométrica

Foram mensuradas as medidas de peso, estatura, circunferéncia do
braco, e dobra cutanea tricipital conforme a WHO (1995). O peso atual foi
aferido em balanca digital de plataforma, marca Tanita®, modelo UM 061,
(Empresa Tanita Corporation, Tokyo, Japan) com capacidade maxima de
150 kg e escala de 100 g. Os individuos estavam com roupas leves e
descalcos. A estatura foi aferida utilizando fita métrica ineléstica de 150 cm
e escala de 1 mm. A aferigéo foi realizada em superficie vertical formando
angulo de 90° com o chéo, estando os individuos descalgos e eretos.

A circunferéncia do brago foi mensurada com o auxilio de fita
métrica ineléstica, e a dobra cutanea tricipital com um adipdmetro da marca
Lange® (Beta Technology Incorporated, Santa Cruz, Califérnia, EUA),
modelo Sahean SH 5020, ambos com preciséo de 1 mm. O peso usual foi
referido pelo paciente ou responsavel. As medidas de circunferéncia e dobra
cutanea foram aferidas em duplicata, e na divergéncia de resultados,
calculada a média aritmética.

A avaliagdo do estado nutricional foi realizada por trés parametros:

1) Indice de Massa Corporal: que representa a raz&o entre o peso do
individuo e a sua altura ao quadrado (WHO,1995). O resultado é
apresentado em kg/m2 e confrontado com valores de referéncia. Para os
individuos com idade entre 16 e 18 anos, os valores de referéncia foram
propostos pela WHO no ano de 2007, e a classificacdo foi realizada pela
curva de IMC para idade (WHO, 2007). Para os individuos com 19 anos ou
mais, os valores de referéncia e pontos de cortes foram estabelecidos pela
WHO (2008a).

2) Adequacdo da circunferéncia muscular do braco: o valor da
circunferéncia muscular do brago é obtido da diferenca entre o valor da
circunferéncia do braco e o valor da prega cutinea tricipital apds ser
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dividida por dez e multiplicada pelo valor de n (n=3,14). Os resultados
encontrados foram utilizados para calcular a adequacdo da medida
conforme o valor esperado para a populagdo da mesma faixa etéria e sexo
(FRISANCHO, 1981).

3) Percentual de perda de peso: resultado da divisdo entre AP
(diferenca entre o peso usual e o peso atual) e o peso usual, multiplicado
por 100, para ser expresso em percentual. Sua classificacdo e confrontada
com o tempo de ocorréncia segundo valores propostos por Blackburn et al.
(1977).

44 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, Estado Unidos). Todas as informagfes foram digitadas em dupla
entrada e posteriormente submetidos a verificacdo de inconsisténcias
mediante o programa EpiData Entry® versdo 3.1 (EpiData Association,
Atlanta, Estados Unidos). Para analise estatistica no programa estatistico
STATA® versio 11.0 para Windows (StataCorp, Texas, Estados Unidos),
foi utilizado o software Stat-Transfer® (Circle Systems, Seattle, WA,
Estado Unidos).

As variaveis quantitativas, tais como dados antropométricos e
bioquimicos foram tratadas como média e desvio quando a distribuicéo foi
simétrica, ou mediana e intervalo interquartil quando foi assimétrica.
Varidveis categoricas (por exemplo: estadiamento do céancer, sexo dos
pacientes e as distintas classificagdes do estado nutricional) foram descritas
considerando as frequéncias absolutas e relativas de cada categoria das
variaveis correspondentes.

Para testar associacdo entre as varidveis quantitativas foram
utilizadas as correlagdes de Spearmann ou de Pearson. As variaveis
assimétricas foram normalizadas, utilizando seu logaritmo natural, para que
pudessem ser submetidas aos testes de correlagéo.
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44.1 Modelo de Analise

Quadro 1: Variaveis, suas caracteristicas e indicadores utilizados para o

modelo de analise.

Variavel Indicadores Classificacéo tedrica
Sexo Masculino Independente, qualitativa
Feminino nominal, dicotbmica
Idade ANos Independeqte, quantitativa,
discreta
Baixo risco
Classificagio do Risco Independente, qualitativa
estadiamento da doenca intermediario ordinal, politbmica
Alto risco
IMC kg/m? Dependente, ’quantitativa,
continua
Adequacdo da dobra cutanea % Dependente, quantitativa,
tricipital continua
Adequacdo da circunferéncia % Dependente, quantitativa,
braquial continua
Adequacdo da circunferéncia % Dependente, quantitativa,
muscular do braco continua

Sem alteracdo

% de perda de peso Perda Depeqdente, q_urillltgtlva,
moderada ordinal, politbmica
Perda grave
Thl
Th2 o Dependente, quantitativa,
T CD4" 0 continua
T CD8"
Relacio Th1/ Th2 razio Dependente, Quantitativa,
continua
Relagiio T CD4"/ T CD8" razio Dependente, Quantitativa,
continua
IL-1p og/mL Dependente, quantitativa,
continua
Albumina gldL Dependente, quantitativa,
continua
CRP mg/L Dependente, Quantitativa,
continua
Relacdo CRP/Albumina razao Dependente, Quantitativa,
continua

Fonte: Os autores
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4.5 CONFIDENCIALIDADE

O pesquisador assegura que o carater andbnimo dos pacientes sera
mantido e que suas identidades serdo protegidas de terceiros ndo
autorizados. As fichas clinicas, bem como os formularios de Termo de
Consentimento assinados pelos pacientes serdo mantidos pelo pesquisador
em confidéncia estrita, juntos em um Unico arquivo. Fica assegurado que 0
paciente recebera uma copia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Esta pesquisa respeita os principios emanados na Resolugdo
196 de 1996 do Conselho Nacional de Saude.
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5 RESULTADOS
5.1 MANUSCRITO
5.1.1 Considerac0es para a publicacao

O manuscrito que segue sera submetido para apreciacdo e publicacéo
a um periodico indexado nas bases de dados.

5.1.2 Integra do manuscrito

Titulo
Células Thl medeiam resposta inflamatéria em individuos com
neoplasias hematoldgicas ndo tratados.

Titulo Curto
Resposta inflamatoria Thl em neoplasias hematoldgicas

Palavras-chave: Inflamacdo; neoplasias hematoldgicas, células Thi,
proteina C reativa, albumina.

Financiamentos

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgica
(CNPqg): concessdo financeira pela CHAMADA PUBLICA Edital
Universal n°14/2011.

Programa de Pos-Graduagdo em Nutricdo/UFSC: auxilio na compra
de materiais de analises.

Programa de Bolsas Demanda Social /CAPES: concessao de bolsa de
estudo ao autor principal.

NUmeros de palavras: 3.232
NUmero de figuras: 2
Numero de tabelas: 3
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Resumo

Introducédo: As neoplasias hematoldgicas sdo aquelas originarias de células
da linhagem hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mieloma
e linfomas). O desenvolvimento destas desencadeia 0 processo
inflamatorio, que por sua vez, tem agdes divergentes sobre 0 processo
neopléasico. Objetivo: Avaliar a proporcdo linfocitaria (Thl, Th2 e Tc) e
concentracOes plasmaticas da citocina IL-1p de individuos ndo tratados com
diagndstico de neoplasias hematoldgicas. Métodos: foram avaliados 16
individuos com diagndstico de neoplasias hematoldgicas. As determinacdes
das proporcdes de células Thl, Th2, T CD4" e TCD8" foram realizadas
através da imunofenotipagem por citometria de fluxo. A andlise das
concentracGes plasméticas da citocina IL-1p foi realizada pelo método de
ELISA. Os valores séricos de CRP e albumina foram determinados por
métodos completamente automatizados de imunonefelometria e pdrpura de
bromocresol, respectivamente. Adicionalmente foram coletados dados de
peso, estatura e DCT. Os testes estatisticos empregados foram Mann
Whitney e correlacdo de Spearmann. Resultados: foi observada discreta
diminuicdo dos valores de albumina, e aumento de CRP. Todos 0s
individuos apresentaram maior proporcao de células Thl em relagdo a Th2,
porém os pacientes com linfomas apresentaram maior proporcao de células
T CD8" em relagdo as células T CD4". Conclusdo: os individuos com
neoplasias hematolégicas ndo tratados apresentaram atividade inflamatéria
em resposta a células Thl.
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Introducéo

As neoplasias hematoldgicas sdo aquelas originarias de células da
linhagem hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mieloma e
linfomas), e representam 8% do desenvolvimento neoplasico em humanos
[1]. No processo hematopoiético normal ocorre a proliferacdo controlada e
diferenciacdo ordenada de células-tronco até células sanguineas maduras.
Quando um ou mais eventos genéticos afetam um precursor hematopoético,
este e sua descendéncia deixam de se proliferar e se diferenciar
normalmente, tendo por resultado a leucemia. Clinicamente as leucemias
sdo divididas entre leucemias agudas, crénicas e outros transtornos do tipo
leucémico [2]. As neoplasias hematoldgicas derivadas de células do sistema
imunoldgico sdo divididas na pratica clinica, em linfoma de Hodgkin (LH);
linfoma ndo-Hodgkin (LNH) (englobando os LNH de baixo, intermediario
e alto grau; linfoma das células do manto; e linfoma de Burkitt); e linfoma
em sitios especiais (linfoma primario do sistema nervoso central; LNH
relacionado com a Sindrome da Imunodeficiéncia; linfoma de estdmago e
linfoma priméario de pele) [3]. No mieloma maltiplo (MM) ocorre a
proliferacdo desordenada de células monoclonais neoplésicas que se
acumulam na medula 6ssea [4].

O desenvolvimento maligno desencadeia processo inflamatério, que
por sua vez, tem agdes divergentes sobre o processo neoplasico. Enquanto
uma populagdo de células T (secretoras de intérferon (IFN)-y) possuem
atividade antitumoral, outra populacdo (secretora de Forkhead Box (FOX)
p-3 e interleucina (IL)-10) apresentam atividade pré tumoral [5]. As células
malignas utilizam-se de grande variedade de mecanismos para evitar a
reposta do sistema imunitario, incluindo a supra regulacdo da expressdo do
MHC e super regulacdo de mecanismos envolvendo a morte das células T.
A producdo de citocinas imunossupressoras (fator transformador de
crescimento (TGF)-p e IL-10) por células malignas pode ser responsavel
pela maior parte da inibicdo da imunidade mediada por células, e tem sido
relatada em varios tipos de cancer, como por exemplo os linfomas [6].

A ligacdo entre neoplasias e inflamacdo se da por duas vias:
intrinseca e extrinseca. A intrinseca é desencadeada por fatores genéticos
que provocam o desenvolvimento de neoplasias. Tais eventos incluem a
ativacdo de varios tipos de oncogenes por mutacdo, rearranjo ou
amplificacdo cromossomal e inativacdo de genes supressores de tumores.
As células afetadas produzem mediadores inflamatérios, gerando assim um
microambiente inflamatorio em tumores para os quais ndo havia condicdo
inflamatoria subjacente (ex. tumores de mama). Por outro lado, pela via
extrinseca, inflamacédo e infeccdo promovem um ambiente que aumenta o
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risco de desenvolvimento de cancer em determinados locais anatémicos
(ex. colon, prostata e pancreas) [7; 8].

Né&o obstante, ha relacdo de coexisténcia entre as células malignas e
as células do sistema imunitario. Enquanto as células exterminadoras
naturais (NK) e linfdcitos T citotoxicos (Tc), produzem IFN-y e IL-2 a fim
de inibir o crescimento das células cancerigenas (inibindo a producéo de IL-
1, IL-6 e fator-o de necrose tumoral (TNF-a)), as proprias células malignas
secretam citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a)) que agem sobre si promovendo sua
proliferacdo, e sobre células imunitérias estimulando macréfagos e células
producdo de citocinas pelas células NK e Tc, e assim suprimir a imunidade
anti-cancer [9].

Em amostras de sangue periférico de 45 pacientes com LH classico
foi observado maior percentual de linfécitos T CD3'CD4" e T CD3'CD8"
em comparacdo ao de individuos saudaveis, assim como aumento nas
concentrages de TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10, enquanto que ndo foi
observado diferenca nas concentracbes de IL-2. O aumento nas
concentragcBes seéricas de 1L-10, representando perfil Th2, foi
correlacionado com pior progndstico por associagdo com algumas variaveis
clinicas [10].

Estudo com 38 pacientes com leucemia mieléide aguda (LMA), foi
observado que aqueles em citopenia induzida por quimioterapia
apresentaram maiores concentragdes de linfocitos T reguladores (Treg), e
menores concentragdes de linfocitos T citotdxicos-1 (Tcl) e T auxiliares
(Th)-1, quando comparados com as de individuos saudaveis. As
concentracBes de Thl7 foram mantidos nos pacientes com LMA nédo
tratado e aqueles em citopenia induzida. As concentracdes de células T
CD4"CD25'FOXp3" estavam aumentados em todos pacientes com LMA
[11]. Assim o objetivo desta pesquisa foi investigar alguns marcadores
inflamatorios de individuos com neoplasias hematol6gicas com diagndstico
recente e ndo tratados.
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Materiais e Métodos

Delineamento do estudo
Trata-se de um estudo descritivo, base de um futuro ensaio clinico
randomizado.

Amostra do estudo

A amostra foi determinada por conveniéncia, por saturagao temporal,
constituida por individuos com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos
0s sexos, portadores de diagndéstico de neoplasias hematoldgicas, atendidos
no ambulatério de onco-hematologia do Hospital Universitario (HU) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus Universitario,
Trindade, Floriandpolis — Santa Catarina (SC), entre o periodo de 09 de
Novembro de 2012 a 30 de Abril de 2013, e que estavam aptos a iniciar o
tratamento quimioterapico endovenoso. N&o foram incluidos na pesquisa
pacientes que faziam uso de estatinas (devido a alteragBes causadas no
metabolismo de lipideos que podem exercer influncia nos parametros
analisados na pesquisa sequencial) e/ou algum farmaco antinflamatério; que
ja haviam sido submetido a tratamento antineoplasico no periodo de 5 anos
prévios ao estudo; que possuiam diagndstico de doenga infectocontagiosa; e
que faziam uso de sonda nasoenteral. Foram consideradas perdas todos 0s
individuos elegiveis e que se recusaram a participar do estudo.

Coleta de material biolégico

O sangue venoso foi coletado, por acesso periférico, tubos contendo
heparina (sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, UK) com
capacidade de 10 mL cada.

Avaliacdo da proporcéo de linfocitos Thl, Th2, T CD4" e T CD8"

Aliguota de 1 mL de sangue total foi utilizado para a determinacgéo
da proporcdo de linfocitos, onde as células estimuladas ou ndo, foram
fixadas e marcadas com os respectivos cocktail de anticorpos: Thl e Th2
(anti-CD4 conjugado a PerCP-Cy5 (Peridinin chlorophyll protein), anti-
IFN-y conjugado a FITC (Fluorescein isothiocyanate), anti-1L-4 conjugado
a APC (Allophycocyanin) e anti-IL17A conjugado a PE (phycoerythrin)
(Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit, BD Pharmigen)) ou T CD4" e T
CD8" (anti-CD4 conjugado a PE e anti-CD8 conjugado a FITC (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 a fluor6foros (BD Biosciences). Na
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sequéncias as células foram adquiridas em citdmetro de fluxo FACScanto |1
e software FACSDiva versdo 6.1.3 [12].

Analise das concentraces de citocinas plasmaticas por Elisa

Anélise das concentragbes plasmaticas da citocina IL-1B foi
realizada por ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA), utilizando o kit
especifico para IL-1p humano da marca BD OptEIA™ — BD Biosciences
(San Jose, Califérnia, EUA) e IL-17A humano da marca eBioscience® (San
Diego, California, EUA). As absorbancias dos pocgos foram lidas em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 450 nm, com correcéo a
570 nm, em até 30 min apds a parada da reagdo. Todos os padrdes e as
amostras foram analisados em duplicata e os resultados expressos em
pg/mL.

Determinagdo das concentragdes séricas de proteina C reativa (CRP)

As concentragdes séricas de CRP foram determinadas pelo método
de imunonefelometria automatizado (Siemens Dade Behring Inc., Newark,
DE, EUA) [13] e os resultados foram expressos em mg/L.

Determinagdo das concentragdes séricas de albumina

Albumina sérica foi determinada quantitativamente pelo método
colorimétrico automatizado (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark,
DE, EUA) empregando-se purpura de bromocresol como reagente de cor
[14]. O resultado foi expresso em g/dL.

Avaliacao antropométrica

Foram mensuradas as medidas de peso, estatura, circunferéncia do
braco, e dobra cutanea tricipital conforme a organizacdo mundial da salde
(WHO) [15]. A avaliacdo do IMC e da avaliagdo da CMB, obtido da
diferenca entre o valor da circunferéncia do brago e o valor da prega
cutanea tricipital apds ser dividida por dez e multiplicada pelo valor de &
(m=3,14). Os resultados encontrados foram utilizados para calcular a
adequacdo da medida conforme o valor esperado para a populacdo da
mesma faixa etaria e sexo [16]. Adicionalmente foi calculado o percentual
de perda de peso, através da diferenca entre o peso usual e o peso atual
multiplicado por 100. Sua classificacdo é confrontada com o tempo de
ocorréncia segundo valores propostos por Blackburn et al. [17].

Tratamento e analise dos dados
Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft Corporation, Redmond,
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WA, Estado Unidos). Todas as informacdes foram digitadas em dupla
entrada e posteriormente submetidos a verificagdo de inconsisténcias
mediante o programa EpiData Entry® versio 3.1 (EpiData Association,
Atlanta, Estados Unidos). Para analise estatistica no programa estatistico
STATA® versdo 11.0 para Windows (StataCorp, Texas, Estados Unidos),
foi utilizado o software Stat-Transfer® (Circle Systems, Seattle, WA,
Estado Unidos). As varidveis quantitativas foram tratadas como média e
desvio quando a distribuicdo foi simétrica, ou mediana e intervalo
interquartil quando foi assimétrica. Varidveis categéricas foram descritas
considerando as fregiiéncias absolutas e relativas de cada categoria das
variaveis correspondentes. Para testar associacdo entre as varidveis
quantitativas foram utilizadas as correlagGes de Spearmann ou de Pearson.
As variaveis assimétricas foram normalizadas, para que pudessem ser
submetidas aos testes de correlagéo.

Resultados

Caracteristicas dos Participantes do Estudo

Trinta e sete pacientes atendidos no HU-UFSC receberam o
diagnostico de neoplasia hematolégica no periodo da coleta de dados.
Destes, dezenove pacientes ndo foram incluidos na pesquisa por
apresentarem algum dos critérios de exclusdo, em que oito apresentavam
alguma doenca infectocontagiosa; seis estavam fazendo uso continuo de
antinflamatdrio; dois ndo fariam o tratamento quimioterapico endovenoso;
um ndo apresentava condicdes de ingestdo via oral; um fazia uso de
estatina; e um que ja havia feito tratamento quimioterapico anteriormente
por outra neoplasia.

Além dos pacientes ndo incluidos na pesquisa, houve dois pacientes
que se enquadravam em todos os critérios de inclusdo, porém optaram por
ndo participar da pesquisa, e foram assim considerados perdas (Figura 3).
Estes Gltimos eram ambos do sexo masculino, com idade de 58 e 67 anos e
com diagndstico de LH e LNH, respectivamente. Ao final tivemos uma
amostra de 16 individuos, que estdo caracterizados na Tabela 4.

As comorbidades apresentadas pelos pacientes foram osteoporose,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, artrite reumatoide,
depressdo, gastrite, Ulcera gastrica, hérnia de hiato, esofagite e
hipotireoidismo. Em relacdo aos sinais e sintomas apresentados, 0s mais
freqUentes foram os sintomas digestivos. A diminuicdo na producdo de
saliva, relatada por “boca seca” foi relatada por 68,7% dos entrevistados
(n=11), seguido por pirose, anorexia e nauseas, cada uma das quais foi
citado por 50% dos individuos (n=8). Alteracdo no paladar, distensdo
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abdominal e constipacdo foi queixa de 37,5% cada uma (n=6).
Adicionalmente, porém com freqiiéncia igual ou inferior a 25%, foi citado
também disfagia, vomitos, dor abdominal, dificuldade para mastigar,
mucosite, diarréia, oroxia, amargor na boca, dor ao mastigar e flatuléncia. O
sintoma extra digestivo mais freqiiente foi edema de membros inferiores
(43,7%; n=7), seqguido de cefaléia, hematomas e tosse, cada um com
prevaléncia inferior a 13%.

As classificagfes dos individuos segundo o estadio das doengas estdo
apresentadas na tabela 5, em que 14 individuos (87,5%) foram classificados
com risco intermediario ou alto risco, ao tempo em que dois individuos
apresentaram baixo risco.

Os marcadores inflamatorios avaliados na populagdo estdo
apresentados na figura 4, em que se pode observar maior propor¢do de
células Thl em relacdo as células Th2 em todos os individuos.
Adicionalmente, a relagdo CD4'/CD8" foi menor entre os individuos com
linfomas, mostrando maior proporcéo de células T CD8" nesta populagao.
Foi encontrada correlagdo alta (r=0,88) entre as células Thl e Th2, e
correlagcdo média (r=0,59) entre as células Thl e Tc.

Os valores de CRP apresentam-se elevados em relacdo aos valores
de referéncia, enquanto que para a albumina foi observado discreta reducéo.
A maioria dos individuos encontrava-se dentro dos padrdes de referéncia
quanto a adequacdo da CMB, contudo, 43,7% (n=7) apresentou alteracéo
no peso corporeo total (Tabela 6).

Discussao

Este estudo teve alcance a uma parcela significativa da populacdo
com diagndstico de neoplasias hematoldgicas do Estado de Santa Catarina.
Enguanto a estimativa para leucemias e LNH para o ano de 2012 para o
referido estado era de 590 casos [18] (0o que proporcionalmente
representaria 295 casos para seis meses), nossa pesquisa teve alcance a 37
individuos, representando 12,5% da estimativa para o estado. Apenas para a
cidade de Floriandpolis, a estimativa para todo o ano de 2012 era de 20
casos novos de leucemias e 20 de LNH [18].

Quanto a distribuicdo das células T, foi observado diferencas
significativas entre os pacientes com leucemias e linfomas, em que o
percentual de células Tc (CD8") entre o total de linfocitos (CD3") foi maior
entre os individuos com linfomas, assim como os percentuais de células
Thi e Th2 entre o total de linfocitos Th (CD4"). Ao mesmo tempo, porém
sem diferenca significativa, foi observada maior proporcdo de células T
CDA4+ entre os individuos com leucemias. Estes resultados sugerem que nas
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leucemias podem ser encontradas maiores proporcBes de outras
subpopulacdes de células T, como por exemplo, Thl7 e Treg, quando
comparados com individuos com diagndstico de linfomas. Entretanto, é
importante destacar que em ambas as neoplasias o percentual de células
Th1 foi superior a Th2, sendo igualmente distribuidas em ambos os grupos.
A resposta predominantemente Thl é indicativa de atividade antitumoral
[5], podendo ser considerado de bom prognéstico para estes pacientes.
Ersvaer et al [11] observaram, em pacientes noruegueses com LMA, uma
proporcdo de aproximadamente 10% de células Thl do total de células
CD4", resultados semelhantes ao apresentado neste estudo. Entretanto,
diferentemente o mesmo estudo encontrou percentual de células CD8" em
torno de 60% dentre as células CD3", enquanto neste estudo encontramos
um resultado préximo a 10% entre os pacientes com leucemias.

Pela razdo CD4'/CD8" foi possivel observar que os pacientes com
linfomas apresentam maior proporcéo de células Tc (CD8") em comparacio
aos pacientes leucémicos, o que pode ser explicado pela predominancia de
células Thl nestes individuos. Resultados semelhantes foram observados
entre individuos com LH cléssico, atendidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em que foi
encontrada menor proporcéo de células T CD4" e maior de células T CD8"
em comparacdo a individuos saudaveis [10]. Em individuos iranianos com
LNH ndo tratados, foi observada maior propor¢do de células CD8" em
comparagdo as células CD4", o que promoveu menor relagdo CD4*/CD8*
entre estes individuos. Este mesmo estudo observou que o percentual de
células T CD4" e a relagdo CD4/CD8" foi significativamente menor
(p<0,001) entre individuos saudaveis e aqueles com LNH [19].

Estatisticamente, ndo foi observada diferenca entre os pacientes com
leucemias e linfoma, em relacdo as concentracdes séricas de IL-1pB, porém
entre os pacientes com leucemias foram observados valores maiores para
esta citocina, em que o valor maximo encontrado entre esses foi duas vezes
maior do que 0 maximo encontrado entre os pacientes com linfomas. A IL-
1B € conhecida como importante citocina com atividade pro-inflamatdria,
estando relacionada com a gravidade em diversas doencas, entre elas
sindromes auto-infamatérias, artrite reumatdide e malaria. Sua producdo
excessiva promove resposta inflamatdria local e sistémica, estimula a
proliferacdo de células T e real¢a a diferenciacdo de células Th2 e Thl7
[20], além de estar associada com o0 aumento da carcinogénese, e
participacdo da atividade invasiva de células neoplasicas, por promover a
angiogénese [21]. Em pacientes com LMA na Espanha e nos Estados
Unidos, respectivamente, as concentracdes plasmaticas de IL-1B ndo
diferiram dos encontrados em individuos saudaveis [22; 23]. Entretanto,
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dois estudos realizados na Italia com pacientes com LMA, encontraram
evidéncias de que a IL-1B esta envolvida em varias fungdes de células
leucémicas, além de promover o crescimento destas, agindo como fator de
crescimento autocrito [24; 25].

Dentre os individuos deste estudo, 62,5% (n=10) apresentaram
valores séricos para albumina menores do que os valores de referéncia, ao
passo que para a CRP, 87,5% (n=14) apresentaram valores superiores, além
de terem mostrado grande variagcdo. Sabe-se que em resposta aguda a
infeccdo e/ou inflamacéo, estas proteinas sofrem alteragdo em suas sinteses,
quando a producdo hepética de CRP é aumentada em detrimento da
producdo de albumina [26]. Acredita-se que neste estudo a albumina possa
ter apresentado pequena redugdo por se tratar de individuos ainda no
momento inicial de diagnostico e previamente ao tratamento, sendo neste
caso, a CRP melhor marcador de resposta aguda. Em estudo na Turquia,
parcela significativa (27,7%) de individuos com leucemias agudas
apresentaram valores séricos de albumina reduzidos [27]. Ao mesmo tempo
que em Florianépolis/ SC, estudo realizado com individuos portadores de
leucemias agudas e linfomas em transplante de medula dssea (TMOQ) ndo
encontrou alteracdo nas concentragGes séricas de albumina, mostrando que
mesmo em fase de tratamento este parametro pode ndo ser bom marcador
da resposta aguda para estes individuos, ao mesmo tempo que a CRP
apresentou-se muito acima dos valores de referéncia (>90 mg/dL) [28].

Yildirim et al [29], na Turquia, encontraram maiores valores séricos
de CRP em individuos com LNH antes do tratamento em comparacao aos
mesmos individuos apds o tratamento, sugerindo que este parametro possa
ser usado como marcador tumoral e indicador da eficicia do tratamento
nesta populacdo. Semelhante a isso, Elshabrawy et al [30], encontraram
elevados valores séricos de CRP em individuos com LNH no Egito, assim
como correlacdo inversa com os valores de antigeno carcinoembrionario
(CEA), mostrando que a CRP pode ser utilizada como fator preditivo para a
presenca de LNH na auséncia de valores de CEA. No presente estudo
observa-se relacdo CRP/albumina muito acima dos valores aceitaveis,
sinalizando o estado inflamatérios nos individuos com neoplasias
hematoldgicas. Em estudo realizado em Recife, com pacientes com cancer
gastrico foi observado valores da relacdo CRP/albumina acima da
referéncia em 43% dos individuos avaliados [31]. Em pacientes sépticos
atendidos no Hospital das Clinicas de Sdo Paulo, valores de relacédo
CRP/albumina acima de 2 foi associado a menor sobrevivéncia [32].

No presente estudo, nenhum dos individuos estavam desnutridos
segundo o IMC em que 25% (n=4) estavam classificados como tendo
obesidade grau I. Sobre a taxa de massa magra segundo a CMB, a maioria
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encontrava-se proximo aos valores esperados para a populacdo da mesma
faixa etaria e sexo, sendo que apenas 28,5% (n=4) apresentaram valores
inferiores aos considerados normais, 0 que sugere que estes individuos
encontram-se em estado nutricional normal. Em estudo realizado na
Turquia, com individuos portadores de leucemias agudas e com diagnostico
recente, foi observado desnutricdo segundo o IMC em 18% dos individuos,
porém quando avaliado a circunferéncia do brago, observou-se que 92,6%
estavam dentro da normalidade [27].

Ndo obstante, os resultados encontrados na presente pesquisa,
evidenciou, ainda, que 43,75% (n=7) dos individuos apresentaram alteracéo
de peso no periodo que antecedeu o diagnostico, sinalizando situagéo de
risco nutricional. A perda de peso entre pacientes com LH e LNH foi
observado também por Letilovic et al [33] e evidenciaram perda de peso
médio de 10,15 kg (£6,39) em 11,69 meses (+10,69). Este mesmo estudo
comparou os valores de CRP e albumina entre todos os individuos e aqueles
que apresentavam caquexia, e observaram valores médios de CRP duas
vezes maior entre os pacientes com linfomas e em caquexia, a0 mesmo
tempo em que a albumina reduziu em 7%, confirmando a hip6tese de que a
CRP quando comparada a albumina, ¢ marcador mais sensivel para a
resposta de fase aguda.

Assim sendo, concluimos que os pacientes avaliados neste estudo
apresentavam  processo inflamatdrio  instaurado, com elevadas
concentracGes de CRP, e ao mesmo tempo, a predominancia das células
Thl, sugerindo que esta resposta seja favoravel ao individuo no combate a
neoplasia. Estudos longitudinais, que avaliem os marcadores inflamatérios
durante e apds o tratamento nestes tipos de neoplasias, sdo importantes para
observar se 0 padrao de resposta Thl se mantém nestas situacdes de doenca.
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Figura 3: Fluxograma representativo da selecdo de individuos para o

estudo

de neoplasia hematologica entre
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Tabela 4 — Caracterizacao dos individuos incluidos na pesquisa

Caracteristicas n=16
feminino 9 (56,3)
Sexo (n/%
(n/%) masculino 7 (43,7)
Idade (anos) (Mediana/ min; max) 47 (18,7; 79,6)

IMC (kg/ m?) (Mediana/ min; max)

Diagnastico (n/
%)

Comorbidades
(n/%)

LA
LNH
LH
LC
MM

ausente
presente

25,6 (21,1; 30,9)

9 (56,3)
3(18,8)
2 (12,5)
1(6,2)
1(6,2)

9 (56,3)
7(43,7)

IMC: Indice de Massa Coporal; LA:

leucemias agudas; LNH: linfoma néo-

Hodgkin; LH: linfoma de Hodgkin; LC: leucemias cronicas; MM: mieloma

maltiplo
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Tabela 5 — Relacdo dos diagnosticos e estadiamento clinico por
individuo incluso na pesquisa

Classificacao

n Diagnostico Estadiamento

1 LLA Alto risco Alto risco

2 LMA Baixo risco Baixo risco

3 LPA Baixo risco Baixo risco

4 MM ISS 111 Alto risco

5 LNH ECII Risco intermediario
6 LMA sem maturacdo Risco intermedidrio Risco intermediario
7 LH ECIIA Risco intermediario
8 LNH EC IV, Alto Risco

9 LMA Risco intermediario  Risco intermediario
10 LH ECIIA Risco intermediario
11 LMA2"3asSMD Alto risco Alto risco

12 LMA sem maturagdo Risco intermediario Risco intermedidrio
13 LMMC tipo Il Alto riscoy Alto risco

14 LMA2"3asSMD Alto risco Alto risco

15 LNH ECIIIB Alto risco

16 LMA sem maturagdo Risco intermediario Risco intermedidrio

a. Linfoma leucemizado, sem EC ou considerado EC 1V;
b. Sem EC. Considerado alto risco pela gravidade da doenca.

EC: estadio clinico; LLA: leucemia linfocitica aguda; LMA: leucemia mielocitica
aguda; LPA: leucemia prémielocitica aguda; MM: mieloma multiplo; LNH:
linfoma ndo-Hodgkin; LH: linfoma de Hodgkin; SMD: sindrome mielodisplasica;

LMMC: leucemia mielomonocitica crénica; ISS: International Staging System
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Tabela 6 - Parametros laboratoriais e antropométricos dos
individuos da pesquisa

Valores de
n=16 Mediana (min; max) Referéncia
Parametros laboratoriais*
Albumina (g/ dL) 3,2(1,9; 3,8) 34a50g/dL
CRP (mg/ L) 37,4 (3,2; 186) <5 mg/ L
Relagdo CRP/Albumina 13,6 (0,8; 77,5) -

Parametros de antropometria
Adequacdo CMB (%)** 99,5 (56,6; 117,6) -

Alteragdo de peso n (%)
Ganho de peso 3(18,8) -
Sem alteracédo 6 (37,5) -
Perda significativa 2 (12,5) -
Perda grave 5(31,2) -

CRP: proteina C reativa; CMB: circunferéncia muscular do brago
*n=15
**n=14
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Figura 4: Marcadores inflamatorios dos individuos incluidos na pesquisa

estratificado por tipo de neoplasia.
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(A) Percentual de células Tc (CD8") em relagio ao total de células CD3"; percentual de
células Thl e Th2 em relagéo ao total de células CD4". Teste estatistico: Mann Whitney.
(B) Razdo entre as o percentual de células T CD8* e T CD4". Teste estatistico: Mann
Whitney. (C) Concentragdo plasmatica de IL-1B. (D) Percentual de células CD4". (E)
Razéo entre o percentual de células Thl e Th2. Tc: Linfécito T citotdxico; Th: Linfocito

T auxiliar; IL: interleucina.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

a) Pacientes com neoplasias hematoldgicas apresentam
predominancia de células Thi;

b) Individuos com leucemias apresentam maiores concentracfes de
IL-1B quando comparado com individuos com linfomas;

¢) Os valores encontrados para as relagdes Th1/Th2 e CD4"/CD8"
sustenta a teoria do envolvimento do processo inflamatério na génese e
manutencao das neoplasias;

d) Os individuos com neoplasias hematoldgicas encontram-se em
potencial risco nutricional, e por isso devem ter seu estado nutricional
constantemente monitorado;

e) Este trabalho serve como suporte tedrico para sustentar o
desenvolvimento de novas pesquisas na investigacdo do perfil inflamatdrio
em individuos com neoplasias hematolégicas, assim como para o
planejamento de intervengdes nutricionais como adjuvantes ao tratamento.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), através do
professor em carater de dedicacdo exclusiva Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade e colaboradores estdo desenvolvendo, com a parceria
entre a Universidade Federal de Santa Catarina e o Hospital Universitario
Polydoro Ernani de Sdo Thiago uma pesquisa intitulada: AVALIACAO
DA PROPORCAO LINFOCITARIA E MARCADORES
INFLAMATORIOS EM INDIVIDUOS COM NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS EM TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE.

A pesquisa acontecera no Hospital Universitario Polydoro Ernani de
Sdo Thiago localizado no Campus Universitario, bairro Trindade no
municipio de Floriandpolis, estado de Santa Catarina. Serdo convidados a
participar individuos com diagndstico de neoplasias hematolégicas, que
estejam com indicagdo de iniciar tratamento quimioterapico na referida
instituicdo hospitalar. Participardo individuos de ambos os sexos com idade
igual ou superior a 16 anos, que ndo facam uso de nutri¢do enteral via sonsa
ou ostomia e ndo se encontrem em tratamento paliativo.

O objetivo do presente estudo é: Avaliar a proporcao linfocitaria,
marcadores inflamatérios e o perfil lipidico celular de individuos
oncolégicos antes e apds suplementacdo de 2 g/dia de 6leo de peixe. Para
avaliacdo dos sujeitos elegiveis serd necessario afericdo de: peso, estatura,
circunferéncia do brago e dobra cutanea tricipital; além de coleta de amostra
de sangue para avaliacdo bioquimica laboratorial e de informacdes sobre
seu consumo alimentar. Os pacientes serdo distribuidos em dois grupos (GS
e GNS), sendo que os pacientes do GS serdo orientados a ingerir
suplemento nutricional de dleo de peixe, na quantidade de 2,0 gramas por
dia, sendo 450mg de &cidos graxos poliinsaturados da familia omega-3
[360mg de 4&cido eicosapentaendico (EPA) e 240mg de A4cido
docosahexaendico (DHA)] durante nove semanas. Todas as avaliagOes
serdo realizadas no momento do aceite em participar da pesquisa e apos
nove semanas.

O estudo ndo prevé risco, uma vez que 0s procedimentos de
avaliacdo nutricional ndo sdo invasivos, a suplementacdo de acidos graxos
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Omega-3 de cadeia longa ndo apresenta risco e o exame laboratorial faz
parte da rotina do processo de avaliacdo da terapéutica.

O estudo ndo prevé custos aos sujeitos. Uma vez que o0s
procedimentos serdo realizados na propria instituigdo onde realizam
tratamento da enfermidade e as capsulas (para quem fizer uso) serdo
fornecidas pelo pesquisador.

Os individuos que aceitarem a participar da pesquisa tém liberdade
de desistir ou interromper a sua participa¢do na pesquisa no momento que
desejar, sem nenhum 6nus para 0 mesmo.

Os individuos serdo avaliados apenas por profissionais (médicos,
nutricionistas, enfermeiros) devidamente treinados e vinculados as
instituicGes parceiras. Havera contatos telefdnicos com os pacientes uma
vez por semana, a fim de acompanhar as variaveis do periodo.

Este estudo justifica-se, pois se acredita que estratégias terapéuticas
para atenuar a resposta inflamatéria aguda exacerbada sejam elas
medicamentosas ou nutricionais, devem ser exploradas na tentativa de
melhora da salde e qualidade de vida de pacientes com cancer.

Se vocé estiver de acordo em participar do estudo, garantimos que as
informagdes fornecidas serdo confidenciais e s6 serdo utilizadas neste
trabalho com a finalidade de gerar conhecimento em salde.

Se vocé tiver alguma davida em relagdo ao estudo ou ndo quiser
mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato com o pesquisador
responsavel: Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade pelo telefone: (48)
96156587 ou (48) 96028107 ou e-mail: erasmotrindade@ccs.ufsc.br.

Bl e
portador do RG: Fone para
(010101 L (0 N fui  esclarecido sobre a pesquisa:

AVALIACAO DA  PROPORCAO LINFOCITARIA E
MARCADORES INFLAMATORIOS EM INDIVIDUOS COM
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS EM TRATAMENTO
QUIMIOTERAPICO SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE e
concordo que estes dados sejam utilizados na realizacdo da mesma.

participante da pesquisa

Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade
pesquisador principal

Florianopolis, / /
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Apéndice B — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa —
Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataoforma
SANTA CATARINA - UFSC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Suplementacéo oral com éleo de peixe e seus efeitos sobre concentragéo de citocinas
e proporcéo de populacdes linfocitarias no sangue periférico de pacientes com
neoplasias hematolégicas malignas em tratamento quimioterapico

Pesquisador: Everson Araujo Nunes

Area Tematica: Area 9. A critério do CEP.

Versao: 2

CAAE: 03194212.2.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 120.066
Data da Relatoria: 08/10/2012

Apresentacao do Projeto:

Este € um estudo denominado pelos pesquisadores como de fase 1/2 e que pretende avaliar o uso de
suplementacé&o nutricional de dleo de peixe na dieta de pacientes com doencas hematolégicas malignas
atendidos no Hospital universitario/lUFSC sua contribuicdo para a melhora do processo de adoecimento.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar status inflamatério nutricional através de citocinas plasmaticas (IL-2, I1-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e
TNF-alfa) e variacdo nas populacdes de linfécitos Th1, Th2, Th 17, Treg e T FoxP3+IL-17A+ de individuos
adultos com neoplasias hematolégicas em tratamento quimioterapico antes e apés suplementacéo ou néo
com dleo de peixe.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Para os pesquisadores Nao existem riscos conhecidos do protocolo proposto. Estudos anteriores
envolvendo integrantes do grupo de pesquisa ja efetuaram protocolo similar onde existiam. Contudo, néo se
pode retirar a hipétese do dleo causar algum tipo de desconforto (ex: nausea), visto que os individuos
estardo em quimioterapia e terdo que ingerir capsulas.

Os potenciais beneficios estdo nas possiveis acdes imunomodulatérias dos acidos graxos existentes no 6leo
de

peixe. Estas acdes podem fazer com que o estado nutricional seja menos afetado pelo tratamento

G Campus Uni itario Reitor Jodo David Ferreira Lima
Bairro: Trindade CEP: 88.040-900
UF: sC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-9206 Fax: (48)3721-9696 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %mﬂ

quimioterapico, o que pode diretamente melhorar o curso das diversas abordagens

contra a doenca

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

E uma pesquisa bem estruturada, com descrigdo detalhada dos procedimentos para coleta de dados em
todos os aspectos do projeto. Apresenta uma relevéncia cientifica inegavel por tentar melhorar a qualidade
de vida dos pacientes com doenca hematologica maligna do ponto de vista nutricional e de desenvolvimento
de competéncia do organismo para melhora do adoecimento

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Os pesquisadores apresentaram toda a documentacédoc de acordo com o solicitado, incluindo a reviséo da
linguagem utilizada no TCLE, tornando-a mais apropriadamente para o entendimento de pessoas néo
vinculadas a area da salde.

Recomendacgdes:

sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Sim

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e sé tem o seu inicio autorizado apés a
aprovacao pela mesma.

FLORIANOPOLIS, 10 de Qutubro de 2012

Assinador por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)

Enderego: Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima

Bairro: Trindade CEP: 88.040-900

UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone: (48)3721-9206 Fax: (48)3721-9696 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br



Apéndice C — Formulario para Coleta de Dados

| - IDENTIFICACAO
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N° prontuario HU NCidentificacdo na pesquisa:
Suplementagdo: Sim __ Nédo____
Nome:
Sexo: | Data de nascimento: | Cor da pele:
Telefones:
E-mail:

Procedéncia/Endereco

Diagnéstico/Localizacéo:

Estadiamento:

Comorbidades/ Doengas prévias:

Protocolo QT:

Outros farmacos utilizados:
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Il - AVALIACAO SUBJETIVA (T0):
De 0 a 10 como se sente em relacéo a:

( ) Disfagia/Odinofagia

( )

apetite/anorexia

Perda

( ) Edema

( ) Boca seca () Aumento apetite ( ) Distensdo
abdominal

() Dific. mastigagdo () Nauseas () Dor abdominal

(' ) Mucosite () Vémito () Diarréia

() Pirose (queimacao) () Alteracdo paladar () Constipacdo

) () ()

Capacidade funcional fisica (+ de duas semanas):

[ () Normal

[ () Abaixo do normal

| () Acamado

11l - AVALIACAO ANTROPOMETRICA (T0):

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

P. Usual: | %PP: | Tempo PP:
Classificagdo Perda de Peso:

CB: CB%: Classificagdo CB%:

DCT: DCT%: Classificagdo DCT%:
CMB: CMB%: Classificagdo CMB:




IV — AVALIACAO SUBJETIVA (T1):
De 0 a 10 como se sente em relacéo a:
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( ) Disfagia/Odinofagia | ( )  Perda | ( ) Edema
apetite/anorexia

( ) Boca seca () Aumento apetite ( ) Distensdo

abdominal

() Dific. mastigacdo () Néuseas (' ) Dor abdominal

() Mucosite () Vomito () Diarréia

() Pirose (queimacao) () Alteracdo paladar () Constipacédo

@) () ()

Capacidade funcional fisica (+ de duas semanas):

[ () Normal | () Abaixo donormal | ( ) Acamado
V — AVALIACAO ANTROPOMETRICA (T1):
Altura: | P. Atual: | IMC:
Classificagdo IMC:
P. Usual: | %PP: | Tempo PP:
Classificagdo Perda de Peso:
CB: CB%: Classificagdo CB%:
DCT: DCT%: Classificagdo DCT%:
CMB: CMB%: Classificagdo CMB:
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Apéndice D — Nota de Imprensa

Pacientes com neoplasias hematoldgicas apresentam processo
inflamatorio mediado pelas células Thl

Estudo desenvolvido no Programa de Pds-Graduacdo em Nutri¢do da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) pela mestranda Dayanne
da Silva Borges, sob a orientacdo do Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade, financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), assim como pelo Programa de Pos-
Graduacao em Nutricdo/UFSC e pelo Programa de Bolsas Demanda Social
/ Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
mostrou que ha maior proporcao de células Thl em relagdo as células Th2
em individuos com neoplasias hematoldgicas. Adicionalmente, encontrou-
se uma menor relagdo CD4'/CD8" entre os individuos com linfomas,
mostrando uma maior proporgdo de células T CD8" nesta populagio. Ainda
foi observado que os valores de proteina C reativa apresentaram-se
elevados, enquanto que para a albumina houve uma discreta redugéo.

O estudo foi realizado entre o periodo de Novembro/12 a Abril/13,
com pacientes com diagnostico de leucemias e linfomas, atendidos no
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-
UFSC). Participaram da pesquisa 16 individuos, de ambos 0s sexos, com
idade mediana de 47 anos. A realizacdo da pesquisa contou com o apoio da
equipe multidisciplinar do setor de Oncohematologia do HU-UFSC, além
do Laboratério de Investigagdo de Doengas Croénicas (LIDoC) do
Departamento de Fisiologia da UFSC, Laboratdrio Multiusuario de Estudos
em Biologia (LAMEB)-I/ do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
UFSC, e Laboratério de Hematologia do Setor de Analises Clinicas do
HU-UFSC.

Conforme descrito na literatura cientifica, as neoplasias
hematol6gicas sdo aquelas originarias de células da linhagem
hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mieloma e linfomas).
Nas leucemias agudas ocorre alteracdo maligna na fase inicial do precursor
hematopoiético, com manutencdo da proliferacdo, porém com interrupcao
no processo de diferenciacdo, resultando em um acumulo das células
mieldides ou linfoides imaturas, que irdo substituir a medula 6ssea normal,
levando a reducdo na producdo de hemacias, leucocitos e plaquetas.
Quando o desenvolvimento neoplasico ocorre em  precursores
hematopoiéticos maduros, da-se o nome de leucemias crdnicas. Os linfomas
malignos surgem a partir de proliferacbes clonais descontroladas dos
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linfocitos T e B, constituindo um grupo altamente diversificado de
neoplasias. Outra doenca neoplasica hematoldgica, caracterizada pelo
acumulo de células B maduras na medula Ossea e superproducdo de
imunoglobulinas anormais, é conhecida como mieloma mdltiplo. O
desenvolvimento destas neoplasias desencadeia o processo inflamatorio,
que por sua vez, tem acles divergentes sobre o processo neoplasico.
Enquanto uma populagdo de células T pode apresentar atividade
antitumoral, outra populagdo pode influenciar positivamente a atividade
pro-tumoral.

A predominancia das células Th1l observado nestes pacientes sugere
uma resposta inflamatoria favoravel ao individuo no combate & neoplasia.



