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RESUMO

C-SARGES. S. Avaliagao funcional dos neutréfilos circulantes sob efeito da
hidroxiuréia em pacientes portadores de policitemia vera e trombocitemia essencial.
Dissertacao (Mestrado), Programa de Pds-graduagcédo em Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade Federal do Para, Belém, 2022.

O presente trabalho tem como objetivo analisar in vitro as altera¢des qualitativas nos
neutrofilos circulantes de pacientes com Policitemia Vera e Trombocitemia Essencial
com exposigcao prolongada a hidroxiuréia. O grupo amostral foi constituido por 11
pacientes cm PV e 14 com TE, e 24 individuos controle. As amostras bioldgicas para
analise foram obtidas apds o consentimento mediante assinatura do TCLE, no hospital
Ophir Loyola, e levadas a faculdade de farmacia da Universidade Federal doPara, em
temperatura adequada 2°C e 6°C. Foi coletado 10mL de sangue periférico para
obtencdo dos neutréfilos, e também para o teste de NBT. Na realizacdo do
hemograma as amostras foram processadas através de metodologia semi-
automatizada utilizando o contador ABX micros 6 e posteriormente realizado
distensdo de esfregaco em todas as amostras sendo as laminas coradas com
Leishmann. Apds essa primeira etapa, as laminas foram submetidas a microscopia
optica como método para a visualizagdo dos elementos celulares como contagem
diferencial. Para obtengao dos neutrdfilos circulantes foi utilizado 5mL de sangue com
solugdo salina passando em seguida por 6 etapas para obtengcdo do neutréfilo
purificado e entdo realizada leitura diferencial em camera de Neubauer. A contagem
diferencial foi realizada em lamina preparada com 20 ul da solugao de células em
citocentrifuga (150 x g, 10 min, Cito-Spin) e corada com Leishmann. Foram contadas
100 células em microscopio de luz, com objetiva em 6leo de imersao (100x)
diferenciando-se os tipos celulares. Em seguida realizada avaliagdo da funcgao
fagocitica, pelo ensaio de fagocitose sensibilizado com zimozan. Apds o processo 0s
resultados foram expressos por meio do indice Fagocitico (IF): IF = % neutréfilos em
fagocitose x numero médio de particulas fagocitadas. Foi realizado o ensaio de NBT
a fim de avaliar o metabolismo oxidativo dos neutrofilos. A andlise estatistica foi obtida
através da plataforma Bioestat. Os pacientes portadores de PV e TE apresentaram
menor IF que os individuos do grupo controle, com p=0,0001 (2.72+0,25
;3.51+£0.31), p=0,0001 (2.82+0,81; 3.51£0.31). Nao houve diferenga quanto a ativagao

do metabolismo oxidativo na prova de reducédo do NBT, entre o grupo controle com o



grupo PV e TE (6£1,17 - 5£2) p=0,22 e (5.5%£1,94 - 5£2) p=0,55 respectivamente. Os
pacientes portadores de PV e TE apresentaram altera¢des qualitativas nos neutréfilos,

como a diminuigao da atividade fagocitica independente do uso da Hidroxiuréia.

Palavras-chave: neutrdfilos, policitemia vera, trombocitemia essencial, hidroxiureia,

fagocitose



C-SARGES. S. Functional evaluation of circulating neutrophils under the effect
of hydroxyurea in patients with polycythemia vera and essential thrombocythemia.
Dissertation (Master's), Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal

University of Para, Belém, 2022.

ABSTRACT

The present work aims to analyze in vitro the qualitative alterations in the circulating
neutrophils of patients with Polycythemia Vera and Essential Thrombocythemia with
prolonged exposure to hydroxyurea. The sample group consisted of 11 patients with
PV and 14 with TE, and 24 control individuals. Biological samples for analysis were
obtained after consent by signing the TCLE, at the Ophir Loyola hospital, and taken to
the faculty of pharmacy at the Federal University of Para, at an appropriate
temperature of 2°C and 6°C. 10mL of peripheral blood was collected to obtain
neutrophils, and also for the NBT test. In carrying out the hemogram, the samples were
processed through a semi-automated methodology using the ABX micros 6 counter
and later, a smear was distended in all samples and the slides were stained with
Leishmann. After this first stage, the slides were submitted to optical microscopy as a
method for viewing cell elements as a differential count. To obtain the circulating
neutrophils, 5mL of blood with saline solution was used, then going through 6 steps to
obtain the purified neutrophil and then a differential reading was performed in a
Neubauer camera. Differential counting was performed on a slide prepared with 20 pl
of the cell solution in a cytocentrifuge (150 x g, 10 min, Cyto-Spin) and stained with
Leishmann. 100 cells were counted in a light microscope, with an oil immersion
objective (100x) differentiating cell types. Afterthat, the phagocytic function was
evaluated by the zymozan-sensitized phagocytosis assay, after which the results were
expressed using the Phagocytic Index (IF): IF = % neutrophils in phagocytosis x
average number of phagocytosed particles. The NBT assay was performed in order to
evaluate the oxidative metabolism of neutrophils. Statistical analysis was performed
using the Bioestat platform. There was a predominance of females, as well as brown
people in PV and ET, patients with PV had lower FI than individuals in the control
group, with p=0.0001 (2.72+0.25 ;3.51%£0.31), the the same was observed in
patients with ET who had a



lower index than control subjects with p=0.0001 (2.821£0.81; 3.51£0.31 respectively).
Our results showed that there was no difference regarding the activation of oxidative
metabolism in the NBT reduction test, between the control group with the PV and TE
groups 6%1,17 - 5+2) p=0,22 e (5.5+1,94 - 5+ 2) respectively, and control group with
ET group using HU, showing In the present study, the relationship between dose and
absolute number of neutrophils and lymphocytes was evaluated, which showed a
significant result, demonstrating that even with higher doses, patients are in a desirable
clinical condition. Patients w ith PV and TE showed qualitative changes in neutrophils,
in which the use of HU decreases the phagocytic activity of neutrophils inthese

patients.

Keywords: neutrophils, polycythemia vera, essential thrombocythemia, hydroxyurea,

phagocytosis
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1. INTRODUGAO

Estudos realizados entre os anos de 2016 e 2021 demosntraram um crescente
interesse a respeito da acao da hidroxiuréia sobre os neutrdfilos, visto que essas
células possuem um potencial modulador de resposta a inflamagdo aguda, e que
sdo também o principal tipo celular responsavel por obter resposta inflamatdria.
Apresentam-se como células leucocitarias mais abundantes do sistema imune, e sua
abundéancia é clinicamente relevante porque defeitos congénitos ou condigdes
adquiridas que baixam contagens sanguineas de neutréfilos predizem infecgdes
avassaladoras (Newburger, 2016; Skokowa et al., 2017, Burn et al., 2021). Destaca-
se esse tipo celular como regulador para a integridade do individuo, uma vez que o
controle do infiltrado de neutrofilos e a ampliacdo da visdo de versatilidade dessa
célula, sao importantes em todo o estabelecimento da resposta imune. Os neutréfilos
abrem um campo de possibilidades para o estudo de patogéneses que dependem do

processo inflamatério para se estabelecerem no organismo (Silva, 2016).

Em um estudo qualitativo e comparativo, sobre efeito de hidroxiuréia e
anagrelide em neutrdfilos diante de estimulo infeccioso, Sarges E.S (2018) em estudo
ainda ndo publicado, identificou que pacientes portadores de policitemia vera e
trombocitemia essencial, em uso de hidroxiuréia apresentaram alteragcdes na atividade
fagocitica, sugerindo menor capacidade de resposta dessas células frente a uma
infecccdo. O presente estudo € uma extensdo desse trabalho e buscou analisar o
determinado efeito da hidroxiuréia nos neutréfilos de pacientes em exposi¢ao a esse
farmaco, além disso propde-se, fomentar dados na literatura que auxiliem no manejo

terapéutico de pacientes com policitemia vera e trombocitemia esencial.

A policitemia vera e a trombocitemia essencial sao neoplasias
mieloproliferativas (NMP) philadelfia negativas (Ph™) que tem como complicagbes
expansao clonal de células progenitoras hematopoiéticas mieldides, de linhagem
diferente consoante o subtipo de doenca, de forma independente dos mecanismos
de regulacéo e que nao apresentam displasia (Paz et al., 2017; Cardoso ANS, 2018),
podendo causar eventos tromboéticos e hemorragicos. A relagdo dos neutréfilos com
0s processos tromboticos, ocasionados por essas duas patologias ndo estd bem
elucidada na literatura, no entanto € de conhecimento comum que o aumento do
numero desse tipo celular pode levar a um processo de oclusdo vascular. Embora
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faltem insights quanto ao mecanismo do processo que comprovem a relacdo do
neutréfilo com essas doengas, o diagnéstico do aumento de volume de eritrécitos e
megacariocitos geralmente sdo acompanhados de leucocitose com desvio a
esquerda. As NMP de cromossoma Filadéfia negativas (NMP-Ph™), também
designadas por “BCR-ABL1 negativas”, € uma subcategoria operacional do grupo das
NMP, que inclui a Policitemia vera (PV), a Trombocitemia essencial (TE), Mielofibrose
primaria (MFP) e Mielofibrose Primaria pré-fibrotica (pre-MFP), (Barbui et al., 2016).

Em 2005 Campbell et al. (2005) realizaram um estudo sobre a relagao da
mutacdo V617F em geneJAK2, que foi um ponto de partida para um consideravel
avango quanto ao conhecimento sobre as mutagdes relacionadas a patogénese
dessas doengas. O avango da compreensdo dos efeitos clinicos de mutagdes de
genes, levou a melhora na predigdo do progndstico e escolha terapéutica, causando
impacto direto na selecdo de terapias especificas. O tratamento direcionado aos
pacientes com PV e TE, tem como objetivo reduzir os riscos de eventos trombaéticos
utilizando terapias redutoras promovendo melhora no quadro clinico, porém, ndo sao
capazes de aumentar significativamente a sobrevida ou promover a cura da doenga
(Fruchtman et al., 1997; Tefferi, 2016).

Ha mais de quatro décadas a HU tem apresentado excelente eficacia no
tratamento das doengas supracitadas, no entanto, para além da acao
mielossupressora, os efeitos antitrombdticos de hidroxiuréia passam ainda pela
inducdo de alteragdes qualitativas nos leucdcitos, reduzindo a expressao de
moléculas de adesao endoteliais, bem como pela libertacdo de radicais livres de 6xido
nitrico (Castilho, 2017). Pacientes com essas NMP-Ph™ submetidos ao tratamento com
HU apresentam diminuicdo no numero de neutréfilos, estando assim sujeitos a
alteracdes das funcgdes essenciais dessas células. O presente estudo teve como
intento atualizar dados evidenciados em estudo anteriormente citado, e investigar as
implicacdes de HU sobre os neutrdfilos, analisando a agcao do principal medicamento
na terapéutica de PV e TE, contribuindo para estender o conhecimento sobre essas

informagdes ao acompanhamento clinico e estratégias terapéuticas desses pacientes.
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1.1 Epidemiologias das NMPs PH-

A PV, TE e MFP sao disturbios mais frequentes em adultos com 50 a
70 anos com sobrevida mediana estimada de 10 a 15, 15 a 20 e 2 a 5 anos,
respectivamente (Moulard et al., 2013; Rumi et al., 2017). Estudos epidemioldgicos
realizados em alguns paises europeus mostraram uma incidéncia da PV que varia
de 0,4 a 2,8 casos em 100.000 pessoas/ano, TE de 0,38 a 1,7 casos em 100.000
pessoas/ano e de mielofibrose (MF) de 0,1 a 1 caso em 100.000 pessoas/ano
(Pedrazanni, 2016). Um estudo epidemioldgico descritivo realizado na Coreia por
Byun et al. (2016) avaliou que o periodo de 2004 a 2013, foi notdrio o crescimento da
prevaléncia de TE e PV com intervalo 4,1 a 9,0 por 100.000 e intervalo de 2,8 a 5,4
por 100.000 respectivamente. Além da existéncia de uma grande variagdo nas
estimativas de prevaléncia e incidéncia, até o momento ndo ha dados referentes a
América do Sul na literatura.

Em seu estudo Byun et al. (2016) identificou, prevaléncia de TE no sexo
feminino e em PV prevaléncia do sexo masculino. Quanto a etnia e raga, a PV foi mais
incidente em brancos. Ja os leste-asiaticos representados no estudo apresentaram
menor incidéncia, sendo mais frequente o acometimento por TE. Hispanicos e negros
apresentaram maior incidéncia para PV e TE. Além da existéncia de uma grande
variagao nas estimativas de prevaléncia e incidéncia, atéo momento ndo ha dados

referentes @ América do Sul na literatura (Valente; Ribeiro, 2021).

1.2 Patogénese das Neoplasias mieloproliferativas Ph1 negativas

As NMP-Ph™ classicas sdo um grupo de disturbios hematologicos e séo
resultados de uma alteragdo clonal da célula-tronco hematopoiética de linhagem
mieldide, a qual € maioritariamente expandida no sangue periférico. Portanto PV, TE
e MFP compartilham caracteristicas clinicas e laboratoriais, abordaremos
caracteristicas que cerceiam as duas de maior ocorréncia. A diretriz de doengas
mieloproliferativas (DDM) publicada em 2018 da associagao médica brasileira (AMB),
aponta para anomalia na via JAK-STAT que € comum entre PV, TE habitualmente
causada por mutagdes dos genes janus kinase 2 (JAK2 V617F), thrombopoietin
receptor gene, myeloproliferative leucemia (MPL) ou calreticulin gene (CALR),

excludentes entre si, e necessariamente BCR-ABL1 negativas, a diretriz
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alerta também que pode haver ocorréncia de outras mutagdes concomitantes ao

curso da doenga, bem como alteragdes citogenéticas variadas.

Estudos baseados em isoenzimas da glucose-6-fosfato-desidrogenase
(G6PD), analise da inativagcdo do padrdao do cromossoma-X (XCIP), perda da
heterozigotismo do brago curto do cromossoma 9, demonstraram que estas doencgas
sdo hematologias derivadas da transformacao de uma célula hematopoiética
pluripotentes (Leibundgut et al., 2006; Delhommeau, 2007; Silva AGCC, 2010).
Apesar de sofrerem mutagdes em gene condutor, as linhagens eritréide, granulocitica
e megacariocitica ndo sao afetadas em seu processo de diferenciacéoe de
maturagdo. Na investigagao para deteccao de PV e TE o teste de JAK 2 (figura 1)
mutacado V617F sao recursos de primeira linha. JAK2 V617F estapresente em 95%
dos doentes com PV e em 50-60% dos doentes com TE (figura 2) (Gango et al., 2018).
JAK2 possui papel importante na via de sinalizagao para receptores de citocinas nas
células mieldides, por meio da ligacdo a trés receptores mieldides homodimeros
(EPO-R, MPL ou TPO-R e GCSF-R) (Vinchenker et al., 2011; Moura, 2012) a
descoberta da mutagcao JAK2V 617F permitiu compreender em partes 0 mecanismo

preciso de ativacado da quinase (Levine; Gilliland, 2008).
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Figura 1: mecanismo de sinalizagdo da Via JAK/STAT utilizadas por muitascitocinasnas células

mieldides. Fonte: adaptado de Navarro et al., (2009); Pedrazanni, (2016).
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O aminoacido que é formado pela mutagao JAK2 V617F, bloqueia a alga de
ativagdo do dominio JH1, interferindo no efeito inibitorio sobre o JH1, o0 que resulta
na eterna dimerizacdo do receptor transmembrana, ndo sendo necessario o contato
com um fator de crescimento para ativar a JAK2, a qual se auto-fosforila promovendo
a ativacdo constitutiva da via JAK-STAT (Smith; Fan, 2008; Santos, 2010).

O entendimento dos mecanismos de sinalizagdo JAK2V617F e desregulagao

gendmica podem fornecer uma base para o desenvolvimento de estratégias

terapéutica.
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Figura 2: Mutagdes de condugédo em gene JAK2, MPL e CALR associadas a doencgas

mieloproliferativas cronicas. Fonte:Torres et al, (2022).

Alguns estudos analisaram os efeitos celulares na mutagdo JAK2V617F nas
populagdes de células hematopoiéticas (em diferentes estagios de diferenciacao), e
concluiram que esta, estava associada a um aumento de células progenitoras da
linhagem eritroide/megacariocitica e granulocitica/macrofagica (Grinfeld et al., 2017).
A Leucocitose caracteristica, eritrose e trombocitose nesses pacientes refletem nao
apenas alteragdes quantitativas na hematopoiese, mas também alteragdes

qualitativas na resposta imune e na hemostasia (Francisca et al., 2021)
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1.3 Policitemia vera

O desequilibrio central na PV é a producao de eritrécitos independente de
eritropoetina (EPO), o hormbnio que normalmente regula a eritropoese, os niveis de
EPO sao baixos, os progenitores eritréides de medula 6ssea (MO) formam colbnias
EPO-independentes em culturas e a expressdo de receptores de EPO e a sua
habilidade de ligar-se a EPO sao normais (Correa, et al.,1994; Green, 1996;
gasparotto, 2009). Tem chances de evolugdo para mielofibrose, mielodisplasia, e
leucemia aguda (Barbui et.al., 2011; Ribeiro et al., 2009). As células eritréides, nesta
patologia, mostram-se hipersensiveis a diversos fatores de crescimento incluindo
interleucina-3 (IL-3), fator estimulador de colénias granulécito-macréfago (GM-CFS)
e trombopoetina (TPO) o que sugere a alteragdo da via de transdugéao de sinais nestas
células (Dai, 1994; Gasparatto, 2009). A poliglobulia caracteristica desencadeada
nessa sindrome € definida como o aumento continuo do numero de globulos

vermelhos circulantes por um periodo superior a dois meses (Lee; Arcasory,2015).

As manifestagdes clinicas mais comuns sio prurido, trombose, hemorragia,
esplenomegalia e queixas neurolégicas. (Spivak; Silver, 2008) Dentre algumas
doencas relacionadas a PV destacam-se a gota e Ulceras, e a ocorréncia da sindrome
de Budd Chiari deve ser ponderada em pacientes com PV, singularmente quando os
pacientes apresentam ascite e alteragdes funcionais hepaticas (Buzzas etal., 2009).
Ha neutrofilia em 60% dos casos de PV, casualmente com presenca de células

imaturas (mieldcitos e metamieldcitos) em sangue periférico (Boyiadzis et al.,2007).

Apos a revisao de classificagédo da OMS de 2016 (tabela 1) houve melhorias na
acuidade diagnostica, levando em consideragao as mutagdes genéticas moleculares
(JAK2 e MPL) para além dos critérios laboratoriais € morfoldégicos (Cardoso ANS,
2018). A Inclusédo da morfologia da MO como critério maior de diagndstico, diminui¢cao
do limiar dos valores de hemoglobina e hematécrito nodiagndstico da PV séo as

principais alteragdes para a atualizag&o do critério de diagndstico a partir de 2016.
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Tabela 1. Critérios da OMS 2016 para o diagnostico de Policitemia Vera.

CRITERIOS MAICRES

1. Hemoglobina =16,5g/dL para homens =16,00/dL para mulher
oL

Hematdcrito =48% para homens >48%para mulheres
ou

Aumento da massa eritrocitaria= 25% acima do valor normal preditive™

2. Biopsia de MO mostrando hipercelularidade para a idade com panmielose,
proliferagdo eritroide, granulocitica e megacariocitica com pleomorfismo e
megacariocitosmaduros
3. Auséncia das mutagtes JAK2VE17F ou JAK exon 12

CRITERIOS MENORES

Niveis baixos de eritropoietina sérica.

O diagnostico de PV requer atender a todos os 3 critérios principais, ou os dois
primeiros criterios principais e o critério menor t

* Mais de 25% acima do valor previsto normal.1 O critério numero 2 (bidpsia MO) pode nao ser
necessario em casos com eritrocitose absoluta sustentada: niveis de hemoglobina .18,5 g / dL em
homens (hematdcrito, 55,5%) ou 0,16 g/ dL em mulheres (hematdcrito, 49,5%). Se o critério principal
3 e o critério menor estiverem presentes. No entanto, a mielofibrose inicial (presente em até 20%
dos pacientes) s6 pode ser detectada através da realizagdo de uma bidpsia MO; essa descoberta
pode prever uma progressdo mais rapida para a mielofibrose aberta (p6s-PV MF). Fonte: Arber et
al. 2016

*

1.4 Trombocitemia Essencial

A TE envolve principalmente a linhagem megacariocitica, com alteragcées que
podem ser quantitativa e/ou qualitativa. E caracterizada por trombose sustentada em
sangue periférico, aumento do nimero de megacariécitos maduros e grandes na
medula 6ssea, e clinicamente quadros de trombose e/ou sangramento e fendmenos
vasomotores (Zago et al., 2013). E definida pela OMS como plaquetose persistente,
superior a 600.000/mm?3, e hiperplasia megacariocitica na medula éssea. O principal
fator de crescimento que regula fisiologicamente a trombopoiese é a TPO, que atua
através da ligagcao ao seu receptor na superficie celular, o MPL (Myeloproliferative

leukemia virus oncogene).

O mecanismo desencadeante para a TE ndo esta bem elucidado, contudo,

percebe-se a relacdo entre a superprodugdo de megacariocitos e a trombopoetina.
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O receptor de TPO esta envolvido na via de sinalizagao JAK- STAT, desempenhando
um papel importante na renovagdo hematopoiética das células progenitoras CD34+,
diferenciagdo megacariocitica e formagao de plaquetas (Royer et al., 2005; Pecquet
et al., 2010; Defour et al., 2013). Por ndo haver um marcador especifico genético ou
bioldgico, outras causas de trombocitose devem ser descartadas (Campo et al.,
2008; Pedrazanni, 2016), devendo seguir os critérios diagndsticos da OMS (2016)
(tabela 2).

Tabela 2. Critérios da OMS 2016 para o critério diagnodstico de Trombocitemia Essencial

CRITERIOS MAIORES

1. Plaguetas > 450 x 10%/L.

2. Biopsia de MO mostrando proliferagao principalmente da linhagem megacariocitica
com aumento do numero e de tamanho, megacariocitos com hiperlobularidade nuclear.
Sem aumento significativo ou desvio & esquerda na granulopoleseneutrofilica ou
eritropoiese e um muito raro pequeno aumento na fibra reticulinica (grau 1).

3. Auséncia dos critérios da OMS para LMC BCR-ABL*, PV, MFP, SMD ou outras
neoplasias mieloides.

4, Presenca das mutagbes JAKZ, CALR ou MPL.
CRITERIOS MENORES

Presenc¢a de um marcador clonal ou auséncia de evidencia para trombocitose reativa.

O diagnostico de ET exige reunir os 4 principais critérios ou os 3 primeiros critérios
principais e o critéric menor

Fonte: Arber et al. 2016. Tabela 2. Critérios da OMS 2016 para Trombocitemia Essencial

Os principais sintomas clinicos da TE sao cefaleia, dor toracica, sincope,
alteragdes na visao, esplenomegalia, atrofia esplénica, eritromegalia, livedo reticular,
hemorragia e trombose (Zago et al., 2013). Um numero significativo de pacientes
apresentam-se assintomaticos e tendem a manter-se desta forma até o diagndstico
da doenca. Ja os pacientes sintomaticos tém quadros clinicos caracterizados pelas
complicagbes trombo-hemorragicas. O diagndstico deve atender a todos os quatro
critérios maiores ou os trés primeiros maiores e o menor, definidos pela OMS, (Arber
et al., 2016).
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1.5 Neutréfilos e NMPs Ph1 negativas

A trombose arterial e venosa € a principal causa de mortalidade de pacientes
com as NMPs Ph1 negativas. Classicamente, a relagao fisiopatolégica entre
leucocitose e trombose no nas NMPs Ph' negativas tem sido explicada pelo aumento
do componente celular e pela interacao dessas células com o endotélio e com as
plaguetas ativadas (Falanga et al., 2014). A trombose arterial e venosa € a principal
causa de mortalidade de pacientes com as NMPs Ph1 negativas. No que diz respeito
a leucocitose, numerosos estudos tém demonstrado sua relevanciacomo fator de
risco trombdtico (especialmente de trombose arterial) tanto na VP quanto no TE
(Barbui et al., 2009). Um grupo italiano relatou, que a contagem de leucdcitos em
pacientes com TE, no momento do primeiro evento trombdtico, previu trombose
arterial recorrente em pacientes com NMP de baixo risco ( Tefferi et al 2007).

Em um dos maiores estudos epidemiolégicos em PV, o estudo ECLAP que
incluiu mais de 1.600 pacientes, leucocitose basal >15 x 109/L, em oposi¢cédo a <10
x109/ L previu infarto do miocardio, mas n&o trombose venosa (Landolf et al 2007).
Em uma meta-analise de artigos publicados nos ultimos 12 anos (antecedentes ao
estudo), abordando sobre a relagdo de leucocitose com as NMPs crénicas, Carobbio
et al. (2019) apresentou dentre os resultados que o efeito da leucocitose, foi mais forte
no TE do que no PV e parece estar relacionado exclusivamente a eventos arteriais
(incluindo eventos recorrentes). Além disso, a associagdo da contagem de leucécitos
com trombose foi confirmada nos cinco estudos incluidos nesta meta- analise que
usaram medidas de leucécitos dependentes do tempo (Carobbio et al., 2019). Os
Neutrofilos derivados das ERO podem induzir lesdo endotelial celular e modificar as
fungdes que eles tém na tromboregulagédo (Hurtado-nedelec et al. 2013).

O papel dos neutrdéfilos no processo de ocluséo vascular e comprometimento
funcional dos o6rgdos adjacentes se devem ao principal fato de serem células
relativamente grandes (12-15um) e rigidas. O seu recrutamento para a
microcirculagédo reduz o fluxo sanguineo dos vasos, devido a adeséo as paredes do
endotélio ativado e pelas interacbes adesivas com hemacias, plaquetas ou outros

leucécitos circulantes, retendo e formando agregados celulares que obstruem ainda

29



mais o lumen vascular. A estimulagdo do endotélio vascular aumenta sua expressao
de ligantes para moléculas de adesao nas células sanguineas, induzindo dano
tecidual, infarto de o6rgdos adjacentes e reacado inflamatéria que predispdem e
prolongam as CVO (Charache et al.,1996; Okpala, 2004; Souza, 2007; Miguel, 2010;
Pedroza, 2013)

1.6 O Neutrofilo

1.6.1 ASPECTOS GERAIS

Na medula déssea, a producdo de neutrdfilos ocorre a partir de células
hematopoiéticas pluripotentes, sob estimulos de numerosos mediadores, emespecial
os fatores de estimulos de granuldcitos (G-CFS) e de colénias de granulécitos e
mondcitos (GM-CFS) (Pedrosa, 2013). S&o os leucocitos mais abundantes do sistema
imune possuem uma meia-vida que pode variar entre 6 a 12 horas na circulagao, esse
tempo de meia-vida pode se prolongar pela agdo de alguns agentes ou processos,
chegando a estender a vida dessas células ha alguns dias (Ameida et al. 2012),
possuem diametro de aproximadamente 12 a 15 pm, morfologicamente sao
classificados como células polimorfonucleadas (PMNs). Apresentam um nucleo
lobulado e s&o denominados granuldcitos, pois possuem diversos granulos no
citoplasma, que sao delimitados por membranas quearmazenam proteinas essenciais

as suas fungoes (luz, 2004; vital., 2015), (figura 3).

S&o as primeiras células a serem recrutadas da corrente sanguinea para o sitio
de inflamagao, sendo por essa raz&o, apreciados como a primeira linha de defesa do
organismo e células efetoras centrais no sistema imune (Jhonson et al 1992; Luster et
al., 2005; Cascao et al., 2009; Pedrosa 2013). Os granulos neutrofilicos distinguem-
se entre si pela sua morfogénese e citoquimica, bem como pela composicao de suas
membranas e conteudo em moléculas citotoxicas responsaveis pela degradagao de
patdégenos para a defesa do hospedeiro(Borregaard et al., 2007; dale at al., 2008;
Freitas., 2009).
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Figura 3:. neutréfilos segmentados Estrutura polimorfonuclear com granulos

Citoplasmaticos Fonte: adaptado baxter 2005

Os grénulos dos neutrofilos sdo formados durante a granulopoiese em uma
sequéncia de eventos de diferenciacao, iniciando-se no estagio de promieldcito, onde
surgem os primeiros granulos (primarios), também denominados de azurdfilos devido
a sua afinidade pelo corante azul, contendo em seu interior: hidrolases &acidas,
enzimas microbicidas, mieloperoxidase (MPO), lisosima, proteinases neutras
(elastase, catepsina G e proteinase 3 - PR3) (Faurschou; Borregaard, 2003; Radu et
al., 2005; kumar et al., 2010). Durante estagio de metamielécito sdao formados
granulos secundarios e as proteinas destes granulos séo essenciais contra peptideos
antimicrobianos que induzem a quimiotaxia em neutréfilos. Os granulos terciarios e
destacam-se como reservatérios de enzimas de degradagdo de componentes do
tecido conjuntivo e de receptores de membrana, necessarios durante extravasamento
e diapedese do neutrdfilo (Borregaard et al., 1997; kang et al., 2000; Cascéo et al.,
2009; Freitas et al., 2009). Quando atingem a ultima fase da maturagao os neutréfilos
desenvolvem vesiculas secretérias altamente mobilizaveis, ricas em citocromo b558,

receptores e proteinas sinalizadoras, ndo se dividem e contém nucleos lobulados.

Essas células sao de curta duracao, e a capacidade dos neutrofilos de matar
microbios fagocitados € bem maior do que de qualquer outro fagdcito (Kauffman,1993;

Levy, 2004; Segal, 2005) assim os neutréfilos, além de possuirem
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como principais atividades funcionais a migragao orientada para o local da infecgéo
(quimiotaxia), aderéncia e englobamento de agentes patogénicos (fagocitose), e a
destruicdo dos microrganismos invasores através da liberagdo de EROs e de
substancias téxicas presentes em seus granulos, também sao capazes de controlar
as fungdes de outras células do sistema imunolégico, contribuindo, de forma crucial,
para a resolucéo da resposta imune. Em virtude deste seu duplo papel antiinfeccioso
e pro- inflamatério, sdo “células-chave” tanto na imunidade inata como na humoral
(Kuijpers, 2002; Okpala, 2004; nagatomi, 2006; cascao et al., 2009; Pedrosa, 2013).

1.6.2 FAGOCITOSE

A fagocitose € um mecanismo de defesa essencial da resposta imune inata.
Em principio a desgranulagao se assemelha a uma fusdo da membrana, e acontece
na membrana plasmatica. Esse processo ocorre a partir do contato da célula
fagocitaria com o agente invasor e € acompanhado de sinais que ativam processos
celulares tais como rearranjo do citoesqueleto, ativagdo de mecanismos microbicidas,
producado de citocinas pré e anti- inflamatdrias, ativacdo de apoptose celular e
mecanismos de apresentacdo de antigenos para as células do sistema imune
adaptativo (Underhill et al, 2002; oliveira, 2012). A fagocitose acontece apods o
reconhecimento e captacdo do patdgeno, sinalizagdo intracelular e juncdo da

atividade fagocitaria a resposta inflamatéria local e sistémica.

Na fagocitose intracelular, as sinalizagbes da presengca 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.
Assim o fagossoma se transforma em fagolisossoma resultando na liberacédo do
conteudo enzimatico de granulos primarios e secundarios que séo ricos de hidrolases
acidas, enzimas microbicidas, mieloperoxidase (MPO), lisosima, proteinases neutras
(elastase, catepsina G e proteinase 3 - PR3), levando o patégeno a ser morto e
digerido (Aderem, 2003; Pedroza, 2013) (figura 4).
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Figura 4: ilustracdo de Receptores de patdgenos em neutrdfilo inativo e exposi¢céo de patégenos
ao seu vasto arsenal de substancias toxicas apds fagocitose como MPO, ROS e citocina. Fonte:
Adaptado de the neutophil 2021.

Em adultos saudaveis, os neutrofilos circulantes encontram-se em estado de
repouso, o que garante que seu conteudo intracelular téxico ndo seja acidentalmente
liberado e provoque danos aos tecidos adjacentes, porém, podem ser ativados por
produtos bacterianos, citocinas ou quimiocinas, como por exemplo: fator de necrose
tumoral- a (TNF-a), GM-CSF, interleucia-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e interferon-y (IFN-y) ou
outras substancias produzidas pelas préprias células do tecido lesado, e migrarem em
numero elevado para as areas de inflamacao (Medzhitov, 2010; Wright et al., 2010;
Okin et al., 2012). Uma vez ativados, os neutrdfilos participam da regulagdo da

amplitude e duragao da resposta imune (Souza, 2007).

1.6.3 NADPH OXIDASE E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(ERO)

A NADPH oxidase (Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina)
€ um complexo enzimatico localizado na membrana plasmatica dos fagocitos, e é
composto pela jungdo de varios constituintes na membrana citoplasmatica em
resposta a um sinal que ativa o neutrdéfilo. Dentre estes compostos estao as proteinas
citosodlicas de 47 KD, 67 KD, denominadasrespectivamente p47- phox e p67-phox,
uma proteina G citossélica, denominada p21rac, e um citocromo b558 ligado a
membrana, sendo este constituido por umasubunidade protéica de 22 KD, p22phox,

e uma subunidade de glicoproteina de 91
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KD, gp91phox, ambas contendo o grupo heme (Rosen et al. 1999; pessoa, 2009;
Sarges ES 2018).

O NADPH oxidase permanece inativo nas células em estado de repouso, a
partir do momento em que ha presenga de um patdégeno ou um estimulo externo, o
seu estado se torna ativado, promovendo o mecanismo microbicida oxidante, que
catalisa a produgédo de anion superdxido (O-2) no fagossoma (Karlsson et al. 2000;
Orso, 2013). A funcado desse complexo enzimatico, é transportar elétrons do NADPH
no sitio citoplasmatico para o oxigénio no fluido extracelular, ou no espacgo intra-
fagossbmico para formar O2-. Quando estimulados seja por fatores ambientais,
mediadores inflamatérios ou durante o processo de fagocitose, os neutrdfilos
aumentam o consumo de oxigénio, acarretando em um conjunto de alteragdes
metabdlicas que culminam na formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), ou

,ourst” oxidativo ou explosdo respiratoria.

O aumento do consumo de oxigénio e de ATP (trifosfato de adenosina),
aumento da oxidagao da glicose pela via da hexose monofosfato, do transporte de
elétrons e da origem de radicais livres é caracterizado como explosao respiratoria
onde se destaca EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERN). A producgao de
02 a partir do oxigénio molecular (02), leva a formagéo de H202 e radicais de OH,
0s quais podem, eventualmente serem convertidos pela enzima MPO em outros
oxidantes reativos, como acido hipocloroso (HOCI) (Pedrosa, 2013). a MPO por sua
vez € capaz de catalizar peroxido de hidrogénio como co-substrato, tranformando-o
em HOCL" , este € um poderoso oxidante, que trabalha na defesa imune inata do
organismo ( Hampton et al., 1998; Pessoa, 2009). Em uma explosdo de ROS o
NADPH é necessario e esgotado rapidamente; portanto sua (re)geracao éfundamental

na funcionalidade dos neutrofilos. (Azevedo et al., 2015)

1.7 Hidroxiuréia

As possibilidades terapéuticas até o presente momento para a PV e TE, ndo
sdo curativas, apenas prolongam a sobrevida e diminui a morbidade da doenca (Beer;
Green, 2009). Os tratamentos para estas patologias baseiam-se nos fatores de risco
dos pacientes de acordo com a classificagcdo da OMS. Deste modo, deveser claro

tanto para o médico como para o doente que os farmacos utilizados tém
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como principal objetivo a prevengdo de fenbmenos trombodticos e o alivio dos
sintomas, se presentes (Tefferi et al., 2015). A HU € um agente basilar da terapéutica
citorredutora. Tem um perfil de toxicidade de curto prazo aceitavel na maioria dos
pacientes e atualmente é usada como agente de primeira linha em neoplasias
hematolégicas, como neoplasia mieloproliferativa (MPN) caracterizada por uma
mutacdo na Janus quinase 2 (JAK2), calreticulina (CALR), e genes do oncogene do
virus da leucemia mieloproliferativa (MPL) (Sokol et al., 2018), HU tem sido alvo de

interesse cientifico ha mais de 100 anos.

Foi sintetizado pela primeira vez, em 1869, na Alemanha, por Dresler e Stein.
Somente no século seguinte, no ano de 1967, este medicamento foi aprovado pelo
FDA para o tratamento de doengas neoplasicas, e, nos anos posteriores, para o
tratamento de pacientes com leucemia mieloide crbnica, psoriase, doencas
reumaticas e PV, dentre outras (Pedrosa, 2013). Ha quatro décadas tem sido o agente
de escolha de primeira linha nas NMPs Ph1 negativas devido a sua facil
administragado, a baixa toxicidade, bem como o baixo custo e os multiplos beneficios
de ordem clinica, garantem a hidroxiureia lugar de destaque em varios esquemas
terapéuticos (Mcgann; Ware, 2011; Vital, 2015). A escolha da hidroxiureia como
terapéutica de primeira-linha assenta em diversos estudos que demonstram uma
superioridade da hidroxiureia em relagdo ao placebo e a outros agentes terapéuticos
alternativos (Castilho BEM, 2017).

A HU é absorvida pelo trato gastrointestinal, e apds 1h 30 minutos da ingestao
atinge picos sanguineos tendo disponibilidade de quase 100% possui solubilidade
em agua e entra na célula por meio de difusdo passiva, possui uma meia vida de 3 a
4 horas no organismo sendo excretado via sistema renal (Rodriguez et al., 1998;
Gwilt;Tracewell, 1998; Seguin, 2017). A utilizacao deste farmaco em pacientes com
PV e TE é justificada por induzir a citorredugdo, no qual, inibe a sintese de DNA,
através de bloqueio da enzima ribonucleoside redutase, que converte os
ribonucleotideos para desoxiribonucleotideos que sdo necessarios para a sintese de
DNA (Naoum, 2000; Silva; Shimauti, 2006).

Diversos estudos demonstraram que a HU diminui a expresséo de moléculas
de adesédo na fibronectina e o ICAM-1 sdo significativamente diminuidos quando
comparados a pacientes sem o uso do HU (Sarges ES, 2018). Esse farmaco reduz a
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progressdo da forquilha de replicacdo e a taxa de replicagcdo do DNA, elimina
seletivamente as células na fase S de células altamente proliferativas que sao mais
sensiveis ao farmaco, os efeitos citotoxicos da HU também dependem da dose e

duracao da exposicao (Vladan, 2021).

Sabe-se que este farmaco pode exercer efeitos citotoxicos através de reacdes
em cadeia de radicais via H202 e iniciadas por seu grupo hidroxilamina. Por outro
lado, os sequestradores de radicais reduzem substancialmente as atividades
citotoxicas e teratogénicas de HU. Ainda que os mecanismos moleculares envolvidos
pelos quais a HU regula a expressdo dessas proteinas, ndo tenham sido bem
elucidados até o momento, a deficiéncia induzida dessas proteinas reguladoras do
estresse oxidativo contribui significativamente para a elevacao de ERO pela HU e o

estabelecimento da senescéncia celular (Vladan et al 2021).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Analisar in vitro as alteragbes qualitativas nos neutrofilos circulantes obtido de

pacientes com Policitemia Vera e Trombocitemia Essencial em uso de hidroxiuréia.

2.2 Objetivos especificos

— Avaliar o numero de neutréfilos circulantes de pacientes portadores de
policitemia vera e trombocitemia essencial, apds o inicio do tratamento com
hidroxiuréia, através do hemograma a fim de determinar se ha aumento ou
diminuigao desse tipo celular;

— Avaliar o efeito do tratamento com hidroxiuréia sobre a funcéo fagocitica, in
vitro, dos neutréfilo a fim de avaliar a qualidade dessas células;

— Avaliar se a hidroxiuréia afeta além da capacidade fagocitica, a fungao
citotéxica da célula;

— Avaliar o metabolismo oxidativo através da ativacdo do sistema NADPH-
oxidase dos neutroéfilos pelo teste de redugao do tetrazolio nitro azul , para

avaliar se ha comprometimento de fungdes bactericidas dos neutrdfilos.
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3. CASUISTICAE METODOS

3.1 Casuistica

Todos os pacientes incluidos no estudo aceitaram participar da pesquisa e
assinaram o Termo de Consetimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todos atenderam
aos critérios de inclusdo e as amostras foram obtidas no ambulatério de hemoterapia
do hospital Ophir Loyola (HOL). Foram incluidos no estudo, pacientes portadores de
PV e TE de ambos os sexos, com idade entre 30 e 80 anos, com presenca de
comorbidades aceitaveis para o estudo (hipertensdo e diabetes) e pacientes que
estavam utilizando somente HU como citoredutor para o tratamento. A captacao
necessaria de amostra foi baseado na férmula do calculo amostral (vide anexo A). Foi
entdo realizada divisdo em grupos de acordo com a doenga. Totalizando 11(44%)
pacientes com PV 14 (56%) com TE. Nao foram incluidos pacientes que apresentaram
recusa em participar do estudo, e/ou auqueles em estado de imunossupressao
(diagndstico de doenga imunossupressora), pacientes em estado terminal e pacientes
periodo de tratamento menor que 12 meses.

O grupo controle foi constituido por amostras de 24 individuos, oriundos da regido
metropolitana de Belém, que assinaram o TCLE e ndo apresentaram alteragbes
hematoldgicas, para assi serem pareados de acordo com o género e idade junto aos
pacientes com PV e TE. Foram excluidos individuos que relataram ter apresentado
febre ou refriado no més antecedente a coleta, pois essas condigdes podem

desencadear ativagdes na producgao de varios tipos celulares.
3.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisas
envolvendo seres humanos (CEP) do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto,
sob 0 numero de parecer 2.035.172 e CAAE: 64964917.6.0000.0017. Todos os
participantes foram orientados especificamente sobre os objetivos do estudo, assim
como todos os beneficios, riscos e procedimentos envolvidos no protocolo de

pesquisa.
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3.3 Amostras biolégicas

As coletas de material biolégico foram realizadas durante o periodo de Abril de
2018 a Setembro de 2019. Conforme consultas das especialidades
mieloproliferativas, no ambulatério de atendimento do HOL. Foram coletados 10mL
de sangue periférico em tubos a vacuo contendo EDTA (sistema Vacutainer®). Sendo
mantidas em temperaturaadequada entre e 2°C e 6 °C e encaminhadas ao

laboratério de hematologia da faculdade de farmacia da UFPA.
3.3.1 REAGENTES

No presente estudo foram utilizados acido etilenodiaminotetracetato (EDTA) 2%
(BIOLAB) como anticoagulante da amostra em tubo de coleta sanguinea,
Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®), tampéao fosfato salina (PBS) 10x (16 g de
NaCl, 0,4 g de KCl, 4,336 g de Na2HPO4x7H20 e 0,4 g de KH2PO4 em 200 mL de
agua destilada), para purificagdo dos neutroéfilos, solugdo de hemdlise (16,05 g de
NH4CL, 1,680 g de NaHCQO3, 0,74 g de EDTA em 2 litros de agua destilada) para
obtencao de células neutrofilicas RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), soro fetal
bovino (SFB) 0,01% e penicilina estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), para
estimacao dos neutrdéfilos, corante leishman ( 1,5 g de Eosina Azul de Metileno
segundo Giemsa em 1 litro de Metanol) para coloragao da distengdo sanguinea.
Tetrazdlio nitroazul (Sigma-Aldrich), anti-CD45 (PerCP), anti-CD16 (PE) (BD)

Pharmingen TM California, USA, Exbio), para o teste fe fagocitose.

3.3.2 DETERMINACAO DO HEMOGRAMA

As amostras foram analisadas no laboratério de hematologia da faculdade de
farmacia da UFPA por meio de metodologia, semi- automatizada utilizando o contador
ABX micros 60, que analizou dos seguintes parametros: hemacias, hemoglobina,
hematdécrito, Volume Corpuscular Meédia (VCM), CHCM (Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média), RDW (Redcell volume DistributionWidth),
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leucdcitos totais e plaquetas. Foi realizado distensdo de esfregaco em todas as
amostras. Em seguida as laminas foram coradas com Leishmann (corante padrdo do
laboratério de hematologia da farmacia-UFPA). As laminas com distensdo sanguinea
foram submetidas a microscopia Optica como método para a visualizacdo dos
elementos celulares como contagem diferencial. Com a obtencao dos resultados deste
exame, foram analisados o valor absoluto de neutréfilos e linfécitos com o objetivo de
avaliar quantitativamente estas células sob efeito do tratamento. Foi definido como
neutropenia niumero de neutréfilos absolutos <1.000-1500 e de linfopenia numero de

linfocitos absolutos <1.000 de acordo como critério da avaliagdo médica do HOL.

3.4 Avaliacao da fungao fagocitica de neutréfilos circulantes

341 OBTENCAO E PREPARO DOS NEUTROFILOS
CIRCULANTES

A fim de realizar a obtencao de neutrdfilos foi adicionado 5 ml de sangue com
5 mL de solugéo salina 0,9% (proporcéo 1:1) e homogeneizado suavemente em tubo
Falcon® 15mL , a solugdo homogeneizada foi transferida para um novo tubo falcon
contendo 3mL de Histopaque®-1077 (Figura 5-A), e centrifugado por 30 minutos a
1500 RPM (Figura 5-B) em seguida o sobrenadante foi descartado e a camada dos
neutrofilos foi transferida para um novo tubo Falcon®, no qual foi acrescentado a
solugcédo de hemodlise (Figura 5-C) e centrifugado por 10 minutos a 1400 RPM, em dois

ciclos sequenciais.
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Figura 5: llustracdo da obtengido de leucdcitos do sangue periférico. (A) tubo falcon contendo
sangue:salina (1:1) com histopaque. (B) Apos centrifugagéo. (C) Lavagem das células comsolugéo
de hemdlise. (D) Lavagem das células com solugado salina. (E) Apds centrifugacao pellet de
células. (E) Pellet ressuspendido em 5 mL de RPMI completo. Fonte: autor.

Apos processo de obtencdao dos neutrdfilos, foi adicionado PBS 1x até
completar o volume do tubo para a a realizagéo da ,lavagem"” da céula (Figura 5-D),
entdo centrifugado novamente por 10 minutos a 1400 RPM, sendo entao descartado
o sobrenadante, deixando apenas o pellet de células (Figura 5-E) que foi ressuspenso
em 5 ml de RPMI completo (Figura 5-F). Foi realizada a contagem total e diferencial
das células obtidas. Para contagem total foi utilizado 20 pl da solugéo de células e
foram adicionados a solugéo de Turk (380 pl), e fcontadas em camara de Neubauer.
A contagem diferencial foi realizada em lamina preparada com 20 pl da solugéo de
células em citocentrifuga (150 x g, 10 min, Cito-Spin) e corada com Leishmann.

Foram contadas 100 células em microscopio de luz, com objetiva em 6leo de
imerséo (100x) diferenciando-se os tipos celulares em mononucleares, neutrofilos,
eosinofilos e basoflos. contagem diferencial foi realizada em Iamina preparada com
20 ul da solugéo de células em citocentrifuga (150 x g, 10 min, Cito-Spin) e corada
com Leishmann. Foram contadas 100 células em microscopio de luz, com objetiva em
oleo de imersdo 100x) diferenciando-se os tipos celulares em mononucleares,

neutrofilos, eosinofilos e basoflos.
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3.4.2 AVALIACAO DA FUNGCAO FAGOCITICA

Os neutrdfilos obtidos foram utilizados na concentragao de 1,0 x 10 6/ml, e 0 zimosan
sensibilizado com plasma normal fresco, utilizado como particula fagocitica. Para o
preparo de solucdo de células e particulas foi pesado 0,014g de particulas de zimosan
e diluidas em 50 mL de PBS1x. Desta suspensao, foram pipetados 142 ul e entéo
adicionados em 142 pl de plasma dos pacientes em eppendorf, entdo foram levados
a incubagao na camara de CO2 (37°C, 5% CO2). A solugdo de células e particulas
foi incubada em uma placa de cultura de 96 pogos por uma hora (1h) (37°C, 5%
CO2), em seguida, as célulasforam cito centrifugadas e coradas. Foram contadas
100 neutrdfilos em cada Iamina, com e sem fagocitose, como também o numero de
particulas fagocitadas (figura 6). Os resultados foram expressos por meio do indice
Fagocitico (IF): IF = % neutrdfilos em fagocitose x numero médio de particulas
fagocitadas (Fernandes J, 2006).

Figura 6: Neutréfilo sem particula fagocitada (A); neutréfilo fagocitando particulas de zimosan (B)
Fonte: Sarges E.S (2018).
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3.4.3 ENSAIO DE REDUGAO NITROBLUE TETRAZOLIUM (NBT)

O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos foi estimado através da producao de
superoxido pelo teste citoquimico de reducédo espontanea do tetrazdlio nitroazul
(NBT). Esse composto soluvel de coloragdo amarela quando reduzido dentro da
célula, é convertido em granulos insoluveis de formazan decoloragao preto- azulada
(Nathan, 1973; Joandes, 2015). Para realizacdo do método, foi utilizada uma placa de
petri onde foi colocada um recipiente de polipropileno com capacidade para 5ml de
solugdo, bem no centro da placa e ao redor colocava-se gaze umidificada. Apds a
organiza¢cao do material adicionava-se 200 ul de sangue total e 200 ul de solugao de
trabalho de NBT no recipiente de polipropileno (5 ml), apés homogeinizagcdo foram
levadas para a estufa de CO2 (5%) a 37°C durante 25 minutos e ap6s 10 minutos em
temperatura ambiente era realizada distensdo sanguinea, nesse momento era
utilizado corante através do método wright para realizacdo decoloracao. O esfregago
sanguineo foi examinado por microscopio de luz (40 x e 100x imersdo em oleo). A
contagem de 100 neutrdfilos por meio de microscopia 6pticafoi realizada a fim de

determinar o numero percentual de neutrdfilos reativos ao NBT.
3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos nos grupos estudados foram comparados através de testes

estatisticos, dependendo de como foi avaliada sua distribuicdo. No caso de

distribuicdo gausiana foi utilizado o teste — t de Student | e ANOVA. Nas analises
efetuadas os parametros analisados foram considerados significativamente diferentes

quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil clinico e hematolégico dos grupos de pacientes e

controle.

A tabela 3 mostra os dados epidemioldgicos e clinico dos individuos controles
e pacientes. Houve prevaléncia do sexo feminino em ambas as doengas com 64%
em PV e TE. A média de idade é predominante na sexta década de vida para pacientes
com PV e quinta década para portadores de TE. Quanto a raca houve predominancia
de pardos: em PV 46% pardos, 27% brancos e 27% negro, e em TE apresentaram-se

79% pardos 14% brancos e 1% negros.

Tabela 3: Perfil epidemiolégico dos grupos de pacientes e controles com os seguintes

dados: sexo, raca, idade em média e desvio padréo e tratamento.

GRUPO CONTROLE PACIENTES COM PACIENTES COM
N=24 PV N=11 TE N=14

SEXO
FEMININO 14(58%) 7(64%) 21(64%)
MASCULINO 10(42%) 4(36%) 8(36%)
RAGCA
BRANCO 6 (25%) 3(27%) 2(14%)
PARDO 14(58%) 5(46%) 11(79%)
NEGRO 4 (17%) 3(27%) 1(7%)
IDADE

- 5117 68112 59+13
TRATAMENTO
HU ; 11(100%) 14(100%)
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4.2 Dados do hemograma
Destaca-se que 55% dos pacientes deste estudo apresentaram eritrose

sustentada com Hb>18.5 g/dL em PV (ANEXO C) e contagem plaquetaria > 450 x
109/L em TE.

Tabela 4: Média e desvio padrao de dados hematoldgicos

PARAMETROS GRUPO PACIENTES PACIENTES COMTE

HEMATOLOGlCOS CONTROLE N=24 COM PV N=11 N=14

HEMOGLOBINA (g/dI) 13.740.5 8+3.75 12.242.5
A 0,
HEMATOCRITO (%) 44,320 45,7+3,75 38,6£5,5
) —

SEleieers (il 4,265+0.1 5,6102,5 5,180+2.0
PLAQUETAS (mil/mm?) 223+16,2 337+114.2 468+222.7

0,05 <P < 0,010 quando Comparados grupo controle,05 e pacientes com PV E TE.

E possivel observar que nos pacientes do estudo a média de Hemoglobina,
hematdcrito e leucécitos, encontra-se dentro dos paramétros de referéncia aceitaveis
para o controle da doencga (vide tabela 1 e 2) e se assemelham aos resultados do

grupo controle, porém a média das plaquetas apresenta-se elevada
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A tabela 5 mostra a média e desvio padrao de numeros absolutos de neutrofilos e linfocitos,
sobre a influéncia de diferentes doses administradas de HU conforme cada fase de
tratamento da doenca. Os numeros absolutos dessas células sao importantes prognosticos

para avaliar o estadiamento de PV e TE.

Tabela 5: média e desvio padrao dos neutréfilos e linfécitos absolutos, sobre ainfluéncia
de diferentes dosagens de HU administradas nos pacientes.

Média e Desvio Média e Desvio
Dose — mg padrao p-valor padrao dos p-valor
neutrofilos linfocitos
absolutos absolutos
500 7,42+6,3 <0.001 6,11+3,1 <0.001
1000 647456 <0.001 593456 <0.001
1500 5,14 +2.1 <0.001 3,00+2,1 <0.001

4.3 Avaliacao da Fungao Fagocitica

Para avaliar a capacidade funcional do neutrofilo de fagocitar um agente
invasor, foi realizado o teste de fagocitose em todas as amostras, foram comparados
os IFs nos individuos controles e nos pacientes respectivamente de acordo com as
doses utilizadas: 500mg  (2,17+0,19;  3.85%+0,24) p<0,001, 1000mg

(2,80£0,17:4,1240,21) p<0,002 e 1500mg (3,07+0,23;3,36+0,15) p <0,339.
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Figura 7 : Capacidade fagocitica de controle (25) e pacientes com PV(11) e TE(14). As

barras representam as medianas (linha horizontal) e os percentis, e as linhas verticais

os valores minimos e maximos. *p<0,05 (t-student)
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4.4 Nitroazul Tetrazélio — NBT

O teste de NBT foi realizado a fim de avaliar se além da fagocitose outras
fungdes de neutrofilos poderiam estar comprometidas, como a capacidade citotoxica
da celula neutrofilica, foi realizado o teste em todos os grupos: TE, PV e Controle
(Figura 8). Os pacientes portadores de PV e TE n&o apresentaram diferenga
significativa quando comparados aos individuos controles (61,17 - 5+2) p=0,22 e
(5.5£1,94 - 5+ 2) p=0,55 respectivamente. Considerou-se neutréfilo NBT-positivo
quando este apresentou qualquer granulo intracitoplasmatico de coloragéo azul a
negro, independente do numero e tamanho, desde que estes fossem claramente

diferenciados das granulagdes toxicas e corpusculos de Dohle.

NBT

-
o
]

Neutrofilos NBT positivos (%)

o

T T T
CONTROLE PV TE

Figura 8: Média neutréfilos positivos para teste com NBT. Na linha horizontal os grupos do estudo

em vertical resultados das médias e %.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar fungao fagocitica de
neutroéfilos circulantes e também avaliar o metabolismo oxidativo dos pacientes com
PV e TE. Foi realizado icialmente através do pareamento de acordo com idade que
variou ente a faixa etaria de 30 a 80 anos no grupo controle e 40 a 80 no grupo de PV
e TE. Quanto a média de idade dos pacientes, mostrou-se semelhante aos achados
de Hurtado-Nedelec et al. (2013) em que eles demonstram uma média de idade de 74
anos em PV e 68 em TE. Em seu estudo Byun et al, (2016) perceberam que na coreia
do Sul, nos anos entre 2004 e 2013, a média de idade do diagndstico tem reduzido
para 35 anos, ele compara seus achados com os encontrados nas bases de dados
epidemioldgicos de outros paises, e aponta para a importadncia em termos de
escassez de entendimento da patologia no sistema de saude.

Chauffaille, (2010) afirma que as NMPs Ph1 negativas sao patologias
essencialmente do adulto (50-70 anos). Porém, ha wuma incidéncia de
aproximadamente 15% abaixo dos 40 anos para pacientes com TE e PV, pode
também surgir em idades abaixo dessa faixa etaria, (Bittencourt et al. 2010). Portanto
€ importante frizar que estes resultados sao relevantes para a manutencéo de dados
epidemioldgicos destas patologias na regido norte, uma vez que ainda ndo ha na
literatura nenhum dado publicado sobre ambas as doengas com perfil epidemiolégico

da regiao nortista.

houve predominancia do sexo feminino tanto em PV quanto em TE. Em
um grande levantamento epidemioldgico realizado na Coreia do Sul comandado por
Byun et al, (2016), foi observado que o numero crescente no diagnostico de TE e PV
foi acompanhado da prevaléncia na populagao feminina e masculina respectivamente,
em contra partida Cardoso ANS, (2018) observou a predominancia do sexo masculino
em TE. Ao passo que Stein et al, (2010) aponta para o fato de que o género néo € um
fator determinante dessas patologias. Nao ha achados robustos na literatura quanto a
relagdo do sexo com essas NMPs PH- . Nossos resultados corroboram com mesmos
estudos de Chauffaille, 2010 e Bittencourt et al(2010) Declarados pardos, somaram o
maior percentual das médias de ambas as doencgas, seguidos da populagao branca,
e a populacéo negra apresentou o menor percentual.

Nao ha estudos que correlacionem a base dessas doengas as ragas e
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etnias. Byun et al, (2016) observou, que de modo geral Brancos eram predominantes
nas NMPs, ele observou também que leste asiaticos e negros apresentam maior
incidéncia de TE. Demonstrando que a doenca nao é predominante em nenhuma raga
definida de maneira geral. Vale salientar que, o manual de doengas mais importantes
por razdes étnicas na populagao brasileira afro-descendente, (2001), destaca algumas
doencas hematolégicas com maior percentual em negros e pardos da populagao
brasileira, em decorréncia da nossa conhecida miscigenagdo e alerta para os riscos
de uso da Hidroxiuréia em pacientes falciforme, apesar das bases genéticas da
doencga possuirem mecanismos opostos de PV e TE o manual alerta para os riscos
na diminuicdo de leucécitos dessa populacdo quando em uso de HU alertando

também para evolugao de neoplasias.

Diretrizes para o manejo de PV e TE sugerem controle do hematdcrito e
normalizacdo da contagem de plaquetas respectivamente, além do controle da
contagem de leucdcitos, pois € um fator de risco para surgimento de trombose. De
acordo com o protocolo utilizado pela clinica médica do HOL, os neutrdéfilos devem
estar acima de 1.000-1.500 e linfocitos devem estar a cima de 1.000. Esses valores
norteiam a continuagao do tratamento ou uma possivel troca de medicac¢do. Junto a
esses dados hematolégicos na contagem diferencial por distensdo sanguinea, foi
observado que eles ndao apresentaram neutropenia e nem linfopenia.Os cuidados
com o controle desses parametros sdo extremamente importantes, pois a expectativa
de vida é reduzida em pacientes de alto risco, e com cuidados cotidianos, a sobrevida
média é de 10,9 anos para pacientes com PV, porém, para TE com baixo risco,
alguns pesquisadores relatam uma raz&o de mortalidade padronizada (Vannucchi e
Harrison, 2017).

Os pacientes apresentaram uma média do hematocrito menor que 45%, as
plaquetas de ambos os grupos apresentaram-se dentro dos resultados preconizados
apos o inicio do tratamento conforme estimativas da OMS, e a contagem de leucdcitos
estava proximo dos valores normais, o que justifica que 84%(21) dos pacientes
apresentavam-se assintomaticos, 16%(4) apresentaram uma alteracédo de um ou
outro parametro. A reducio de apenas um parametro é considerado sub-6timo quando
o outro parametro ainda é elevado (Buxhofer-ausch, 2018). A analise hematoldgica é
uma ferramenta de auxilio para avaliar o estado imunoldgico do paciente e observar

se ha toxicidade devido ao tratamento, portanto, possui grande valor para manter ou
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suspender a terapia utilizada.

Varios estudos comegam a emergir quanto ao papel dos neutréfilos nas NMPs
Ph1 negativas, que € uma célula que exerce importante inducdo e resposta, na
inflamagao. Quanto ao numero absoluto de neutrdfilos e linfocitos diferentes estudos
demonstraram que s&o importantes para o prognostico e estadiamento da doenga. A
relacdo neutrdfilo/linfécito (RNL) € considerada um teste preditor de progndstico
avalidados em alguns tipos de cancer, € recomendado como uma ferramenta auxiliar
na definigdo quanto a escolha do tratamento adjuvante (Goldstein et al. 2015; Valpione
et al. 2015; Faria, 2016). Em nossos resultados (brutos e médias), a contagem de
desses numeros nao caracterizaram neutropenia ou linfopenia, e quando comparados
com as diferentes doses administradas de ambas as doencas, aponta para um valor
significativo da relagado dose e numero de células, essa é um preditor importante para
manutencao do tratamento. Por possuirem manifestagdes clinicas semelhantes as
terapias atuais empregadas para o tratamento tém como objetivo prevenir algumas
manifestagdes clinicas, como eventos tromboticos, tromboembdlicos e hemorragicos

(Vannucchi e Harrison, 2017).

Vital (2015) ao estudar o efeito da HU na ades&o celular in vitro de neutrdéfilos, sob
condig¢des inflamatoérias observou em seus resultados que o tratamento crénico com
a HU diminui as propriedades adesivas dos neutrdéfilos. Além da diminuigao do
numero global de neutrofilos, a HU pode ter algum efeito direto sobre fungdes
essenciais desta célula, visto que o neutréfilo € um dos alvos principais do
medicamento. A fim de avaliar a fungdo fagocitica apos os experimentos realizados
com particulas de zimosan sensibilizado, foi comparado o IF dos grupos portadores
de PV e TE com grupo controle obtivemos resultado significativamente menor em
pacientes com PV e TE. Esse resultado demonstra que, frente a uma particula
estranha a capacidade desta célula de fagocitar apresentou-se diminuida. O
Resultado corrobora com achados de Sarges et al., (2018). Nestas neoplasias uma
das caracteristicas € a maturagado celular preservada, podendo apresentar
alteragdes nas suas fungdes. Sugere-seque a utilizagdo de HU pode estar alterando
a fagocitose de neutrdfilos, ainda que quantitativamente os valores estejam dentro dos
limites desejaveis para estes pacientes, a sua capacidade moduladora em resposta a
inflamacéao pode estar comprometida podendo ser prejudicial ao paciente que muitas

vezes encontra-se imunodeprimido.
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A fim de avaliar se além da fagocitose outras fungdes de neutréfilos poderiam
estar comprometidas, foi realizado o teste de NBT que permite visualizar se o sistema
NADPH oxidase (essencial no mecanismo celular neutrofilico) esta produzindo ERO.
Através desse teste € possivel saber se o sistema NADPH oxidase inicia um processo
denominado explosao respiratéria. Os neutréfilos quando estimulados, manifestam
um aumento do consumo de oxigénio esse mecanismo produz grandes quantidades
de supéroxido e peroxido de hidrogénio, apresentam extrema importancia para a
funcao bactericida dos neutréfilos (Zinkl e Kabbur 1997; Afonso et al. 2002).

Nossos resultados mostraram que nao houve diferenga significativa entre o
grupo controle e os grupos dos pacientes com PV e TE, embora haja descrito na
literatura que a exposigao prolongada a HU predisponha citotoxidade, esse resultado
significa que a produgcdo de EROs pelo sistema NADPH oxidase ndo se apresenta
alterada e corrobora com achados de Afonso et al. (2002) e Pedrosa et al. (2020)

Em estudo Hurtado-Nedelec et al. (2013), pacientes com PV e TE associados
a mutacao JAK2 V617F apresentaram um aumento na producido de EROs. A mutagao
JAK2 V617F resulta em um ganho de fungéo e induz a tirosina a ter uma constante
atividade de quinase desse modo induz uma hiper ativacdo de neutrdéfilos, esse
resultado justifica o fato de independente da menor capacidade de fagocitose dos
neutréfilos encontrada neste estudo, a formacao de EROs, ndo se encontra alterada.
Pedrosa et al (2020) alerta para o fato de que essa justificativa de hiper ativagéo
independente de quiase, também abre caminho para um ciclo celular vicioso em que

essa ativagao independente pode promover uma disfungcéo organica.
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6.CONCLUSAO

Em conclusdo, apresentamos dados que indicam que o tratamento com HU
apresenta diminuicdo na capacidade de fagocitar dos neutrofilos, afetando na
qualidade de resposta dessa célula frente a uma infecgdo. Sugere-se que a diminuigado
da fagocitose esteja relacionada diretamente a diminuicdo de moléculas de adesé&o.
Através do teste de NBT foi possivel observar que ndo houve alteragdo no proceso
oxidativo, e que tao logo a capacidade citotdxica ndo estaria comprometida. Portanto,
esta funcionalidade esta sendo afetada pelo acdo de HU sobre as moléculas de
adesdo. Estudos sobre HU tem tem mostrado sua capacidade de modular
mecanismos oxidativos e inflamatérios relacionados aos neutréfilos. Apesar das
diferentes doses administradas de HU, os numeros de neutréfilos se mantiveram
dentro do estabelecido para o controle da doenca, no entanto a qualidade desta célula
é questionavel. Estudos maiores sdo necessarios para melhor elucidar de que forma
o tratamento com HU pode estar alterando a fungao fagocitica dos neutréfilos, além

disso o ganho em termos cientifico e clinico € de suma importancia nessa tematica.
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ANEXO A

Férmula do Calculo Amostral Formula = N X
NO /N + NO

n= numero de amostra necessario

para a pesquisa
N= Populacéao global

NO= Fator de erro

Dados necessarios:Fator de erro= 44
N= 105

n=105.44 /105 + 44 = 31
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ANEXO B

MODELO DE QUESTIONARIO UTILIZADO PARA COLETAR DADOS

NOME COMPLETO:
IDADE:

SEXO:
NOME DA MAE:

ALGUMA COMORBIDADE?

DIABETE ( ) HIPERTENSAO ( ) DISLIPIDEMIA ( ) DOENCA
CORONARIANA( )

OUTROS

USO DE CITORREDUTOR ?

ANAGRELIDE ( ) HIDROXIUREIA ( ) INTERFERON a ( )

SE ASSOCIACAO QUAIS?

FAMLIAR DE PRIMEIRO OU SEGUNDO GRAU DIAGNOSTICADO COM ALGUMA
DOENCA HEMATOLOGICA?

IDADE DO DIAGNOSTICO: IDADE ATUAL:
ANO DO DIAGNOSTICO:

TEMPO DE TRATAMENTO:

VOCE SE CONSIDERA

BRANCO( ) PARDO( ) NEGRO( ) SEM DEFINICAO ( )

INFORMAGOES A CERCA DE CRITERIOS DE DIAGNOSTICO, MANEJOS
TERAPEUTICOS, DOSES DIARIAS, TROCA DE TERAPIA COM OU SEM
ASSOCIAGCAO DE OUTRO CITORREDUTOR, FORAM DISPONIBILIZADOS
PELO SETOR DE ARQUIVOS APOS AUTORIZAGAO DE PACIENTE E EQUIPE
MEDICA, TEDO EM VISTA QUE O HOL E REFENCIA A CERCA DE DADOS
ONCOLOGICOS NA REGIAO NORTE.
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P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

DADOS BRUTOS DO HEMOGRAMA DE PACIENTES COM PV

HB

13,8
14,8
15,8
16,8
17,8
18,8
19,8
21,8
22,8
23,8
24,8

HT

40,70
41,70
42,70
43,70
44,70
45,70
46,70
48,70
49,70
50,70
51,70

ANEXO C

LEUCO

5,030
5,070
8,310
4,810
6,150
3,430
12,450
7,430
5,610
5,770
3,760

N©
AB/SEGME
2,927
2,479
6,548
3,641
4,003
1,780
10,209
5,141
3,562
3,462
2,282

N° AB/LINF

1,610
1,931
1,93
1,500
1,722
1,279
1,743
1,590
1,683
1,609
1,94

PLT

485,000
374,000
402,000
180,000
218,000
230,000
337,000
351,000
166,000
473,000
232,000
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P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

P12

P13
P14

HB
13.9
13.00
14,00
14,20
12,2
12,1
13,7
11,9
11,4
14,3
3.97
11,5
12,1
12,5

ANEXO D DADOS BRUTOS DO HEMOGRAMA

HT
40.90
39.10
39,90
40,10
38,8
36,5
42,2
38,5
35
41
41.10
33.5
35,5
36,9

LEUCO
4.860
3.610
3.300
3.617
5.710
4.250
5.200
3.810
6.570
5.220
5.680
4.700

5.680
5.500

N° AB/SEGME
2.872
1.542
1.542
2.055
3.352
2.167
2.620
2.080
4.060
1.879
2.930
2.838
3.788
3.437

N° AB/LINF
1.438
1.438

869
1.248
1.638
1.742
1.882
1.078
2.103
1.790
5.680
1.931

1.448
1.600

PLT

469.000
470.000
582.000
281.000
419.000
447.000
537.000
319.000
493.000
861.000
468.000
565.000

495.000
547.000
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NEXO E
O PRESENTE ESTUDO UTILIZOU AS SEGUINTES BASES DE
DADOSLILACS
PUBMED
SCIELO
PERIODICOS CAPES
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