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RESUMO

O cancer é uma entidade patolégica que na sociedade atual se encontra entre as
principais causas de morte no mundo segundo estimativas da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) € um tipo de cancer
que afeta glébulos brancos presentes na medula 0ssea. Sabe-se que uma das
principais causas de morte em pacientes com LMA, se da por infec¢do. Nos ultimos
anos, houve um relativo avanco no tratamento para os pacientes com leucemias,
porém o tratamento é agressivo e tem como caracteristica a eliminacdo de células
importantes para defesa imune dos pacientes, como a célula denominada
neutroéfilo. Os neutroéfilos sdo os leucdcitos mais abundantes no sangue circulante
e atuam como uma primeira linha de defesaimunolégica. Como parte da
imunidade inata os neutrofilos protegem o hospedeiro através da fagocitose,
liberacdo de moléculas citotoxicas, ativagdo do mestabolismo oxidativo entre
outros mecanismos de defesa. Logo este estudo avaliou alteracées quantitativas e
qualitativas dos neutrofilos em pacientes com LMA apds o tratamento com
guimioterapicos. Foram avaliadas amostras de sangue periféricode 8 pacientes,
atendidos no Hospital Ophir Loyola, com LMA ap6s quimioterapia no periodo de
pos primeira inducdo e comparados com 8 controles saudaveis sendo estes
funcionarios e alunos voluntarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UFPA que concordaram em participar do estudo. O numero de neutrdéfilos
circulantes foi avaliado por meio do leucograma. A funcao fagocitica dos neutrofilos
foi avaliada por meio da fagocitose de particulas de zymosan sensibilizadas e o
metabolismo oxidativo por meio do teste de reducao do tetrazélio nitro azul (NBT).
Os protocolos de quimioterapia utilizados pelos pacientes foram: D3A7 (6/8) que é
0 esquema de 3 dias de Daunorrubicina + 7 dias de Citarabina (Ara-c) e o Protocolo
M3A7(2/8) que é um esquema de 3 dias de Mitoxantrona + 7 dias de Citarabinas
(Ara-c). Em relacdo a andlise do numero absoluto de neutréfilos, dos oito
pacientes, 5 apresentaram neutropenia leve e os outros 3 estavam com taxa de
neutréfilos dentro dos valores de referéncia. A funcdo fagocitica nos grupos
controle e LMA obteve média de indice Fagocitico de 3.99 e 2.31, respectivamente.
Quanto a ativagdo do metabolismo oxidativo o valor do grupo controle e LMA foi
de 5% e 2%, respectivamente. Os resultados podem indicar alguns
quimioterapicos como as antraciclinas estejam influenciando a funcdo dos
neutroéfilos apds tratamento para LMA, pois apresentaram efeitos nos neutrofilos,
in vitro, diminuindo a capacidade de fagocitose frente a uma particula estranha e
diminuindo a producgéo de EROS.

Palavras- Chave: Leucemia Mielbide Aguda, quimioterapicos, neutrofilos



ABSTRACT

Cancer is a pathological entity that in today's society is among the leading causes
of death in the world according to estimates by the World Health Organization
(WHO). Acute Myeloid Leukemia (AML) is a type of cancer that affects white blood
cells present in the bone marrow. It is known that one of the main causes of death
in patients with AML is due to infection. In recent years, there has been a relative
advance in the treatment of patients with leukemia, but the treatment is aggressive
and is characterized by the elimination of important cells for the immune defense
of patients, such as the cell called neutrophil. Neutrophils are the most abundant
leukocytes in circulating blood and act as a first line of immune defense. As part of
innate immunity, neutrophils protect the host through phagocytosis, release of
cytotoxic molecules, activation of oxidative metabolism, among other defense
mechanisms. Therefore, this study evaluated quantitative and qualitative changes
in neutrophils in patients with AML after treatment with chemotherapy. Peripheral
blood samples from 8 patients treated at Hospital Ophir Loyola, with AML after
chemotherapy in the post-first induction period were evaluated and compared with
8 healthy controls, these employees and volunteer students from the Faculty of
Pharmaceutical Sciences of UFPA who agreed to participate in the study. study.
The number of circulating neutrophils was evaluated by means of the leukogram.
The phagocytic function of neutrophils was evaluated through phagocytosis of
sensitized zymosan particles and oxidative metabolism through the nitro blue
tetrazolium (NBT) reduction test. The chemotherapy protocols used by the patients
were: D3A7 (6/8) which is a 3-day regimen of Daunorubicin + 7 days of Cytarabine
(Ara-c) and Protocol M3A7(2/8) which is a 3-day regimen of Mitoxantrone + 7 days
of Cytarabines (Ara-c). Regarding the analysis of the absolute number of
neutrophils, of the eight patients, 5 had mild neutropenia and the other 3 had a
neutrophil rate within the reference values. The phagocytic function in the control
and AML groups had a mean Phagocytic Index of 3.99 and 2.31, respectively. As
for the activation of oxidative metabolism, the value of the control and AML groups
was 5% and 2%, respectively. The results may indicate that some
chemotherapeutic agents such as anthracyclines are influencing the function of
neutrophils after treatment for AML, as they had effects on neutrophils in vitro,
decreasing the ability to phagocytose a foreign particle and decreasing the
production of ROS.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, chemotherapy, neutrophils
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1 INTRODUCAO

O cancer é um termo genérico de uma entidade patolégica que pode afetar
qualquer parte do corpo. Na sociedade atual é considerado como uma doenca
cronica nao transmissivel que se encontra entre as principais causas de morte
no mundo segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS 2019).

A Leucemia Mieléide Aguda (LMA) é um tipo de cancer que ira afetar as
células presentes na medula 6éssea. Sendo a medula éssea um tecido gelatinoso
que ocupa o interior dos o0ssos longos e/ou chatos, la sdo produzidos os
componentes celulares. O termo LMA refere-se a um grupo de doencas
hematolégicas malignas de curso clinico progressivo e rapido que possuem
formas genéticas heterogéneas e sdo caracterizadas pela proliferacdo clonal
desregulada de células imaturas que perderam a capacidadede se diferenciar
normalmente (HAY MA 2016; ESTEY EH 2018; CAMPREGHER PV2016). A
faléncia da medula 6ssea e a presenca de células imaturas infiltradas em outros
orgaos leva o paciente a apresentar sinais e sintomas que podem leva-lo a 6ébito
em poucos meses quando ndo tratados, devido a rapida progresséo da doenca.

Em relagdo a epidemioogia das leucemias, de acordo com as estimativas
do Instituto Nacional do Cancer (INCA 2020), o numero de casos novos de
Leucemia no Brasil no ano 2020 era de 5.920 novos casos em homens, sendo a
quinta mais frequente na Regidao Norte (4,45/100 mil) em comparagéo a outros
tipos de céncer, e 4.890 novos casos em mulheres, sendo a sexta mais frequente
na regiao Norte (3,55/100 mil). Contudo esses dados podem ter sofrido

alteracdes, com sub notificagOes devido a pandemia.

O tratamento para LMA consiste em uma quimioterapia inicial de
inducdo, sendo inducédo a primeira fase do tratamento, que tem como objetivo
eliminar do sangue as células de leucemia (blastos) e reduzir seu nimero na
medula éssea. Nos ultimos anos, houve um relativo avango no tratamento para
0S pacientes com leucemias, porém o tratamento ainda é agressivo e elimina

células importantes para defesa imune inata dos pacientes, como as células

18



denominadas neutréfilos (NUCCI, 2019; HAY, 2016).

Os neutrdfilos sdo os mais numerosos dentre os granuldcitos presentes
no sangue periférico e sdo gerados diariamente na medula 6éssea sendo bem
reconhecidos como um dos principais atores que combatem a infeccdo aguda
(KOLACZKOWSKA E KUBES, 2013). Eles sao normalmente os primeiros
leucécitos a serem recrutados para um local inflamatério e sdo capazes de
eliminar patégenos pormdultiplos mecanismos, como fagocitose e producao de

espécies reativas de oxigénio.

Sabe-se que uma das principais causas de morte em pacientes com LMA,
durante o processo e ap0s a remissdo da doenca, se da por infeccoes
oportunistas (CIFTCILER, 2019). Logo se faz necessério avaliar ndo apenas a
quantidade como a funcdo dos neutréfilos apds o tratamento com agentes
citotoxicos. O conhecimento minucioso dessas alteracdes podera auxiliar o
profissional da saude para um melhor direcionamento quanto a terapéutica do

paciente bem como proporcionar mais pesquisas nessa area.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1.LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA: aspectos gerais

O termo LMA refere-se a um grupo de doencas hematologicas malignas
de curso clinico progressivo e rapido que possuem formas genéticas
heterogéneas e sédo caracterizadas pela proliferacdo clonal desregulada de
células imaturas que perderam a capacidade de se diferenciar normalmente
(HAY MA, 2016; ESTEY EH, 2018; CAMPREGHER PV, 2016). Essas células
além de perderem sua funcionalidade, acumulam-se na medula Ossea
resultando na producéo insuficiente de células sanguineas normais (NUNES AL,
2016; RANGEL FAL, 2016).

Epidemioligicamente a LMA é mais frequente em adultos com idade
média de diagnéstico entre 40 e 63 anos ( cerca de 80% do casos) sendo
ligeiramente mais acometida em homens. As taxas de morte anual no Brasil séo
de 2,8 a cadalO00 mil habitantes por ano e 26% da populagcdo possui uma

sobrevida de 5 anos apds o diagndstico da doenca. (INCA, 2019).

Com relacédo a etilogia a LMA pode se desenvolver de forma primaria ou
secundaria a outros distarbios proliferativos como : as neoplasias
mieloproliferativas (NMP) em que ha um aumento de uma ou mais linhagens
sanguineas e Sindromes Mielodisplasicas (SMD) caracterizada pela
hematopoese ineficaz. (RANGEL FAL, 2016). Outros fatores que se destacam
para etiologia desta neoplasia é a exposi¢do a radiacdo ionizante e exposi¢ao
ao benzeno encontrado na fumaca do cigarro (OLIVEIRA JP 2017). Essas
exposicdes podem causar, por exemplo, alteragbes nos cromossomos 5 e 7 e

translocagdes nos cromossomos 8 e 21 ( OLIVEIRA JP 2017)

Para o diagnostico sdo utilizados critérios  morfoldgicos,
imunofenotipicos e moleculares. (OMS, 2016; NUNES AL, 2016). A investigacao
para o diagndstico é precedida de uma suspeita clinica associada a alteracdes
no hemograma do paciente sendo este uma ferramenta essencial tanto para o

diagnostico quanto no seguimento da doenca (NUNES AL 2016). As células
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apresentam alguns marcadores mieldides, incluindo bastdes de Auer (granulos
aberrantes), alteracdo citoquimica (negro de Sudan, mieloperoxidase ou
esterase ndo especifica) e antigenos de superficie especificos ( MS 2014). E
necessario a identificacdo de 220% de blastos mieldides leucémicos na medula
0ssea ou no sangue periférico, ou, < 20% de blastos mieldides quando ha
presenca de anormalidade cito genéticas especificas para LMA (OMS, 2016;
ESTEY, 2018).

Com relacao a sintomatologia fadiga, perda de peso, febre e palidez sao
queixas comuns. Também podem ser observados petéquias, hematomas e
sangramentos decorrentes da trombocitopenia (NUNES 2016; ESTEY 2018).
Estas manifesta¢gfes clinicas ocorrem devido ao acumulo de células mielbides
malignas e pouco diferenciadas na medula 6ssea, no sangue periférico e em
outros 6rgdos mais vascularizados. As células leucémicas estdo presentes na
corrente sanguinea e sao assim carregadas a todos os 6rgaos e tecidos, mas ha
certa predilecdo das células de se aninharem em tecidos ricamente
vascularizados e naqueles que ja tiveram, no periodo embrionéario ou fetal, a
funcdo hemoformadora como figado e baco. Dai a hepato e a esplenomegalia
frequentemente observadas (LORENZI, 2006).

A classificacao das leucemias passou por diversas mudancas ao longo
da histdria sendo que hoje a mais utilizada é a Classificacdo da OMS, que dividiu
a LMA em categorias (Quadro 1) de acordo com a combinacéo de alteracfes de
morfologia, imunofendtipo, aspectos genético-moleculares e sindromes clinicas
(OLIVEIRA, 2017).
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LMA: com anormalidades genéticas recorrentes

LMA: com t (8; 21) (q22; q22); RUNX1-RUNX1T1

LMA: com inv (16) (p13.1922) ou t (16; 16) (p13.1; g22); CBFB-MYH11
Leucemia promielocitica aguda: com t (15; 17) (q22; q12); PML-RARE
LMA: com t (9; 11) (p22; q23); MLLT3-MLL

LMA: com t (6; 9) (p23; q34); DEK-NUP214

LMA: com inv (3) (g21926.2) ou t (3; 3) (g21; g26.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica): com (t (1; 22) (p13; q13); RBM15-MKL1
LMA: com muta¢gbes NPM1

LMA: com muta¢cdes CEBPA

LMA relacionada a altera¢des mielodisplésicas

Relacionado ao tratamento de neoplasias mieldides

Leucemia mieloide aguda, ndo especificada

Quadro 1 — Classificagdo da Organiza¢do Mundial da Saude, 2008,
para asLeucemias Mieldides Agudas(LMA)

Fonte: Adaptada de OMS (2016)
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2.1.1. Patogénese da leucemia mieloide aguda

A LMA é uma doenca que esta associada a alteracbes genéticas,
cromossomicas (translocacdes, inversdes e delecbes de cromossomos),
mutacBes somaticas, mudancas na expressao génica e na regulacéo epigenética
(SANDERS 2013). Acredita-se que a patogénese esteja associada ao acumulo
dessas modificacbes génicas que conferem ao clone das células-tronco
leucémicas capacidade proliferativa e perda da funcdo de resposta a sinais de
diferenciacéo e morte celular (OLIVEIRA 2016).

Estudo feito por alguns autores levaram ao desenvolvimento de um
modelo de leucemogénese que oferece uma estrutura conceitual para classificar
as varias mutagdes associadas a LMA. De acordo com esse modelo a LMA esté
atreladaa pelo menos dois tipos de mutagcfes: mutacdes de classe | em que ha
ativacdo de vias que conferem ao clone caracteristicas de proliferacdo ou de
sobrevivéncia e mutacdes de classe Il que afetam os processos de diferenciacao
celular e apoptose.Recentemente um terceiro grupo de muta¢des que ndo se
enquadram nessas categorias foi identificado que incluem genes envolvidos na
epigenégica molecular (Figura 1). (GILLILAND; GRIFFIN, 2002; HAY 2016).

Promovem modificagdes epigendticas
DNMT3ALFA

TET2

IDH1

IDH2

ASXI1

wrT1

Alteragaona diferenciagio
celular e subsequente apoptose
PML-RAR

RUMXL-RUMXITL

CBG BETA-MYH11

MLL

CEBPALFA

LMA

Figura 1: Figura 1 Modelo de mutacdo associado ao aparecimento
de LMA.MutacBes de Classe I: conferem ao clone vantagens
proliferativasou de sobrevivéncia e mutacdes de Classe Il que
alteram oprocesso de diferenciacdo celular e apoptose.

Fonte: HAY (2016)
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Mutacdes que afetam os genes FLT3, KIT e os genes RAS sao consideradas
mutacdes de classe |, enquanto que alteracbes cromossémicas como t(8;21), inv
(16) e t(15;17) que geram rearranjos génicos CBFB/MYH11l e PML/RARA,
juntamente com as mutacdes nos genes RUNX1, CEBPA e MLL sé&o consideradas
integrantes da classe Il. De acordo com esse modelo o acumulo de mutacdes de
classe | e Il culminaria no desenvolvimento de progenitores hematopoéticos
transformados capazes de propagar o fenétipo leucémico (GILLILAND; GRIFFIN,
2002).

2.1.2. Tratamento Leucemia Mieléide Aguda

Os pacientes elegiveis primeiro sdo submetidos a terapia de inducdo para
atingir a Remissdo Completa (RC), sendo RC o termo utilizado em Medicina para
designar a fase da doenca em que ndo ha sinais de atividade dela, mas néo é
possivel concluir como cura . Uma resposta favoravel a terapia de inducao deve ser
seguida por terapia de consolidacao a fim de erradicar qualquer doenca residual

minima e alcancar uma remissao duradoura (NUCCI 2019; HAY 2016).

Nos dias atuais o tratamento considerado padréo para atingir a remissao da
LMA consiste na associagéo de uma Antraciclina nos dias 1-3 e 7 dias de citarabinas
(Ara-C), o chamado regime “3 + 7”. As antraciclinas como a daunorrubicina,
epirrubicina, mitoxantrona, idarrubicina e doxorrubicina sdo os quimioterapicos mais
usados na terapéutica farmacolégica. Apos a obtencdo da remissédo da doenca a
administracdo de dois a quatro cursos de consolidacdo com doses mais altas de
citarabina tem sido a op¢cdo mais comum para 0s pacientes mais jovens. (NUCCI
2019).

O objetivo do tratamento da LMA é atingir a RC, ou seja, a medula 6ssea
com menos de 5% de mieloblastos e no sangue periférico neutréfilos acima de
1.000/mma3 e plaquetas acima de 100.000/mm3 (MS 2014).

2.1.2.1 Daunorrubicina

Daunorrubicina € um farmaco da classe das antraciclinas que representam

uma importante classe de agentes antineoplasicos. Os compostos antineoplasicos
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afetam o crescimento celular e a funcionalidade das células em divisdo ativa.
Evidéncias sugerem que as antraciclinas apresentam trés mecanismos de agéo. Um
seria pela formacdo de ligagbes com os grupos fosfolipideos (carregados
negativamente) da membrana celular, alterando sua fluidez, assim como o
transporte de ions. Também promoveriam a formacao do radical livre do oxigénio e
da semiquinona através de um processo redutor enzimatico. Um outro modo de
acao seria a formacgao de ligagdes interfilamentares com o DNA, o que leva ao
bloqueio da sintese do DNA e RNA e diminuicdo da atividade da topoisomerase II,
promovendo a ruptura dos filamentos da macromolécula (DNA) logo a
antraciclicinas nibe a sintese do DNA e do &cido ribonucleico DNA-dependente.
Essa inibicdo ocorre pela formagcdo de um complexo com o DNA com uma
intercalacdo entre os pares de base impedindo que a hélice se enrole ( GRANCH,
1988; ENACHE, 2016).

Figura 2: Daunorrubicina

2.1.2.2 Mitoxantrona

26

A mitoxantrona (1,4-dihidroxi-5,8-bis[2-(2-hidroxietilamino)etilamino]antraceno-

9,10-diona) é um farmaco anticancerigeno sintético utilizado clinicamente no

tratamento de diversos tipos de cancer como: cancer de mama, leucemia aguda,

linfoma e cancer de prostata e, mais recentemente, nas formas ativas de esclerose

multipla sendo um inibidor da enzima topoisomerase tipo Il, interrompe a sintese

e

reparo do DNA em células sas e cancerosas. Mitoxantrona € um agente DNA-reativo.

Apresenta efeito citocida sobre células humanas cultivadas, proliferantes ou néo,
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que sugere uma atividade contra neoplasias de rapida proliferacdo e lento
crescimento. ( HEO SK , 2020)

H
N
OH 0 HN~ 7 "oy

OH 0 HN\/\ /\/OH
N
H

Figura 3: Mitoxantrona

2.1.2.2. Citarabina

A citarabina (1-B-D-arabinofuranosilcitosina, citosina arabinosideo, Ara-C),
figura 4, tem sido usada como terapia convencional para LMA ha mais de 40 anos e
representa um protétipo da classe de anélogos de nucleosideos de agentes
antineoplasicos e continua sendo uma das drogas mais eficazes utilizadas no
tratamento da leucemia aguda, bem como de outras neoplasias hematopoiéticas. Ela
retarda a sintese de DNA na fase S do ciclo celular, e sua agéo esta relacionada
principalmente a fragmentacdo do DNA e terminagdo da cadeia . Geralmente é
prescrita sozinho ou em combinac&o com outros medicamentos. A terapia de inducéo
consistindo de Ara-C em combinagdo com antraciclinas leva a respostas em

aproximadamente 60% dos pacientes adultos com LMA. (HEO SK , 2020)
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Figura 4: Citarabina
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E esperado que o tratamento com citotoxicos ird ocasionar no paciente um

periodo de pancitopenia grave durante 3 a 4 semanas, ou seja, diminuicdo completa

das células do sangue, inclusive neutrofilos necessitando de tratamento de suportes

e por vezes internagdo em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) (MS 2014).

2.2. NEUTROFILOS

2.2.1. Aspectos gerais

Os neutrofilos sdo um tipo de leucdcito polimorfonuclear, produzidos e
armazenados na medula 6ssea. Sdo bem reconhecidos como um dos principais
atores durante a inflamacdo aguda (KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013). Eles sé&o
normalmente os primeiros leucécitos a serem recrutados para um local inflamatorio
esao capazes de eliminar patdbgenos por multiplos mecanismos. (PEDROSA, 2013).
Na medula Ossea a producdo de neutrofilos ocorre a partir de células
hematopoiéticas pluripotentes sob estimulos de numerosos mediadores, em
especial os hG-CFS e de colonias de granulocitos e mondcitos (GM-CFS)
(PEDROSA, 2013).

Nos humanos os neutrdéfilos representam 50-70% de todos os leucdcitos
circulantes. O valor de referéncia de neutrofilo segmentado circulante no sangue
variaentre 1600 a 8000 células por mms3. Pacientes apresentando neutrofilos com
valor <1500 caracterizam neutropenia. Existem trés classificacdes de severidade de

neutropenia baseado na contagem absoluta de neutrofilos (Quadro 2): Leve,



Moderada e Severa. (PEREIRA,2018).

Severidade da Neutropenia Contagem Absoluta de neutréfilos
Leve 1.000 a 1500 células por mm?3
Moderada 500 a 1000 células por mm?3

Grave < 500 células por mm?3

Quadro 2- Classificagdo da gravidade da Neutropenia de acordo com os valores absolutos dos
neutrofilos circulantes Fonte: Adaptado de Pereira (2018)

Em circulagdo os neutréfilos maduros tém um ndcleo segmentado e
aproximadamente 7-10 m de didmetro com um citoplasma enriquecido com
granulos e vesiculas secretoras (BORREGAARD, 2010). Os neutréfilos possuem
uma meia- vida que pode variar entre 6 a 12 horas na circulagéo. No entanto, esse

tempo de estender a vida dessas células ha alguns dias (ALMEIDA et al. 2012).

Durante a inflamag¢é@o a cascata inicial de recrutamento de neutréfilos é
acionada por alterac6es na superficie das células endoteliais como resultados de
mediadores inflamatoérios (citocinas, leucotrienos e histamina) liberados por
leucdcitosresidentes no tecido que se encontram patégenos (LIEW e KUBES, 2019).
Além disso as células endoteliais também podem ser ativadas diretamente por meio
de reconhecimento de padrdes receptores (PRR) que detectam patégenos. Quando
estas células chegam ao local da inflamacao ocorrem interacdes transitérias entre
selectinas e células do endotélio que resultam em ligacdo e rolamento de
neutroéfilos, que sdo os primeiros passos da cascata de recrutamento de leucécitos.
Uma vez ativados ocorre 0 aumento da expressao de selectinas sendo elas: E-
Selectina e P- Selectina expressas no endotélio e Ligante-1 da glicoproteina P-
selectina (PSGL-1) eL-Selectina (CD62L) expressas pelos neutrdéfilos (PHILLIPSON
e KUBES, 2011).

Essas Ultimas duas moléculas de adesdo maximizam o recrutamento de
neutrofilos por meio de funcbes sobrepostas. Tanto a P-selectina quanto a E-
selectina se ligam aos seus ligantes glicosilados como o ligante-1 da glicoproteina
da P-selectina (PSGL-1) que leva a captura (isto é, amarracdo) de neutroéfilos para

células endoteliais e permite que os neutréfilos comecem a rolar na direcdo do fluxo
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sanguineo na superficie do endotélio (PHILLIPSON e KUBES, 2011).

Esta etapa permite que os neutréfilos sejam capturados por células do
endotélio préximas da area inflamada. Os receptores acoplados a proteina G nos
neutrofilos rolantes ligam as quimiocinas sequestradas no endotélio, gerando sinais
"de dentro para fora" que induzem mudancas conformacionais em integrinas 32
expressas por neutrofilos que aumentam sua avidez e afinidade, resultando em
detencdo de neutrdfilos e rastreamento intravascular subsequente ao local de
transmigracéo (PHILIPSON, 2006; PHILLIPSON e KUBES, 2011).

Neutrofilos em rotacdo aumentam sua chance de encontrar endotélio com
muitas quimiocinas (quimioatraentes) que sdo moléculas carregadas positivamente
imobilizadas em células endoteliais através da ligacdo a sulfatos de heparano
carregados negativamente (PHILLIPSON e KUBES, 2011). Os sulfatos de heparana
fazem parte do glicocéalice que cobre as células endoteliais e servem como ancoras
para quimiocinas para evitar forcas de cisalhamento no sangue evitando que sejam
levados. Podemos observar na Figura 2 a cascata de recrutamento dos neutroéfilos

para o local de inflamacéo.
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Figura 5:A cascata classica de recrutamento de neutréfilos. As etapas sequenciais de recrutamento de
neutroéfilos da vasculatura para o tecido sdo descritas. As principais moléculas de adesao empregadas
para o recrutamento de neutréfilos sao ilustradas

2.2.2. Fagocitose

Os neutrdfilos podem eliminar patégenos por varios meios, tanto intra quanto
extracelularmente, esse processo é denominado de fagocitose. A fagocitose é um
mecanismo de defesa essencial da resposta imune inata. O processo se inicia a
partirdo contato da célula fagocitaria com o agente invasor e € acompanhado de
sinais queativam processos celulares tais como rearranjo do citoesqueleto, ativagao
de mecanismos microbicidas, producdo de citocinas pré e anti-inflamatorias,
ativacdo de apoptose celular e mecanismos de apresentacdo de antigenos para
as células dosistema imune adaptativo (UNDERHILL; OZINSKY, 2002; OLIVEIRA,
2012).



No processo de reconhecimento das particulas e sinaliza¢des intracelulares
pode-se dizer que o processo de fagocitose ocorre através do reconhecimento e
internalizacdo do patogeno, sinalizacéo intracelular e acoplamento da atividade
fagocitaria a resposta inflamatéria local e sistémica (UNDERHILL; OZINSKY, 2002;
OLIVEIRA, 2012). O agente invasor pode ser reconhecido tanto através da sua
ligacdodireta aos receptores, quanto através da ligacdo de opsoninas em sua
superficie aos receptores localizados na membrana das células fagocitarias. Na
fagocitose intracelular, as sinalizacbes da presenca de particulas sinalizadoras
induzem a polimerizacdo de moléculas de actina e a membrana citoplasmatica
estende-se por toda a particula invasora, levando-a ao centro da célula. O
fagossoma transforma-se em fagolisossoma, resultando na liberacdo do contetdo
enzimatico de granulosprimarios e secundarios que séo ricos de hidrolases &cidas,
enzimas microbicidas, mieloperoxidase (MPO), lisosima, proteinases neutras
(elastase, catepsina G e proteinase 3 - PR3), levando o patdgeno a ser morto e
digerido (ADEREM, 2003; PEDROZA, 2013; KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013)
(Figura 3).
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Figura 6:Mecanismos de morte celular
eliminacdo de patdgenos realizados
desgranulacao.

por neutrofilos. Representacdo da
pelos neutrofilos: fagocitose e
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2.2.3. NADPH oxidase, burst oxidativo e espécies reativas de oxigénio

O Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina (NADPH oxidase) é um
complexo enzimatico localizado na membrana plasmética dos fagocitos, é
composto pela juncdo de varios constituintes na membrana citoplasmatica em
resposta a um sinal que ativa o neutr6filo. Dentre estes compostos estdo as
proteinas citossolicas de47 KD, 67 KD, denominadas respectivamente p47-phox e
p67-phox, uma proteina G citossolica, denominada p21 rac, e um citocromo b558
ligado a membrana, sendo esteconstituido por uma subunidade protéica de 22 KD,
p22phox, e uma subunidade de glicoproteina de 91 KD, gp91phox, ambas contendo
o grupo heme (ROSEN et al. 1999; PESSOA, 2009).

O complexo NADPH oxidase permanece inativo nas células em estado de
repouso, a partir do momento em que ha presenca de um patégeno ou um estimulo
externo, o seu estado se torna ativado, promovendo 0 mecanismo microbicida
oxidante, que catalisa a producdo de anion superoxido (O-z2) no fagossoma
(KARLSSON et al. 2000; ORSO, 2013). Sendo responsavel pelas primeiras etapas
daformacédo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sua funcdo é transportar
elétronsdo NADPH no sitio citoplasmatico para o oxigénio no fluido extracelular ou
no espaco intra-fagossémico para formar O2-. Apés estimulados por fatores
ambientais, mediadores inflamatérios ou durante o processo de fagocitose, os
neutréfilos aumentam o consumo de oxigénio, acarretando em um conjunto de
alteracdes metabdlicas que culminam na formacdo de EROs, ou como € também

denominado “burst” oxidativo ou exploséo respiratoria.

A explosao respiratOria caracteriza-se pelo aumento do consumo de oxigénio
e de Adenosina trifosfato (ATP), aumento da oxidagcéo da glicose pela via dahexose
monofosfato, do transporte de elétrons e da origem de radicais livres, dentre os
quais, destacam-se as EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERN). Essas
moléculas sdo altamente reativas devido a presenga de um par de elétrons ndo
pareados na ultima camada, tornando estes potentes agentes oxidantes. A
producdo de Oz a partir do oxigénio molecular (0?), leva a formagéo de peréxido de
hidrogénio (H202) e radicais de hidroxila (OH), os quais podem, eventualmente serem
convertidos em enzimas MPO e em outros oxidantes reativos, como &cido
hipocloroso (HOCI) (KLEBANOFF, 2005; ORSO, 2013; PEDROZA, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

- Avaliar as alteracdes quantitativas e qualitativas dos neutréfilos em pacientes

com LMA que realizaram quimioterapia de indugao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar o numero de neutrdéfilos circulantes em portadores de LMA apés

tratamento com quimioterapicos através do hemograma;
-Avaliar a funcéo fagocitica, in vitro, dos neutrdfilos;

-Avaliar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos pelo teste de reducdo do

tetrazdlio nitro azul (NBT).



4 CASUISTICA E METODOS

4.1. CASUISTICA

4.1.1. Local de realizacdo do estudo

Os participantes desse estudo foram selecionados no ambulatério do
setor de hematologia do Hospital Ophir Loyola (HOL), Belém-PA. A escolha do
local foi determinada por se tratar de uma Unidade de Referéncia no tratamento
de pacientes adultoa com doencas oncoldgicas na regido Norte do pais que

admite casos novos vindos do interior do estado e do municipio de Belém.

Os experimentos e analises foram realizados no Laboratorio de
Hematologia Clinica da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do

Para.

4.1.2. Selecdo da amostra

No total 16 individuos adultos (8 pacientes e 8 controles) participaram da
pesquisa e foram orientados especificamente sobre os objetivos do estudo,
assim como todos osbeneficios, riscos e procedimentos envolvidos no protocolo
de pesquisa. Quando em conformidade com os esclarecimentos prestados, 0s
participantes assinaram o Termode Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

passando a fazer parte do estudo.
Os participantes foram alocados em dois grupos:

-Grupo Controle: composto por 8 individuos adultos de ambos os sexos
com idades proporcionais aos dos pacientes do grupo com LMA saudaveis e se
declararam que ndo possuiam o habito de consumir bebidas alcodlicas ou
medicamentos de uso continuo. Apresentando parametros hematolégicos dentro
dos valores de referéncia sem ter alguma infeccdo e/ou inflamacéo. Sendo
voluntarios desse grupo funcionarios e alunos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UFPA que concordaram em participar do estudo e assinaram
o TCLE. A coleta de sangue destes voluntarios foi realizada no Laboratério de

Hematologia Clinica da referida faculdade.
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-Grupo diagnosticado com LMA ap6s a quimioterapia de inducéo:
composto por 8 pacientes adultos com idade igual ou superior a 18 anos de
ambos os sexos. Foi realizada nesse grupo uma coleta sanguinea no periodo
em que 0s pacientes recuperaram os neutrofilos, ou seja, de 20 a 30 dias pés
QT . Estes pacientes ndo utilizaram Granulokine para recuperagdo dos

neutréfilos circulantes .
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4 .1.3. Critérios de inclusdo

Foram selecionados para o estudo pacientes maiores de 18 anos
atendidios no HOL diagnosticados com LMA apés o tratamento de inducdo. A
medula 6ssea com menos de 5% de mieloblastos e no sangue periférico
neutroéfilos acima de 1.000/mm3 e plaquetas acima de 100.000/mm3.

O tempo para que fosse realizada a coleta sanguinea, ou seja, tempo
em que o paciente recuperou o0s neutréfilos apdés o tratamento com

quimioterapicos, variou entre 26 e 35 dias.

4 .1.4. Critérios de exclusao

Pacientes que ndo concordaram em participar do estudo ou pacientes
gque estavam em estado de imunossupressdo (diagndstico de doenca
imunossupressora ou uso de medicamentos imunossupressores), bem como
pacientes com outros tiposde neoplasias, visto que essas condicfes podem

alterar o perfil fagocitico.

4.1.5. Aspectos Eticos

Essa pesquisa foi submetida & apreciacdo da Comissdo de Etica em
Pesquisas do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e aprovada com
namero de parecer 2.035.172 e CAAE: 64964917.6.0000.0017 por estar de
acordo com a Resolucdo n°466/2012 e suas complementares do Conselho
Nacional de Saude/MS.

4.2. MATERIAL

Neste estudo foram utilizados acido etilenodiaminotetracetato (EDTA)
2% (BIOLAB), Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®), tampéo fosfato salina
(PBS) 10x(16 g de NaCl, 0,4 g de KCI, 4,336 g de NazHPO4x7Hz20 e 0,4 g de
KH2PO4em 200 mL de agua destilada), solu¢cdo de hemolise (16,05 g de NH4CL,
1,680 g de NaHCOs3,0,74 g de EDTA em 2 litros de agua destilada) RPMI-1640
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), soro fetal bovino (SFB) 0,01% e penicilina
estreptomicina (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO), NBT (SIGMA-ALDRICH®),
corante leishman (1,5 g de Eosina Azul de Metileno segundo Giemsa em 1 litro

de Metanol).



4.3. METODOS

4.3.1. Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada por meio dos prontuarios dos pacientes
em que foram coletadas as seguintes informac¢des: Nome, idade, sexo, patologia
diagnosticada, protocolo de quimioterapia, hemograma, bem como tempo de

internacdo e presenca de infeccdo nesse periodo.

4.3.2. Coleta do material biol6gico

A coleta de sangue e dados para realizacdo dos testes, hemograma,
testes de fagocitose e NBT foi realizada utilizando material descartavel e
esterilizado seguindo os principios de assepsia. Foram colhidos por puncéo
venosa com seringa e agulha 2 frascos de sangue em tubo contendo EDTA como
anticoagulante. Posteriormente, essasamostras foram acondicionadas em gelox
a temperatura de aproximadamente 2°C e encaminhadas ao laboratério de
hematologia da Faculdade de Farméacia da UFPa para realizacdo dos

experimentos e analises.

4.3.3. Avaliacdo do hemograma

As amostras foram analisadas por meio de metodologia semi
automatizada. Os seguintes parametros foram analisados: hemoglobina,

hematdcrito, leucécitos totais e plaquetas.

Para a avaliacdo da diferencial leucocitaria e de possiveis alteracbes
celulares, como poiquilocitose, o esfregago sanguineo foi realizado em todas as
amostras, utilizando a coloragdo panética e posteriormente submetido a

microscopia optica em objetiva deimersao.



4.3.4. Avaliacdo da funcéo fagocitica de neutrdfilos circulantes

4.3.4.1. Obtencéo e Preparo dos Neutréfilos Circulantes

Foi adicionado cerca de 5 mL de solucdo salina 0,9% a amostra de
sangue e homogeneizado com cautela, o sangue-solucéo salina foi passado para
um novo tubo contendo 3mL de Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®) apés
esse procedimento otubo foi centrifugado por 30 minutos a 1500 RPM, com
separacao dos leucocitos. A camada dos neutroéfilos foi transferida para um novo
tubo Falcon®. Posteriormente foi acrescentado a solucdo de hemdlise e
centrifugado por 10 minutos a 1400 RPM, repetido duas vezes , e ap0s esse
processo foi adicionado PBS 1x até completar o tubo para a lavagem e
centrifugado por 10 minutos a 1400 RPM, posteriormente descartou-se o
sobrenadante, deixando apenas o pellet de células estas foram ressuspensas

em 5 ml de RPMI completo.

Foi realizada a contagem total de leucécitos ( na camera de nebaur)
adicionando-se solucédode células a solucdo de Turk. A contagem diferencial foi
realizada em lamina preparada com 20 ul da solucao de células em citocentrifuga
corada e observada em microscopio com objetiva de imersdo (100x). Foram
contadas 100 células, diferenciando-se os tipos celulares — mononucleares,

neutrdfilos, eosindfilos e basofilos.
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4.3.4.2. Avaliacdo da Capacidade Fagocitica

Para o ensaio de fagocitose os neutrofilos obtidos foram utilizados na
concentracdo de 1,0 x 10%/ml e o zimosan sensibilizado (com plasma normal
fresco) foi utilizado como particula fagocitica. Foi pesado 0,014g de particulas
de zimosan que foram diluidas em 50 mL de PBS1x. Desta suspensao foram
pipetados 142 ul de plasma em eppendorf e incubados durante 30 minutos em
estufa de CO2 a 5% a 37°C.A solucdo de células e particulas foi incubada em
estufa de CO2a 5% a 37°C durante60 minutos, posteriormente, as células foram
citocentrifugadas e coradas. Foram contadas 100 neutréfilos em cada lamina,
com e sem fagocitose, como também o numero de particulas fagocitadas. Os
resultados foram expressos por meio do indice Fagocitico (IF): IF = % neutrofilos
em fagocitose x numero médio de particulas fagocitadas (FERNANDES
JUNIOR, 2006).
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4.3.5. Avaliacdo do metabolismo oxidativo

Para a avaliacdo do metabolismo oxidativo de neutréfilos utilizou-se o
teste citoquimico de reduc&o do NBT descrito por Hallett e Wilson (1973). O NBT
€ um composto solivel de coloragdo amarela que, quando reduzido
intracelularmente, € convertido em granulos insollveis de formazan de coloracao
preto-azulada. Em um recipiente de polipropileno adicionou-se 200 ul de sangue
total e 200 pl de uma solucédo aquosa tamponada de NBT. Em seguida, colocou-
se atampa de polipropilenocontendo a amostra ao centro de uma placa Petri com
gaze umedecida ao redor (cAmara umida). Incubou-se a amostra em estufa de
CO2 a 5% a 37°C durante 25 minutos e posteriormente por 10 minutos na
temperatura ambiente. Realizou-se a confec¢cdo do esfregaco sanguineo em

laminas de microscopia utilizando o colorante de wright.

A porcentagem de células redutoras de NBT foi estabelecida a partir da
contagem de 100 neutrofilos, por meio da microscopia em objetiva de 100x com
Oleo de imersdo. Foi considerado neuréfilo NBT positivo quando o mesmo
apresentou qualquer granulo intracitoplasmatico de coloracdo azul a negro

(formazam),independente de tamanho e numero
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5 RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS PACIENTES

Nessa pesquisa foram utilizadas amostras de sangue de dois grupos
experimentais como demonstrado na tabela 1: grupo controle composto por
individuos saudaveis (n=8) com média de idade (médiatDP) 41,7+15,0 anos e
grupo de pacientes diagnosticados com LMA (n=8) com média de idade
(médiaxDP) 40,6+14,6 anos.

Os protocolos de quimioterapia utilizados pelos pacientes foram: D3A7
(6/8) que é o esquema de 3 dias de Daunorrubicina + 7 dias de Citarabina (Ara-
c) e o Protocolo M3A7(2/8) que é um esquema de 3 dias de Mitoxantrona + 7
dias de Citarabinas (Ara-c). Tanto a Daunorrubicina quanto a Mitoxantrona sao
exemplos de Antraciclinas comumente utilizadas em pacientes com LMA.

Quanto ao género 3 eram do sexo femenino e 5 do sexo masculino.

Tabela 1: Dados referentes aos aspectos clinicos dos pacientes com LMA e controle como:
género, idade e protocolo de quimioterapia

IDADE IDADE GENERO GENERO QUIMIOTERAPIA
(LMA) (CONTROLE) (LMA) (CONTROLE) (LMA)
1 29 28 F F D3A7
2 21 21 M M D3A7
3 40 45 M M D3A7
4 60 64 M M M3A7
5 49 49 F F D3A7
6 23 23 M M D3A7
7 41 41 F F D3A7
8 64 63 M M M3A7
MEDIA 40,6 41,75
DP 14,6 15,0

DP: desvio padréo; D3A7: danurrubicina e Ara c; M3A7: mitoxantrona e Ara c; F: Feminino; M:
masculino; LMA: leucemia mieloide aguda
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5.2. AVALIACAO DO HEMOGRAMA

5.2.1. Avaliacdo do Hemograma

Por meio do hemograma foram avaliados os parametros expostos na Tabela
2. Houve diferenca estatistica nos parametros de hemoglobina (p>0,001), hematocrito

(p = 0,0026) e Leucdcitos totais (p=0,0061) quando comparados com grupo controle.

Tabela 2: Dados referentes ao Hemograma dos portadores de LMA apés tratamento de indugéo
com quimioterapicos coletados no HOL

Pardmetros hematoldgicos Controle LMA

Hb (g/dl) 12,3+0,5 8,1+0,9*
Ht (%) 39,3+0,9 25+2,1*
Plaquetas (mil/mms3) 254+49 191.5+90
Leucdcitos totais (mil/mms3) 7,8+2,4 2.7£1.4*

Os valores apresentados representam média e desvio padrdo; Abreviaturas: Hb:
hemoglobina;Ht: hematécrito; LMA: Leucemia Mieldide Aguda HOL: Hospital Ophir Loyola



5.2.2. Avaliagdo do numero absoluto de neutréfilos

O numero absoluto de neutrofilos foi avaliado por meio do hemograma. O
grupo controle obeteve uma médiatdesvio padréo de 4.164 cél./mm3 + 1700 ja
0s pacientes com LMA que receberam quimioterapia de inducédo obtiveram o
namero absoluto de neutrofilos uma médiatdesvio padrdo de 1607,1 cél./mm3
+633,2.

Em relacdo a analise dos nossos resultados, 5 dos 8 pacientes
apresentaram taxa de neutrofilos entre 1000 e 1500 células por mms3
apresentando neutropenia leve e o0s outros 3 dos 8 pacientes estavam com taxa

de neutrofilos dentro dos valores de referéncia (>1600 células por mms3).

Tabela 3: dados referentes ao nimero absoluto de neutréfilos em pacientes com LMA apés
guimioterapia de inducéo a remissao e controle saudaveis

Neutroéfilos Controle Neutréfilos LMA

1 6960 cél. /mm3 1256 cél./mm3
2 2569 cél. /mm3 2499 cél./mm?3
3 3976 cél./mm3 1139 cél./mm3
4 4452 cél./mm3 1452 cél./mm3
5 5256 cél./mm3 1056 cél./mm3
6 1740 cél./mm3 2740 cél./mm3
7 4352 cél./mm3 1352 cél. /mm3
8 2508 cél./mm3 1686 cél./mm3
Média 4164 cél./mm?3 1647,5 cél./mm3

Dp

1.700

633

Dp: desvio padrdo
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5.3. AVALIACAO DA FUNCAO FAGOCITICA

A funcao fagocitica foi analisada utilizando o zimosan sensibilizado como
particula como demonstrado na Figura 4 em que “A” representa um neutrofilo

sem fagocitose e “B” um neutrofilo fagocitando particulas de zymosan.

o2 -
4 A
X e
o>
a_ 63
.‘ ‘ ® ad

Figura 4 Neutréfilo sem particula fagocitada (A); neutréfilo fagocitando
particulasde zimosan (B). Coloragdo Leishman. Aumento 100x

Foi avaliada o IF nos grupos controle com resultado de médiatdesvio
padrao de 3,99+0,613 e em pacientes com LMA apés inducéo a remissédo com o
valor de 2,31+0,72. Os dados referentes a funcéo fagocitica dos neutréfilos do

pacientes mais controle saudaveis estdo demonstrado na tabela 4.
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Tabela 4: Dados referentes a funcéo fagocitica dos neutrofilos circulantes em pacientes com LMA

apos quimioterapia de inducdo

42

Funcéo fagocitica

0 N O O WDN P

Média
DP

Controle Pacientes

3,7 34
3,4 2,88
4,66 1,65
45 2,94
3,84 2,29
4,2 1,47

3 15
4,66 2,4
3,995 2,31625

0,613724 0,72853939

DP: Desvio Padrao



5.4. AVALIACAO DO METABOLISMO OXIDATIVO

O neutrdfilo foi considerado NBT-positivo quando apresentou qualquer
granulo intracitoplasmatico de coloracdo azul a negro, independentemente do
nameroe tamanho. A porcentagem de células redutoras de NBT foi estabelecida

a partir da contagem de 100 neutréfilos. Conforme descrito por Pasternak et al.

(1974).
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Quanto a ativacdo do metabolismo oxidativo em pacientes com LMA ela

variou entre 1% e 4% sendo a médiatdesvio padrdao 2%+0,01 como descrito na

tabela 5. J& o grupo controle variou entre 9% e 3% sendo a médiatdesvio padrédo

de 5%z0,1.

Tabela 5: Dados referentes ao metabolismo oxidativo dos neutrofilos circulantes em

pacientes com LMA ap6s quimioterapia de inducéo e controles saudaveis

NBT
Controle Pacientes
1 9% 2%
2 5% 1%
3 6% 2%
4 4% 4%
5 5% 4%
6 7% 1%
7 4% 2%
8 3% 3%
Média 5% 2%
DP 0,019226098 0,01111024

Dp: desvio padrdo



6 DISCUSSAO

As caracteristicas demograficas da LMA, de acordo com ao dados da
literatura, é que ela esta presente principalmente em adultos, entre 40 e 70 anos,
e h& uma ligeira prevaléncia para o sexo masculino. (RANGEL 2016). Nosso
estudo demonstrou que pacientes com LMA apresentaram idade média de 40
anos (DP+14anos) no momentodo diagnéstico bem como incidéncia no sexo

masculino corroborando assim com a literatura.

O tratamento para LMA, no Brasil, é utilizado ha aproximadamente 3
décadas e consiste no esquema de antraciclinas e citarabinas com protocolos
de inducédo para atingir a RC (OLIVEIRA 2017). O protocolo mais utilizado no
nosso estudo foi o D3A7(6/8) utilizado geralmente em pacientes jovens sem
doencas pré-existentes(AZEVEDO 2009). O protocolo M3A7 foi menos utilizado
em nosso estudo (2/8). Esteprotocolo é comumente bem aplicado em idosos ou
em pacientes com risco de cardiopatia, pois a mitoxantrona € menos cardiotéxica
sendo utilizada com mais seguranca nesses pacientes (AZEVEDO 2009). A
maior parte dos pacientes do nosso estudo realizaram o protocolo D3A7 este

resultado pode ser justificado devido a ndo prevaléncia de idosos.

Neste estudo foi demonstrado que a maioria dos pacientes com LMA
estavam apresentando neutropenia leve, porém estes pacientes estdo mais
susceptiveis a neutropenia febril que € uma emergéncia clinica comum em
pacientes oncoldgicos, principalmente naqueles com doencas hematoldgicas
(ex.: leucemia aguda) logo, individuos neutropénicos apresentam mecanismos
de defesa imunolégica comprometidos e, portanto, ficam suscetiveis a infeccdes
graves ( ANNA LPS, 2020).

Além disso apresentaram plaquetas dentro dos valores de referéncia e
nao apresentaram blastos circulantes no hemograma. Pode-se deduzir, que de
acordo com a quantidade de células e com a literatura, que esses pacientes
apresentam menos risco de sofrerem hemorragias, devido ao numero de
plaguetas (AZEVEDO,2015).
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Ao avaliar o IF destes pacientes, mesmo apds a hematopoese natural
em que essas células deveriam apresentar-se normais, foi observado uma
diminuicdo da capacidade de fagocitar particulas quando comparada com grupo
controle. Significando dizer que, apesar do numero de neutrofilos apresentados
nohemograma, ndo se apresentar em risco moderado ou grave para infeccao
baseado em classificacbes pré-existente, estes pacientes podem estar mais
susceptiveis a infec¢des. Concordando com a ideia de que a andlise apenas
guantitativa ndo se torna suficiente para avaliar o verdadeiro quadro desses

pacientes.

Com o propésito de complementar os ensaios de fagocitose, realizou-se
o teste do NBT. Por meio desse teste € possivel verificar se o sistema NADPH
oxidase inicia um processo chamado de explosdo respiratéria. Khan MA et al
2019 demonstraram que as antraciclinas agem de forma supressora do Sistema
NADPH dos neutrofilos, pois dificultam o desenrolamento da cromatina do DNA
ao interagir com a topoisomerase-2 do DNA, um complexo necessario para as
fases de replicacdo e transcricdo. Consequentemente ha uma diminuicdo de

EROS, substancia essencial para atividade microbicida dos neutréfilos.

Uma vez estimulados, os neutrofilos manifestam um aumento do
consumo de oxigénio, fazendo com que esse mecanismo produza grandes
quantidades de superédxido e peréxido de hidrogénio, demonstrando grande
relevancia para a funcdo bactericida dos neutréfilos (AFONSOet al., 2002).
Nossos resultados mostraram que houve diferenga quantitativa entre pacientes
com LMA e controle saudaveis. Isso significa que a producdo de EROs pelo

sistema NADPH oxidase encontra-se alterada nesses pacientes.

Apresentamos dados que indicam que pacientes com LMA, apés
tratamento com quimioterapicos, podem apresentar diminuicdo da capacidade
de fagocitose frente a uma particula estranha bem como diminui¢ao de producéo
de EROS.

Estes resultados podem ser importantes no acompanhamento e
prognostico destes pacientes contribuindo para o entendimento dos diferentes

mecanismos que estdo envolvidos nesta etapa de defesa imunoldgica do
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organismo, pois a medida queo mecanismo é descoberto, mais tratamentos
podem ser formulados para combater as condicbes nas quais a funcdo dos
neutrofilos € desregulada, como no cancer. Destacando a importancia de
andlises quantitativas e qualitativas para a pratica clinica e para o

desenvolvimento de possiveis estratégias terapéuticas racionais.

7 CONCLUSAO
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Pacientes com LMA até o presente estudo estavam apresentando

diminuicdo no nimero de neutrdfilos;

A funcéo fagocitica dos neutrofilos estava diminuida apos o tratamento

com quimioterapicos;

A producdo de EROs pelo sistema NADPH oxidase apresentou-se

alterada nesses pacientes.
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