UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA CLINICA

MABEL GOMES DE BRITO FERNANDES QUEIROZ

AVALIACAO DA CONTAGEM DE CELULAS NATURAL KILLER (NK) COMO
FATOR PREDISPONENTE DE MUCOSITE E DE IMPACTO NO DESFECHO
CLINICO DURANTE A QUIMIOTERAPIA DE INDUCAO EM PACIENTES COM
LEUCEMIA AGUDA

FORTALEZA-CEARA
2025



MABEL GOMES DE BRITO FERNANDES QUEIROZ

AVALIACAO DA CONTAGEM DE CELULAS NATURAL KILLER (NK) COMO
FATOR PREDISPONENTE DE MUCOSITE E DE IMPACTO NO DESFECHO CLINICO
DURANTE A QUIMIOTERAPIA DE INDUCAO EM PACIENTES COM LEUCEMIA
AGUDA

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia. Area de  concentragio:
Farmacologia clinica.

Orientador: Prof. Dr. Roberto César Pereira
Lima Junior

FORTALEZA-CEARA
2025



Dados Internacionais de Catalogac¢io na Publicacido
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Queiroz, Mabel Gomes de Brito Fernandes.

Avaliagio da contagem de células natural killer (nk) como fator predisponente de mucosite e de impacto
no desfecho clinico durante a quimioterapia de indugéo em pacientes com leucemia aguda / Mabel Gomes
de Brito Fernandes Queiroz. — 2025.

68 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceara. Faculdade de Medicina. Mestrado Profissional
em Farmacologia Clinica. Fortaleza. 2025.
Orientacédo: Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Junior.

1. Leucemia. 2. Quimioterapia de inducdo. 3. Mucosite. 4. Células NK. I. Titulo.
CDD 615.1




MABEL GOMES DE BRITO FERNANDES QUEIROZ

AVALIACAO DA CONTAGEM DE CELULAS NATURAL KILLER (NK) COMO
FATOR PREDISPONENTE DE MUCOSITE E DE IMPACTO NO DESFECHO CLINICO
DURANTE A QUIMIOTERAPIA DE INDUCAO EM PACIENTES COM LEUCEMIA
AGUDA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia. Area de  concentragio:
Farmacologia clinica.

Aprovada em: 28/03/2025

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Junior (Orientador)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra. Dayane Alves Costa

Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz)

Prof. Dra. Silvia Maria Meira Magalhaes
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Aos meus filhos, Matheus e Bento, ¢ ao meu

esposo Daniel.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado a oportunidade de ingressar no programa de pos-
graduacao em Farmacologia e no Laboratorio de Farmacologia da Inflama¢do e do Cancer
(LAFICA).

Ao Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) pela
oportunidade de compor o clinico do laboratorio e permitir aliar pratica clinica e pesquisa
cientifica.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Roberto Cesar, por sua excelente qualidade técnica e
por ser exemplo de vocagdo de um verdadeiro professor e pesquisador.

Aos professores participantes das bancas de defesa e de qualifica¢ao, Profa. Dra.
Silvia Magalhaes e Profa. Dra. Dayane Costa, Profa. Dra. Romelia Pinheiro, Profa. Dra.
Caroline de Fatima, Prof. Dr. Pedro Everson pelo tempo dedicado e pelas valiosas
contribuigdes.

Aos colegas da pds-graduagdo pela parceria nas aulas, nos semindrios € na coleta
de dados para desenvolvimento dessa pesquisa.

Aos meus pais por sempre incentivarem meus estudos.

Aos queridos amigos, Hélio, Rebeca, Andrea e Davi, que junto comigo compde o
material humano do Laboratorio de Citometria de Fluxo do HEMOCE.

Aos pacientes portadores de leucemia aguda que mesmo diante de uma doenca

agressiva e debilitante se prontificaram a fazer parte dessa pesquisa.



“Porque a sabedoria entrara no teu coragdo, € o
conhecimento sera agradavel a turma alma. O
bom discernimento te guardard, e o
entendimento te protegerd.” (Provérbios 2:10-

11.)



RESUMO

INTRODUCAO: A leucemia aguda é uma doenca maligna caracterizada pela proliferagio
clonal de células hematopoiéticas imaturas na medula 6ssea. A mucosite gastrointestinal
corresponde ao processo inflamatdrio caracterizado por eritema e ulceragdo que pode ocorrer
em qualquer regido da mucosa digestiva e compreende um importante e dispendioso efeito
colateral associado a quimioterapia de indugao utilizada para leucemia. As células NK sao um
subtipo de linfocitos que através de diversos mecanismos desempenham um importante papel
na imunidade inata. OBJETIVOS: Avaliar a correlagdo entre a contagem de células NK e o
desenvolvimento de mucosite oral e diarreia nos pacientes portadores de leucemia aguda
submetidos a quimioterapia de indugdo. MATERIAIS E METODOS: O estudo seguiu um
modelo prospectivo, observacional e analitico, tendo como populagdo-alvo os pacientes com
leucemia aguda. A amostra foi composta por 70 pacientes diagnosticados no periodo de
agosto de 2023 a dezembro de 2024. Para coleta dos dados, foram utilizados percentual de
células NK determinado por citometria de fluxo de material proveniente de medula 6ssea ou
sangue periférico, prontuarios eletronicos e um formulério de coleta de dados elaborado pelos
autores. RESULTADOS: A idade média dos pacientes foi de 43 anos com uma faixa variando
de 21 a 68 anos. O feno6tipo mais encontrado das leucemias em nosso estudo foi a leucemia
mieloide aguda, que correspondeu a 47 pacientes (67,1%); com relacio ao risco
citogenético/molecular, a maioria dos pacientes (63,2%) foi classificada como alto risco. Em
relacdo aos efeitos adversos gastrointestinais, 36 pacientes (59%) apresentaram algum grau de
mucosite oral e 31 pacientes (50,8%) apresentaram algum grau de diarreia. No que diz
respeito a infecg¢do, 53 pacientes (86,9%) apresentaram neutropenia febril e 46 pacientes
(75,4%) apresentaram algum grau de infeccdo com foco definido. Quando se avaliaram as
amostras de 27 pacientes que realizaram percentual de células NK antes e apds quimioterapia
de inducdo, a maioria dos pacientes (77,7%) apresentou queda no valor de células NK apds
tratamento, € se observou uma associagdo significativa com a presenca de mucosite oral e
diarreia, quantidade de linfécitos T, mondcitos e desfecho clinico quando a queda no valor de
células NK apos quimioterapia de inducdo foi maior que 6%. CONCLUSAO: A redugio no
valor do percentual sanguineo de células NK apos tratamento apresentou associagdo com
mucosite oral, diarreia, infec¢do e com melhor taxa de resposta durante quimioterapia de
indugdo em pacientes com leucemia aguda, o que destaca a relevancia potencial das células

NK como possivel biomarcador progndstico e terapéutico nesse contexto clinico.



Palavras-chave: leucemia; quimioterapia de indu¢do; mucosite; células NK.



ABSTRACT

EVALUATION OF NATURAL KILLER (NK) CELL COUNT AS A PREDISPOSING
FACTOR FOR MUCOSITIS AND IMPACT ON CLINICAL OUTCOME DURING
INDUCTION CHEMOTHERAPY IN PATIENTS WITH ACUTE LEUKEMIA

INTRODUCTION: Acute leukemia is a malignant disease characterized by the clonal
proliferation of immature hematopoietic cells in the bone marrow. Gastrointestinal mucositis
is an inflammatory process characterized by erythema and ulceration that can occur in any
region of the digestive mucosa and is an important and costly side effect associated with
induction chemotherapy used for leukemia. NK cells are a subtype of lymphocytes that play
an important role in innate immunity through several mechanisms. OBJECTIVES: Evaluate
the correlation between NK cell count and the development of oral mucositis and diarrhea in
patients with acute leukemia undergoing induction chemotherapy. MATERIALS AND
METHODS: The study followed a prospective, observational and analytical model, with
patients with acute leukemia as the target population. The sample consisted of 70 patients
diagnosed between August 2023 and December 2024. For data collection, the percentage of
NK cells determined by flow cytometry of material from bone marrow or peripheral blood,
electronic medical records, and a data collection form prepared by the authors were used.
RESULTS: The mean age of patients was 43 years, with a range from 21 to 68 years. The
most common leukemia phenotype in our study was acute myeloid leukemia, which
corresponded to 47 patients (67.1%); regarding cytogenetic/molecular risk, most patients
(63.2%) were classified as high risk. Regarding gastrointestinal adverse effects, 36 patients
(59%) had some degree of oral mucositis and 31 patients (50.8%) had some degree of
diarrhea. Regarding infection, 53 patients (86.9%) had febrile neutropenia and 46 patients
(75.4%) had some degree of infection with a defined focus. When the samples of 27 patients
who underwent NK cell percentage testing before and after induction chemotherapy were
evaluated, most patients (77.7%) showed a decrease in NK cell levels after treatment, and a
significant association was observed with the presence of oral mucositis and diarrhea, number
of T lymphocytes, monocytes and clinical outcome when the decrease in NK cell levels after
induction chemotherapy was greater than 6%. CONCLUSION: The reduction in the blood
percentage of NK cells after treatment was associated with oral mucositis, diarrhea, infection

and with a better response rate during induction chemotherapy in patients with acute



leukemia, which highlights the potential relevance of NK cells as a possible prognostic and

therapeutic biomarker in this clinical context.

Keywords: leukemia; induction chemotherapy; mucositis; NK cells.
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1 INTRODUCAO

A leucemia aguda ¢ uma doenca maligna heterogénea caracterizada pela
proliferagdo clonal de células hematopoiéticas imaturas na medula o6ssea. A depender da fase
de maturag¢do e da linhagem celular acometida, pode ser classificada em aguda ou cronica,
mieloide ou linfoide. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a leucemia aguda pela
presenca de 20% ou mais de blastos na medula dssea e/ou no sangue. (Khoury ef al, 2022)

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se que sejam
diagnosticados no Brasil 5.920 casos novos de leucemia em homens e 4.890 em mulheres a
cada triénio. O ultimo dado do Estado do Ceard computou 470 novos casos ao ano.
Anualmente a incidéncia aumenta podendo chegar a atingir 10% da populacdo acima dos 68
anos de idade. Esses dados incluem os quatro tipos mais relevantes de leucemias: leucemia
mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfoide aguda (LLA) e
leucemia linfoide cronica (LLC) em ordem decrescente de frequéncia, sendo a LMA
responsavel por 90% dos casos. Para o diagnoéstico, os estudos recomendam um aspirado de
medula dssea para citologia e citoquimica, imunofenotipagem para definicdo do subtipo e
uma bidpsia para histopatologico. (INCA, 2021)

A incidéncia das leucemias agudas varia de acordo com a idade, sendo a LMA
mais prevalente em adultos maiores de 60 anos. Em todas as faixas etarias, a incidéncia ¢
maior em homens que em mulheres e a idade média de diagnostico ¢ 68 anos. A
epidemiologia da LLA segue uma distribui¢do bimodal, o risco ¢ maior em criangas com
menos de 5 anos de idade, diminui lentamente até meados dos 20 anos € comeca a aumentar
novamente apds os 50 anos, representando uma doenca critica quando acomete adultos. Em
relacdo a linhagem, 75% dos casos se desenvolvem a partir de precursores da linhagem de
células B, com o restante dos casos consistindo em precursores malignos de células T.
(Shimony et al, 2025) (Basquiera et al, 2023)

O tratamento padrdo inicial da leucemia aguda consiste em quimioterapia de
inducdo, que geralmente requer uma internacao hospitalar de pelo menos um meés, um periodo
que esta associado a uma alta mortalidade precoce devido a doenca subjacente e as
complicacdes do tratamento. O objetivo principal do tratamento da leucemia aguda ¢ atingir a
resposta completa com o reestabelecimento da hematopoese e, consequentemente, a remissao
hematoldgica. Antes de iniciar, € conveniente realizar uma avaliagdo clinica para determinar
se o paciente ¢ considerado apto para realizar um regime intenso de quimioterapia. Embora a

idade seja apenas um, e ndo o mais importante preditor de mortalidade, a avaliagdo do risco
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de mortalidade relacionada ao tratamento geralmente ¢ mais relevante em pacientes acima de
65 anos. (Dohner et al, 2017)

A consolidagdo (fase subsequente do tratamento) ¢ realizada nos pacientes que
atingem remissao clinica, hematologica e molecular. Sabe-se que a consolidagdo € necessaria
para prolongar a duracdo da remissdo hematoldgica. O desfecho clinico varia desde a
sobrevida de alguns dias até a cura definitiva, de acordo com aspectos clinicos e bioldgicos, o
que ¢ util na estratificagcdo de risco e previsdao de desfechos. A estratificagao de risco da LMA
¢ classificada de acordo com um conjunto de alteragdes citogenéticas e moleculares conforme

listado na Tabela 1. (Kartarjian et al, 2025)

Tabela 1 — Classificacdo de risco citogenético e molecular da LMA

Risco Carioétipo Anormalidades moleculares
Baixo Inv(16), t(16:16) Cariotipo normal: NPM1 mutado sem FLT3-ITD
t(8:21) CEBPA mutado
t(15:17)
Intermediario  Cariétipo normal NPMI1 mutado com FLT3-ITD
Trissomia do 8 isolada NPMI tipo selvagem com FLT3-ITD
t(9:11) tipo selvagem

Outros indefinidos

Caridtipo complexo (trés ou
mais anormalidades
Alto citogenéticas clonais) Tp53 mutado
Monossomia: 5, 5q-, 7, 7q-,  Mutagdes do RUNX1, ASXL1, BCOR, SF3B1, SR5F2,
11g23, auséncia de t(9:11) STAG2, U2AF1 e/ou ZRSR2
NPM1 tipo selvagem e FLT3-ITD com alta frequéncia
inv(3), t(3:3) alélica

t(6:9), ou t(9:22), ou t(8:16)
Fonte: Adaptado de NCCN/LeukemiaNet

Além da presenga de alteracdes citogenéticas e moleculares desfavoraveis, outros
fatores como quantidade de leucocitos e porcentagem de blastos, grau de anemia, idade,
comorbidades, insuficiéncia renal, fatores psicoldgicos e sociais, elegibilidade a quimioterapia
intensa e/ou transplante determinam o progndstico da LMA. A sobrevida global estimada em
5 anos ¢ de 32%, podendo atingir até¢ 50% em pacientes jovens, porém ¢ menos de 10% em
pacientes com mais de 60 anos. (Short et al, 2018) (Kartarjian et al, 2025)

Semelhante a LMA, a estratificagao de risco da LLA ¢ baseada em fatores clinicos
como idade, resposta a quimioterapia, além de alteracdes genéticas recorrentes. Os fatores

progndsticos mais prevalentes estdo evidenciados na Tabela 2. Embora tenha havido melhora
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nos resultados para pacientes pediatricos, o prognéstico em adultos continua ruim. Pacientes
adultos com LLA-B apresentam alteracdes genéticas de alto risco quatro vezes mais
frequentemente que pacientes pedidtricos. Apesar das altas taxas de resposta a quimioterapia
de inducdo, apenas 30% a 40% dos pacientes adultos alcangam remissdo de longo prazo.
Pacientes idosos geralmente sdo incapazes de tolerar regimes intensos e, por esse motivo,

apresentam um prognostico particularmente ruim. (Pagliaro et al, 2024)

Tabela 2 — Preditores Progndstico nas Leucemias Linfoides Aguda

Risco padrao Alto risco
Idade <60 >60
Sexo Feminino Masculino
Raca Branca, asiatico Negro, hispanico
Obesidade Auséncia Presenca
Infiltragdo SNC Auséncia Presenca
Contagem de leucdcitos Abaixo de 30.000 Acima de 30.000
Imunofendtipo Linhagem B Linhagem T
Citogenética Hiperploidia Hipoploidia
ETV::RUNXI KMT2A4
TCF3::PBXI TCF3-HLF
DUX4, ERG BCR::ABLI
Ph like MEF2D

Doenga residual
mensuravel (DRM)

<1073 células nucleares ou

indetectavel

>1073 células nucleares

Fonte: Adaptado de Basquiera et al, 2023.

Um importante fator prognostico nas leucemias aguda ¢ a resposta ao tratamento
inicial, ou seja, a quantidade de doenga apds quimioterapia de inducdo. A doenga residual
mensuravel (DRM) ¢ a medida padrao para avaliar tal resposta, pois corresponde a presenca
de doenga em pacientes que apresentam resposta completa (RC) por andlise convencional.
Para quantificagdo da DRM, a citometria de fluxo multiparamétrica tem sido amplamente

usada por ser um método rapido, e tao sensivel quanto os estudos moleculares por reagao em
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cadeia da polimerase quantitativa (qPCR), porém requer experiéncia técnica e padronizagao.
O uso das novas tecnologias incluindo métodos de concentragdo das amostras podem detectar
a doenca em sensibilidade de 107 células. (Jonger et al, 2018) (Basquiera et al, 2023)

Um resultado de DRM positiva ¢ um preditor de resisténcia ao tratamento e de
maior chance de recaida e, dessa forma, possibilita a antecipacdo e a programacio de
intervengdes como o transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) ou terapia
direcionada para mutacdes e/ou alvos moleculares especificos. O TCTH alogénico faz parte
da terapia padrdo, permite um incremento nas taxas de resposta e possibilita aumento nas

taxas de cura de pacientes de risco intermediario e elevado. (Kartarjian et a/, 2025)

1.1 Tratamento de inducio da Leucemia Mieloide Aguda

Nas ultimas 5 décadas, a quimioterapia padrdo para tratamento da LMA foi a
combinagdo de citarabina e antraciclina (esquema comumente conhecido como 7+3), que
consiste em citarabina 100-200 mg/m2 por infusdo continua diariamente por 7 dias e
daunorrubicina 60-90 mg/m2 (ou idarrubicina 12 mg/m2) diariamente por 3 dias. Tal
protocolo ¢ considerado um modelo aceitavel de tratamento, porém est4 associado a uma taxa
de sobrevida global de longo prazo de 40% em pacientes jovens € menos de 10% nos
pacientes mais idosos que foram elegiveis a quimioterapia intensiva. (Fernandes et al, 2009)
(Burnett et al, 2013)

Existe também algumas opg¢des alternativas de tratamento, como o protocolo
FLAG mais idarrubicina (FLAG-IDA), que traz uma combinag¢do efetiva: inducdo com
citarabina em alta dose (1,5-2,0 g/m2 diariamente por 5 dias) associada a fludarabina e
idarrubicina em vez de daunorrubicina. No entanto, ¢ ainda mais intenso ¢ mais dificil de
manejar do que o 7 + 3 devido aos efeitos colaterais associados a mielossupressao. Em geral,
a citarabina em altas doses ¢ utilizada por 3 dias nas consolida¢des, mas também € uma opgao
aceitavel na terapia de inducao. (Burnett ef al, 2015)

Estudos sobre a posologia da dose de daunorrubicina evidenciaram que 60 mg/m2
diariamente por 3 dias ¢ tdo eficaz quanto 90 mg/m2, com um melhor perfil de seguranga. A
idarrubicina 12 mg/m2 diariamente por 3 dias ¢ tdo eficaz quanto daunorrubicina, e foi até
superior em alguns estudos, porém, mesmo em alguns centros oncoldgicos de referéncia, o
acesso a idarrubicina € bastante limitado. (Burnett et al, 2015)

Para pacientes jovens considerados elegiveis para terapia de inducdo, as opgdes

atuais de tratamento abrangem 7 + 3 ou regimes mais intensivos, com ou sem terapias
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direcionadas. As terapias direcionadas disponiveis incluem (1) gemtuzumab ozogamicina, um
conjugado anticorpo-medicamento, composto pelo anticorpo monoclonal direcionado ao
antigeno CD33 (comumente presente em blastos mieloides leucémicos) ligado ao agente
citotoxico caliqueamicina, (2) venetoclax, um antagonista do BCL-2, que ao se ligar ao BCL-
2 (oncogene com ag¢do antiapoptética) libera proteinas pro-apoptdticas que estavam presas a
este sitio de ligagcdo, e, quando as deixa livres, altera a permeabilidade na superficie
mitocondrial, resultando na morte da célula tumoral; os pacientes com neoplasias
hematoldgicas, incluindo a LMA, apresentam superexpressao de BCL-2, o que favorece o
bloqueio da apoptose e consequente o surgimento, crescimento € manuten¢ao do cancer, essa
superexpressao também foi implicada como um fator de resisténcia a quimioterapia, causando
a reducdo da sobrevida livre de progressao e sobrevida global dos pacientes, (3) inibidores da
tirosina quinase 3 (FLT3), midostaurin, que atua inibindo a sinaliza¢ao do receptor FLT3
induzindo a parada do ciclo celular da célula leucémica e levando a apoptose da mesma.
(Castaigne et al, 2012) (DiNaro et al, 2020) (Mark Levis et al, 2017)

O tratamento da LMA em pacientes inelegiveis para quimioterapia de alta
intensidade (seja pela idade ou pela presenca de comorbidades) ¢ um desafio constante e, por
muito tempo, foi escasso e ineficaz. A associacdo de venetoclax com LDAC (citarabina em
baixa dose, do inglés, low dose cytarabine) demonstrou melhora significativa na taxa de
remissdo e sobrevida global quando comparado com LDAC isolado, com um perfil de
seguranga aceitavel. Essa combina¢do vem se consolidando como um importante tratamento
de primeira linha para pacientes com LMA inaptos para quimioterapia intensiva. (Wei et al,
2020)

E valido destacar um subtipo distinto de LMA que foi descrito pela primeira vez
na literatura hd mais de 50 anos: a leucemia promielocitica aguda (LPA), caracterizada pela
tendéncia a distirbios hemorragicos graves. E responsavel por 10—15% dos casos de LMA, e
resulta de uma translocagdo entre os cromossomos 15 e 17, que leva a fusdo do gene da
leucemia promielocitica (PML) com o gene do receptor de acido retindico alfa (RARA). A
oncoproteina de fusdio PML-RARA induz leucemia ao bloquear a diferenciacdo mieloide
normal. (Sanz et al, 2019)

A combinacdo do acido transretinoico (ATRA) e do triéxido de arsénio (ATO) tem
sido associada a remissdo molecular e apresenta elevadas taxas de cura, porém, no
subconjunto de pacientes de alto risco, a associacdo de quimioterapia (antraciclicos) deve ser

iniciada na inducdo e na indisponibilidade do ATO. (Ravandi et al, 2017)
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1.2 Tratamento de inducio da Leucemia Linfoide Aguda

Em relagdao ao tratamento da leucemia linfoide aguda, nos ultimos anos, novas
terapéuticas foram mostradas em estudos randomizados com melhorias significativas de
sobrevida. Os resultados para adultos mais jovens foram incrementados com a adogdo de
regimes do tipo pediatrico, com o uso de doses maiores e cumulativas de medicamentos,
como corticosteroides (prednisona e/ou dexametasona), vincristina € asparaginase peguilada,
além da terapia profilatica direcionada ao sistema nervoso central, um sitio comum de
infiltragdo da doenga. (Hodby et al, 2020).

Para pacientes adultos com menos de 60 anos, o hyper-CVAD (Tabela 3)
representa uma opg¢ao de protocolo vidvel, intenso e altamente mielossupressor. O CALGB
(Tabela 4) também ¢ um protocolo reconhecido para pacientes adultos, e consiste em um
regime de inducdo inicial que inclui cinco quimioterapicos. Nao ha consenso em relagdo a
escolha ideal dos regimes, a decisdo deve ser baseada na melhor experiéncia do servigo, além
do acesso as medicagdes que, por vezes, € limitado no contexto brasileiro. Os pacientes que
atingem resposta completa recebem tratamento de consolidacdo seguido de intensificagdo
tardia e manutencao por 24 meses. (Jabbour ef al, 2021) (Larson et al,1995)

Quanto aos pacientes portadores de LLA com mais de 60 anos ou considerados
inelegiveis para quimioterapia de alta intensidade, as recomendag¢des de tratamento variam de
protocolos de baixa intensidade (com uma combinagdo de vincristina, corticosteroides, 6-
mercaptopurina), cujo objetivo ¢ apenas o controle da doenga, a protocolos de intensidade
moderada. A mortalidade associada a uma abordagem mieloablativa pode ser
substancialmente diminuida se houver substitui¢do por um condicionamento de intensidade
reduzida, sem prejuizo significativo na eficacia. (Hagop et a/, 2021) (Hunault-Berger et al,

2011)
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Tabela 3 — Protocolo Hyper-CVAD

Bloco Drogas

Blocos 1,3,5¢ 5 CFM 300mg/m? EV 2 vezes ao dia (D1-D3)
VNC 2mg EV no D4 e no D11
DOX 50mg/m? no D5

DEX 40mg uma vez ao dia D1-D4 ¢ D11-D14

Blocos2,4,6¢8  MTX lg/m? EV DI
ARA-C 3g/m? 12/12h D2-D3

Metilprednisolona 50mg EV duas vezes ao dia D1-D3

Rituximab® 375mg/m? EV dias 1 e 11 Cl ¢ C3, dias 1 ¢ 8 C2 ¢ C4

Manutencao POMP:
6-MP trés vezes ao dia (D1-D28)
MTX 20mg/m? uma vez por semana nos dias 1,8,15 ¢ 22
VCN 2mg EV uma vez por més

PDN 200mg uma vez ao dia (D1-D5)

Profilaxia SNC MTX 12mg IT

Abreviagdes: 6-MP, 6-mercaptopurina; ARA-C, citarabina; CFM, ciclofosfamida; DOX,
doxurrubicina; DEX, dexametasona; IT, intratecal; MTX, metotrexato; PDN,
prednisona; EV, endovenoso; VCN, vincristina.

*Apenas para pacientes com LLAB CD20+ com expressao >=20%

Fonte: Adaptado de Basquiera et al, 2023.

O tratamento das LLA-B com pesquisa do cromossomo filadélfia positiva (Ph+)
ou mutacdo do BCR/ABLI exige a associa¢do do inibidor de tirosina quinase (ITK), que deve
ser iniciado na fase de inducdo e mantido durante todo o tratamento e apés o TCTH. A
combinag¢do de ITK com corticosteroides se mostrou viavel e foi capaz de induzir resposta na
maioria dos pacientes com LLA Ph+ sem a necessidade de internagdo hospitalar, sendo,

portanto, uma opg¢ao de tratamento viavel. (Rousselot et a/, 2016)
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Tabela 4 — Protocolo CALGB

Fase Drogas

Indugdo CFM 1200mg/m? EV D1
DNR 45mg/m? EV D1-D3
VCN 2mg D1,8,15,22
PDN 60mg/m?/d D1-D21
L-asp 6.000UI/m? SC D5,8,11,15

Consolidagdo (x2) MTX 15mg IT D1
CFM 1g/m? EV DI
6-MP 60mg/m?/d VO D1-D14
ARA-C 75mg/m? SC D1-4 e D8-D11
VCN 2mg D15,D22
L-asp 6.000U/m? SC D15,18,22,25

Profilaxia SNC e manutengdo 54 Gy irradiagio SNC D1-D12
prolongada MTX 15mg IT D1

6-MP 60mg/m?/d VO D1-D70

MTX 20mg/m? VO D26,43,50,57,64

Intensificagdo tardia DOX 30mg/m? D1,8,15
VCN 2mg D1,8,15
DEX 10mg/m*d VO D1-D14
CFM 1000mg/m? EV D29
6-Tioguanina 60mg/m?/d VO D29-D42

ARA-C 75mg/m? SC D29-32 e 36-39

Manuten¢ao® VCN 2mg D1 a cada 4 semanas
PDN 60mg/m?*d VO D1-D5 a cada 4 semanas
MTX 20mg/m? VO D1,8,15,22 a cada 4 semanas
6-MP 60mg/m? VO D1-D28

Abreviagdes: 6-MP, 6-mercaptopurina; ARA-C, citarabina; CFM, ciclofosfamida; DEX,
dexametasona ; DOX, doxurrubicina; DNR, daunorrubicina; EV, endovenoso; IT,
intratecal; L-asp, asparaginase MTX, metotrexato; PDN, prednisona; SNC, sistema nervoso
central; SC, subcutaneo; VO, via oral; VCN, vincristina;

Fonte: Adaptado de Basquiera et al, 2023.

1.3 Toxicidade gastrointestinal induzida por quimioterapia

Os atuais protocolos de quimioterapia ndo conseguem diferenciar as cé€lulas
tumorais das normais, pois atuam de maneira inespecifica nas células que se encontram em
rapida divisdo celular. Esse fato explica parcialmente o desenvolvimento das diversas

toxicidades decorrentes das terapias oncoldgicas. Os efeitos colaterais associados a
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quimioterapias de indu¢do de leucemia e as manifestacdes clinicas sdo muito heterogéneas e
variaveis, os pacientes costumar apresentar nauseas, vomitos, alopécia, além de anemia,
neutropenia e plaquetopenia decorrente da mielotoxicidade. Alguns efeitos colaterais como
toxicidade hepatica e renal, fibrose pulmonar, mucosite intestinal e neuropatia periférica sao
caracteristicos de determinadas drogas. (Akbarali et al, 2022)

O epitélio intestinal contém células que se dividem rapidamente e,
portanto, representa um alvo significativo para os agentes quimioterapicos que atuam direta
ou indiretamente na ruptura da barreira epitelial. A incapacidade de restaurar rapidamente a
funcdo de barreira apos a quimioterapia leva ao desenvolvimento da mucosite gastrointestinal,
que corresponde ao processo inflamatério caracterizado por eritema e ulceracdo que pode
ocorrer em qualquer regido da mucosa digestiva, desde a boca ao anus. (Dahlgren et a/, 2021)

Aproximadamente 40% dos pacientes em quimioterapia antineoplasica, utilizando
doses padrdo, apresentam algum grau de mucosite. Quando a quimioterapia ¢ realizada em
altas doses e associada a radioterapia, a incidéncia de mucosite pode atingir até¢ 100%,
afetando mais de dois milhdes de pessoas no mundo a cada ano. Compreende, portanto, um
dos efeitos adversos mais impactantes, e, se nao for tratada de forma adequada e oportuna,
pode evoluir para translocagdo bacteriana, sepse e obito. (Elad et al, 2021)

No intestino saudéavel, a integridade e a homeostase da barreira epitelial sdo
mantidas por causa do processo de restituicdo e renovacdo continua, visto que na medida que
as células luminais mortas se desprendem, essas sdo simultaneamente substituidas por células
epiteliais vizinhas e por células da camada inferior do epitélio com a participagdo também das
células-tronco intestinais. Naturalmente, o DNA das células-tronco da cripta permanece bem
protegido do ambiente luminal. (Dahlgren et al, 2021)

Durante a a¢do de determinados agentes quimioterapicos, os processos de mitose
e amplificacdo nas células-tronco de criptas sdo comprometidos pela apoptose e, por esse
motivo, a regeneragdo celular do epitélio fica prejudicada, o que significa que a eliminagao
normal e continua na ponta das vilosidades ndo ¢ acompanhada por renovagdo celular
adequada. (Dahlgren et al, 2021)

A ideia de que a lesdo celular no epitélio seria responsavel pela quebra de barreira
e formacgao de tlceras foi detalhada por um modelo de cinco fases. A fase (1) de iniciagao ¢
caracterizada por lesdo direta ao DNA e pela formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que ativam diversos fatores como caspases, Bcl-2 e a via do NF-kB, dando sequéncia
a fase (2) de ativacao da sinalizacdo. Conforme foi demonstrado em modelos experimentais,

a via do NF- kB tem importante destaque porque desempenha um papel fundamental ao



26

regular citocinas pro-inflamatérias, como, por exemplo TNF-a, IL-6, IL-1, IL-18 e IL-33.
Esses efeitos causam conjuntamente a morte de células-tronco intestinais e a subsequente
quebra da barreira intestinal. (Sonis et a/, 2009) (Ribeiro et al, 2016)

Muitos desses mediadores participam ativamente da cascata inflamatéria
culminando na fase (3) representada pela amplifica¢do da sinalizacio, por meio da qual as
respostas de retroalimentacdo positiva e negativa dos fatores iniciais afetam o tecido local em
uma interacdo bioquimica complexa e mutua. Por exemplo, a via do NF-kB ativa a liberagao
de TNF-a, que por sua vez ativa mais NF-kB, aumentando a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias por células imunes como macréfagos. E um ciclo vicioso de amplificagio de
sinal, levando subsequentemente o desenvolvimento de ulceracdo epitelial. (Wang et al, 2012)

O efeito dessa cascata lesiva ¢ a descontinuidade mecanica da integridade
anatomica do epitélio mucoso e da lamina basal resultando na fase (4) definida pela presenca
de inflamacio e ulceracio da mucosa, na qual ocorre ablacdo das vilosidades epiteliais,
interrup¢do da adesdo das células epiteliais intestinais ¢ um aumento da translocacdo de
componentes luminais incluindo bactérias da microbiota do trato alimentar e células imunes
para a ldmina propria. A fase (5) final € a cicatrizacio, estigio no qual a proliferacdo, a
diferenciagdo e a maturagao epiteliais normais sao restauradas. (Al-Dasooqi et al, 2013).

A mucosite, portanto, compreende um processo biologicamente complexo, que
tem como alvo inicial as células-tronco intestinais e envolve uma sequéncia dindmica e
interativa de eventos inflamatérios em cascata que compromete mucosa € submucosa,
compreende uma lesdo multifacetada composta por participantes da resposta imune inata,
resposta inflamatoria, constituintes da microbiota do trato alimentar e elementos tardios de

cicatrizacdo e reparo (Figura 1).
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Figura 1 — Patogénese e linha do tempo da mucosite intestinal induzida por quimioterapia
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Fonte: Arte de Febe Jacobsson

A lesdo no DNA das células-tronco intestinais causada pelo efeito citostatico dos
quimioterdpicos culmina na liberagdo de EROS e de mediadores da inflamagdo, levando a
ativacdo da cascata inflamatoria e causando ulceracgdo, atrofia de vilosidades e criptas, além
da translocagdo de bactérias luminais (comensais e patogénicas) e infiltracdo de células
imunes. Em torno de 7-14 dias (2 semanas), a histologia normal ¢é restaurada e a cura atingida.
Os termos em verde mostram estratégias potenciais para intervengdo clinica: antibioticos,
probioticos, anti-oxidantes, inibidores da apoptose, anti-inflamatorios. A figura também
mostra os seis diferentes tipos de células maduras do intestino, as vilosidades presentes no
intestino delgado e os vasos linfaticos, venosos e arteriais. (Dahlgren et al, 2021)

Uma estratégia para classificar objetivamente e documentar de maneira
reprodutivel os graus de mucosite intestinal ¢ utilizar o Common Terminology Criteria for
Adverse Events (CTCAE), versdao 5.0 de novembro de 2017, um sistema de classificagao de
efeitos adversos associados a terapia oncologia. A graduagdo da toxicidade aos agentes

quimioterapicos para mucosite oral e diarreia ¢ definida conforme descrito na Tabela S.
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Tabela 5 — Critérios Terminol6gicos Comuns para Eventos Adversos Gastrointestinais

Definicao Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5
Mucosite oral: Assintomaticos ou Dor moderada ou Dor intensa, Consequéncias Morte;
distarbio caracterizado sintomas leves, ulcera que interferindo na fatais;
por ulceragdo ou intervengdo nao ndo interfere na ingestdo oral; intervengao
inflamacgdo da mucosa indicada; ingestao oral, urgente indicada;
oral. modificagdo na

dieta € indicado;

Diarreia: distarbio

. De quatro a seis Sete ou mais ..
caracterizado por um Menos de quatro q - ~ Fatal, exigindo
o < h . evacuagoes evacuagoes em 24
aumento na frequéncia evacuagdes diarreicas L tratamento Morte;
o diarreicas em 24 horas ou
e/ou evacuagoes em 24 horas; . R urgente;
horas; incontinéncia fecal,

amolecidas ou aquosas.

Fonte: CTCAE versao 5.0

A imunidade da mucosa intestinal é formada por um sistema composto por células
epiteliais, células dendriticas (DCs), e por células assassinas naturais (NK, do inglés, natural
killer), além de linfocitos intraepiteliais ¢ da lamina propria, células M e tecidos linfoides
organizados. Dentre o subgrupo de células linfoides inatas, as células NK da lamina propria
intestinal possuem um papel importante como primeira linha de defesa contra patogenos
invasores, por meio da secrecdo de citocinas, como IFN-y, e da lise de microorganismos.
(Logan et al, 2007)

As células NK presentes na mucosa intestinal ja foram relacionadas com diversas
doengas inflamatdrias, como doenga de Crohn e retocolite ulcerativa, porém o papel bioldgico
das células NK na mucosite intestinal induzida por quimioterapicos necessita ser melhor
investigado. (Yadav Pk ef al, 2011)

Lamentavelmente, a mucosite induzida por quimioterapicos continua sendo um
desafio clinico comum em pacientes oncologicos. Embora diversas medidas de prevengao
possam ser usadas, infelizmente, ainda ndo existe um tratamento direcionado € o manejo
clinico dos pacientes permanece limitado ao tratamento dos sintomas. Pacientes com essa
complicacdo requerem ampla terapia analgésica, cuidados de enfermagem adicionais € maior
tempo de internagdo. Considerando que atualmente ndo ha opgdes de tratamento direcionado,
muitos pacientes t€ém prejuizo na eficacia do protocolo devido a necessidade de reducdo de
dose, o que aumenta a mortalidade e a morbidade, além de contribuir indiretamente para o
acréscimo nos custos de saude. (Migliorati et al, 2013) (Figueiredo et al, 2013)

O amplo conhecimento acerca de preditores individuais sejam eles imunoldgicos,

genéticos e/ou moleculares que levam aos diferentes graus de lesdo intestinal por
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quimioterapia pode beneficiar os pacientes mediante o desenvolvimento de estratégias

eficazes para a prevengao e tratamento desse dispendioso efeito colateral.

1.4 O papel das células NK no sistema imunologico

Historicamente, as células assassinas naturais (NK, do inglés, natural killer)
foram descritas ha mais de 40 anos como um grande linfécito granular com a capacidade de
destruir uma célula-alvo naturalmente, realizando sua fun¢ao de morte sem a necessidade de
expansdo clonal e sem diferenciagao prévia.

O modelo predominante para o desenvolvimento e maturacdo das células NK
postula que as células precursoras hematopoiéticas comprometidas com a linhagem de células
NK derivam da medula 6ssea e migram para varios locais anatdmicos onde a sinalizacdo
dependente de IL-15 impulsiona a maturagdo para linhagem NK. Os locais de
desenvolvimento de células NK sdo numerosos e incluem o bago, figado, 6rgaos linfoides
secundarios, timo, intestino, amigdalas. (Freud et a/, 2017) (Scoville ef al, 2017)

As células NK constituem 5 a 15% dos linfocitos circulantes e morfologicamente
se assemelham a grandes linfocitos com numerosos granulos citoplasmaticos, sendo possivel
diferenciar de outros subtipos de linfocitos através da microscopia e do uso de anticorpos
monoclonais. Os antigenos utilizados para identificacdo sdo o CD56 e o CD16. Como as
células NK ndo fazem rearranjo génico, ndo expressam o receptor de linfocitos T (TCR) nem
a molécula acessoria CD3. O fenodtipo das células NK corresponde, portanto, a uma
combinagdo de marcadores, € ndo ha, portanto, um antigeno especifico que seja exclusivo a
membrana das células NK. (Abel et al, 2018)

Existem duas subpopulacdes de células NK que apresentam caracteristicas
fenotipicas e funcionais distintas entre si. Uma delas tem baixa expressdo do CD56 e alta
expressao do CD16, sdo conhecidas como células CD56dim, e correspondem a mais de 90%
das células NK humanas, sendo a populacdo mais citotoxica. Através da exocitose de
granulos citoliticos € capaz de mediar a morte de células infectadas e tumorais. (Amand ef al,
2017)

Em contraste, o segundo subtipo ¢ caracterizado pela alta expressao de CD56 e
expressdo baixa ou negativa de CD16 e por isso é chamada de CD56bright. E responsavel
pela produgdo de citocinas, incluindo interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), interleucina-10 (IL-10) e IL-13 quando expostas a estimulos ambientais, como IL1-B, IL-

2, IL-12, IL-15 e IL-18. A populagao CD56bright ¢ encontrada em menor quantidade (menos
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de 10%) no sangue, mas pode ser encontrada nos tecidos e nos linfonodos, t€ém pouca ou
nenhuma capacidade de matar espontaneamente alvos de células tumorais. Parte das
evidéncias defendem a nogao de que a progressao das células NK CD56bright para CD56dim
¢ provavelmente parte de um continuum em seu desenvolvimento, ambas com papéis distintos
e, a0 mesmo tempo, importantes durante a resposta imune humana. (Danru et al, 2024) (Wu
et al,2020)

Uma das diversas fungdes das células NK maduras ¢ a citotoxicidade direta,
processo iniciado através da alteragdo conformacional e dindmica que leva a fusdo da
membrana externa do granulo com a membrana citoplasmatica do alvo, gerando adesdo e
liberagdo direcionada de granulos liticos. Os principais contetidos presentes nesses granulos
sdo moléculas de perforina e granzima. As perforinas sdo proteinas capazes de formas poros
na membrana celular e, portanto, levar a lise osmdtica, enquanto as granzimas sdo proteases
altamente especificas com fung¢do pro-apoptdtica. Tais mecanismos integrados de exocitose de
granulos organizam uma sinapse imunoldgica que culmina na morte celular de maneira rapida
e potente, o que dificulta eventuais mecanismos de resisténcia. (Myers et al, 2021)

A capacidade das células NK de reconhecerem e atacarem células ¢ inversamente
proporcional a quantidade de expressao do complexo principal de histocompatibilidade classe
I (MHC-I) presente na superficie dessas células. Dessa forma, as células NK lisam as células-
alvo quando a expressdo do MHC-I for ausente ou deficiente na membrana. Essa capacidade ¢
conhecida com missing-self e consiste de um mecanismo de imunovigilancia, pois, como 0s
linfocitos T somente reconhecem antigenos no contexto do MHC, a perda da expressdao do
MHC representa um mecanismo de escape ao ataque dessas cé€lulas T. Este representa,
portanto, uma falha da resposta adaptativa, mas compensada por esse potencial da resposta
imune inata caracteristico das células NK. Cabe destacar que células tumorais e infectadas por
virus apresentam baixa expressdo do complexo MHC-I. (Caligiuri et al/, 2008)

E interessante destacar que a regulacdo final das células NK para citotoxicidade
direta ou tolerancia depende do equilibrio orquestrado de sinais estimulatorios versus
supressores proporcionado pela funcionalidade de trés grandes familias de receptores das
células NK, que podem ser ativadores e/ou inibitdrios. (Kruse et al, 2014)

O CD16 ¢ o receptor ativador mais potente expresso pelas células NK e ao se ligar
a por¢ao Fc dos anticorpos IgG participa da ativagdo delas por meio de um processo
conhecido como citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). O CD16 ¢ o unico
receptor que consegue ativar células NK por si s6, sem nenhuma ativagao adicional, o que

torna as células NK as principais efetoras da ADCC em humanos. Essa propriedade ¢ a base
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imunologica que compde um dos mecanismos de acdo dos anticorpos monoclonais (mAbs)
quiméricos, como rituximabe e trastuzumabe, utilizados em pacientes com canceres
hematolégicos e tumores soélidos. Varios desses mAbs estdio em amplo uso terapéutico e
mudaram a sobrevida do tratamento do cancer, demonstrando assim um potencial terapéutico
consideravel mediado pelas células NK. (Velichinskii et al, 2021)

Ainda em relagdo aos receptores ativadores encontrados nas células NK, cabe
destacar a importancia do NKG2D, uma proteina transmembrana que reconhece ligantes de
superficie expressos em células estressadas ou tumorais, ativando a resposta citotoxica. O
NKG2D esta presente em quase todas as células NK e também podem ser expressos em
linfocitos T CD8+ citétoxicos. Entre seus ligantes conhecidos, estdo produtos dos genes MHC
Ib que, diferentemente dos MHC I convencionais, aumentam sua expressdo na superficie de
células que sofreram algum tipo de estresse. Conforme foi demonstrado, os ligantes de
superficie do NKG2D tornam a célula tumoral suscetivel a citdlise pela célula NK. O
NKG2D também participa da hipdtese conhecida como “stress-triggered self” que
exemplifica mais uma das fungdes das células NK no sistema imune: o reconhecimento de
células infectadas ou transformadas por doengas por meio da regulacdo positiva de ligantes
para receptores ativadores, que ndo sao expressos em células normais. (Julia et al, 2012)
(Danru et al, 2024)

No que se refere aos receptores que inibem a atividade das células NK, temos
quatro categorias: (1) receptores do tipo imunoglobulina de células assassinas (KIRs); (2)
receptores do tipo C da lectina (NKG2A/CD9%4,); (3) receptores do tipo imunoglobulina
leucocitaria (LILRs); e (4) receptores dos checkpoints imunologicos (PD-1, TIM-3, LAG-3 e
TIGIT). Os checkpoints imunoldgicos sao pontos de controle do sistema imunologico que
evitam que o proprio sistema imunologico ataque células saudaveis, mas também podem ser
usados como mecanismo de evasdo por algumas células tumorais. O aumento da expressao de
PD-1 na superficie das células NK foi demonstrado em varias malignidades hematoldgicas, e
esse fato foi importante para aplicar na pratica clinica a terapia anti- PD-1/PD-L1.
Atualmente, os inibidores de PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) sdo usados de forma eficaz
para o tratamento de linfomas de Hodgkin e linfoma difuso de células B que foram refratarios
ou recairam apoOs tratamento inicial. (Joy Hsu ef al, 2018)

As células NK sdo as primeiras células da populacdo de linfocitos totais a se
reconstituirem ap6s o TCTH, o que ¢ uma vantagem bem atraente para aplicagdes terapéuticas
das células NK nesse contexto. O TCTH alogénico constitui uma terapia curativa de diversas

neoplasias hematologicas, e a sua eficacia reside na capacidade do sistema imunologico do
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enxerto remover células leucémicas residuais por meio de um efeito conhecido como enxerto
versus leucemia (GvL), causado espontaneamente apds o transplante ou por meio da infusao
de linfécitos T do doador. No entanto, devido a incompatibilidade entre HLA classe I e HLA
classe II do doador e do receptor, uma aloreatividade pode acontecer e levar a doenca do
enxerto versus hospedeiro (GvHD), complicagdo clinica frequente que pode atingir diversos
orgaos e que exige manejo multidisciplinar. (Dickinson et al, 2017)

O beneficio de utilizar células NK em vez de células T é o menor risco de uma
reacdo enxerto versus hospedeiro, pois as células NK geralmente ndo atacam células que
expressam moléculas HLA classe I. O uso de células NK alorreativas também ¢ uma
vantagem utilizada no TCTH. Como os genes dos receptores HLA e KIR sdo herdados
independente um do outro, nem sempre a compatibilidade HLA ¢ acompanhada da
compatibilidade KIR. Foi comprovado que a incompatibilidade KIR ¢ uma vantagem positiva
por deixar as células NK alorreativas. Sendo assim, uma etapa de selecao antes de usar células
NK alogénicas — a tipagem KIRs-HLA-I com intuito de encontrar incompatibilidades KIRs
pode ser realizada para garantir o incremento desse efeito reativo. (Mehta, Rohtesh S et al,
2018)

Essas observagdes foram evidenciadas em um estudo que mostrou o efeito
favoravel do uso de células NK haploidénticas de doadores em criangas com LLA,
demonstrando uma taxa de sobrevida maior em pacientes que receberam células NK
alorreativas. Um outro estudo usando transplantes de medula 6ssea haploidéntico com células
T depletadas para tratamento de LMA mostrou que pacientes com incompatibilidade KIR
tiveram um risco reduzido de recidiva de leucemia e ndao adquiriram GvHD, enquanto
demonstravam aumento da sobrevida global. (Beldi-Ferchiou et al, 2017) (Ruggeri, Loredana
etal,2012)

Células NK alogénicas ou singénicas sdo atualmente consideradas agentes
eficazes para combater tumores hematologicos. Em estudos prévios, a infusdo de células NK
expandidas demonstrou ser viavel e segura para aumentar sua atividade em estudos pré-
clinicos e também in vivo para pacientes com diferentes neoplasias hematologicas. (Silla et al,
2021).

Um outro papel funcional das células NK no sistema imunoldgico ¢ a producdo de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo produgdo de interferon gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral (TNF). Essas citocinas tém potentes efeitos antiproliferativos, antiangiogénicos e pro-
apoptoticos em células tumorais, além de sua capacidade de aumentar as respostas das células

T CD&+ citotoxicas. (Myers et al, 2020)
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As células NK, portanto, apresentam uma variedade de funcdes efetoras no

sistema imunoldgico que estdo resumidas na Figura 2.

Figura 2 — fungdes das células NK no sistema imunologico
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Fonte: DanRuWang et al, 2024

(A) A tolerancia das células NK depende do equilibrio orquestrado de sinais
ativadores e/ou inibitdrios.

(B) A imunovigilancia realizada através da citotoxicidade contra células tumorais
deficientes em MHC-I, que escaparam da agdo dos linfocitos T citotdxicos
(missing-self).

(C) O reconhecimento de células estressadas (infectadas ou tumorais) pelo
receptor ativador, como NKG2D.

(D) A citotoxicidade direta da células-alvo através da libera¢dao de granulos
citoliticos.

(E) A apoptose endogena de células-alvo por meio da ligacdo de moléculas da
familia TNF de membrana aos ligantes da membrana das células tumorais.

(F) A citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) mediado pelo
receptor CD16, que se liga a células opsonizadas por Ig (células com
anticorpos ligados a antigenos de membrana de superficie) e inicia uma cascata

de sinalizagdo, destruindo a tumoral revestida de anticorpos.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de diversos estudos evidenciarem as células NK como uma potencial
estratégia terapéutica contra o cancer, as associagdes entre a caracterizacao dessas células,
toxicidades secundarias ao tratamento quimioterapico e prognostico nas leucemias aguda
ainda sdo bastante limitados principalmente no cendrio brasileiro.

Além disso, a participacao direta das células NK na mucosite intestinal induzida
por quimioterapicos necessita ser melhor elucidada tanto em modelos experimentais como em
modelos humanos. Ao explorar o papel das células NK no contexto dos efeitos adversos
gastrointestinais ¢ do desfecho clinico decorrente do tratamento inicial das leucemias aguda,
nosso estudo almeja preencher essa lacuna de conhecimento e contribuir na identificagdao de
pacientes com maior risco de desenvolver toxicidades e resisténcia as terapias instituidas, ou

seja, preditores que serdo uteis em uma doenga tao heterogénea como a leucemia aguda.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre a contagem de células NK e o desenvolvimento de
mucosite oral e diarreia nos pacientes portadores de leucemia aguda submetidos a

quimioterapia.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar a contagem de células NK ao diagndstico em pacientes portadores
de leucemia aguda;

b) Determinar a contagem de células NK na reavaliacdo pds quimioterapia de
inducdo dos pacientes portadores de leucemia aguda;

¢) Correlacionar a quantidade de células NK com intercorréncias clinicas, eventos
gastrointestinais adversos, infecgdes e taxas de resposta ao tratamento

quimioterapico de inducio em leucemia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo do estudo, local e amostra

O estudo seguiu um modelo prospectivo, observacional e analitico.
Foram considerados elegiveis os pacientes que apresentassem os seguintes

critérios:

a) Diagnostico de leucemia mieloide aguda, leucemia promielocitica aguda e
leucemia linfoide aguda de células B e T.

b) Idade acima de 18 anos e abaixo de 70 anos;

c) Ter sido submetido a quimioterapia como regime de indugdo de leucemia
aguda;

d) Ter quantificacdo de células NK através da imunofenotipagem por citometria
de fluxo;

e) Interesse voluntario em participar da pesquisa confirmado pela assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram excluidos os pacientes que apresentaram pelo menos um dos critérios

abaixo:

a) Auséncia de informacdes sobre os ciclos de quimioterapia no prontuario;
b) Leucemia aguda secundaria a mielodisplasia, sindromes mieloproliferativas e
recaida de leucemia aguda;

¢) Idade acima de 70 anos;

4.2 Procedimento de coleta de dados

A amostra foi composta por 70 pacientes, diagnosticados entre agosto de 2023 e
dezembro de 2024. No momento da hipdtese clinica de leucemia aguda, os pacientes
realizaram a coleta de 2 ml de medula 6ssea (MO) ou sangue periférico (SP) e as amostras
foram enviadas ao Laboratorio de Citometria de Fluxo do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Ceara (HEMOCE) para definir a linhagem da célula leucémica e,

portanto, classificar fenotipicamente a leucemia (mieloide ou linfoide). Adicionalmente,
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foram quantificados os percentuais de blastos, de células NK e as demais células nucleares
como monocitos, granuldcitos, linfocitos B, linfocitos T, entre outras. Nesse momento, 0s
individuos participantes do projeto foram chamados a participar da pesquisa pelos
pesquisadores responsaveis, e convidados a assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

Apb6s a definicdo do fendtipo da leucemia, o paciente realizou exames
laboratoriais e de imagem para estadiamento e avaliagao clinica da elegibilidade para
quimioterapia de inducdo. Nesse interim, entre o inicio da quimioterapia e recuperagao
hematologica transcorreram 30 dias, as eventuais intercorréncias clinicas como infecgao,
sepse, choque cardiogénico, neuropatias, sangramentos, derrames cavitarios que aconteceram
foram também registradas no estudo, incluindo os pacientes que foram a dbito.

Apos 30 dias de quimioterapia (D30), os pacientes que estavam em remissao
hematologica foram reavaliados através de nova coleta de material de MO para pesquisa de
doenga residual mensuravel, também realizado no Laboratorio de Citometria de Fluxo do
HEMOCE. Nesse momento foi definido também o percentual de células NK e demais células.
O fluxograma abaixo (Figura 3) descreve a jornada do paciente hematologico portador de

leucemia aguda em quimioterapia de inducao que foi incluido no nosso estudo.



Figura 3 — Fluxograma de selecao de pacientes e analise de dados
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Durante a quimioterapia os pacientes foram acompanhados através da analise de
prontuarios eletronicos e foram coletadas varidveis clinicas e patologicas, incluindo: idade,
sexo, grau de anemia, nivel de plaquetas, quantidade de leucocitos e porcentagem de blastos,
subtipo diagnostico da leucemia aguda, avaliacdo de risco molecular e citogenético, grau de
mucosite oral e grau de diarreia (indicativo de mucosite intestinal) mediante escala da
Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), presenca de nauseas, presenga
ou ndo de febre, de infec¢do, uso ou nao de antibidticos de largo espectro, presenca ou nao de
microrganismos isolados em hemoculturas, e avaliagdo de doenga residual minima. Seguem
as variaveis que foram investigadas:

Varidveis nominais:

a) Sexo (masculino/feminino)

b) Subtipo de leucemia (leucemia mieloide aguda, leucemia promielocitica aguda,

leucemia linfoide aguda B, leucemia linfoide aguda T)

¢) Protocolo de quimioterapia realizado:

1- 7+3

2- LDAC+Venetoclax

3- ATRA

4- CALGB

5- OUTROS

d) Presenca de nauseas (sim/nao)

e) Presenca de febre (sim/nao)

f) Presenca de infec¢do bacteriana (sim/nao)

g) Doenga residual mensuravel (positiva/negativa)

Variaveis ordinais:

a) Percentual de células NK no diagnostico

b) Grau de anemia no diagndstico

¢) Grau de leucocitose no diagnéstico

d) Nivel de plaquetas no diagndstico

e) Percentual de blastos no diagnostico

f) Risco molecular/citogenético: baixo, intermediario, alto, standard

g) Grau de mucosite (0/1/2/3/4/5)

h) Grau de diarreia (0/1/2/3/4/5)

1) Terapia antimicrobiana: profilaxias/1/2/3 ou mais antibidticos
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4.3 Determinacio do percentual de células NK em materiais de MO ou SP

A contagem da populagdo de células natural killer (NK) foi realizada através da
técnica de citometria de fluxo que utiliza uma combinagdo de componentes fluidicos, opticos
e eletronicos para analisar células individualmente e reunir as informacgdes obtidas para
posterior andlise. As células ou alguns dos seus componentes sdo marcados com corantes
fluorescentes e alinhados num fluxo continuo que permite a sua passagem individual frente a
luz emitida por um ou mais lasers. Os sinais gerados sdo convertidos em informacao digital da
intensidade de fluorescéncia e analisados através de softwares especializados.

As amostras foram recebidas no laboratério e avaliadas se estavam em condigoes
adequadas quanto ao aspecto e a presenca ou ndo de codgulos. Para realizacdo da contagem de
células NK, o sangue total dos pacientes foi inicialmente incubado com anticorpos
monoclonais de acordo com o painel de subpopulagdes linfocitarias que inclui os seguintes
antigenos: CD16-PE, CD56-PE, CD19-PECy7, CD3-V450 ou APCH-7, CD45-Percp ou
V500, de acordo com a tabela 6.

Tabela 6 — Painel utilizado para defini¢cao de subpopulagdes linfocitarias

MARCADOR FLUOCROMO CLONE TITULACAO MARCA

CD3 V450 ou APC-H7 UCHT-1 5uL BD Biosciences

CD16 PE B73.1 SuLL BD Biosciences

CD19 PECy7 J3-119  5SuL Beckman Coulter

CD45 Percp ou V500 ou KrO HI30 SuLL BD Biosciences
Beckman Coulter

CD56 PE My31 Sul. Beckman Coulter

Fonte: elaborado pela autora

O SP ou MO foram marcados com corantes fluorescentes e submetido a um
processo com uma solu¢do de eritrélise (que lisa hemacias) e fixa leucécitos, resultando numa
suspensdo livre de hemécias. Em seguida, foi adicionado uma solugdo isotOnica tampao
fosfato salino (PBS), tornando a andlise apropriada para a leitura por citometria de fluxo.

As células NK correspondem a aproximadamente 5 a 15% dos linfocitos do
sangue e sdo caracterizadas fenotipicamente pela expressdo do antigeno de superficie
CD56/CD16 (CD, cluster of differentiation) e pela auséncia de CD3, o fenttipo (CD3-
/CD16+/CD56+) corresponde as células NK que foram quantificadas no presente estudo.

ApoOs processamento, as amostras foram adquiridas no equipamento BD FACSCANTO I,
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sendo um total de 30 mil eventos no diagndstico e 1 milhdo de eventos na reavaliacao apods 30
dias do inicio da quimioterapia (na pesquisa de doenga residual minima).

Em seguida foram analisadas e quantificadas no software Infinicyt versao 2.0,
conforme Figura 4. Algumas amostras foram analisadas também no contador hematoldgico
para definicdo da leucometria total. Os resultados foram expressos em percentual de células

NK do total de linfocitos.

Figura 4 — Estratégia de caracterizacdo de células NK por citometria de fluxo.
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(A) Para selecao da populagdo de células NK foi realizado inicialmente um
gate na populacdo de linfocitos totais de acordo com as caracteristicas de
tamanho (FSC- forward scatter) e granulosidade (SSC- side scatter).

(B) Em seguida, foi determinado um dot plot SSCxCD56/CD16, que
representa a caracteristica de dispersdao de luz em combinagdo com o
CD56/CD16 e realizado um gate, evidenciando a populagdo de célula NK em
azul (padrao homogéneo forte de CD56/CD16+)
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(C) Foi realizado um dot plot SSCxCD?3 para delimitar a populacdo de linfocitos T
CD3+ (em verde) e confirmar a populacdo de células NK em azul (CD3-
/CD56+/CD16+).

(D) Também foi realizado um dot plot CD19xCD3 para delimitar a populacdo de
linfocitos B CD19+ (em rosa), linfécitos T (em verde) e evidenciar a populacao

de células NK em azul (CD19-/CD3-/CD56+/CD16+).
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Fonte: elaborado pela autora

(E) Caracteristica de dispersdo de luz em combinagdo com o CD45 evidenciado
mondcitos em amarelo, granuldcitos em roxo, células NK em azul, e células
blasticas leucémicas em vermelho.

(F) Padrao normal homogéneo forte de células NK CD56+/CD16+ destacadas em
azul. Nesse grafico evidenciada em outra perspectiva: monocitos em amarelo,
granulocitos em roxo, células Nk em azul, e células blasticas leucémicas em

vermelho.
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4.4 Analise dos dados

A anélise estatistica foi realizada com um estudo descritivo da populagao, através
da analise das medidas de tendéncia central, dispersdo e distribui¢do de frequéncia para as
categorias de mucosite, de desfecho e demais variaveis independentes.

Os dados da citometria que determinaram a contagem de células NK no
diagnostico e apos o tratamento inicial foram submetidos a curva ROC para estimativa do
ponto de corte que foi definido como variagdo > que 6% na queda do valor de células NK
antes e depois do tratamento.

Neste caso, foram considerados como baixa variacdo de queda de células NK os
que tivessem valores < ou iguais a 6% de variacdo, e como alta variacdo de queda de NK os
que tivessem valores > 6%. Os dados foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual e associados com a presenca de toxicidade intestinal e com o desfecho clinico por
meio do teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. A magnitude de cada associagao
foi estimada pela Razao de Chances (Odds Ratio, OR).

As associacdes foram consideradas estatisticamente significativas quando a
probabilidade da hipdtese nula (p) foi menor do que 5% (P <0,05). Todas as anélises foram

realizadas no software SPSS versao 20.0 para Windows adotando uma confianga de 95%.

4.5 Aspectos éticos

O Projeto de Pesquisa deste estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara/HEMOCE (Ntimero do
Parecer: 6.140.642 / CAAE: 61879922.8.0000.8152). A utilizacdo das amostras do foi feita
apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os possiveis riscos
relacionados diretamente ao manuseio de amostras de sangue dos pacientes, como exposi¢ao
por contato acidental direto por queda do tubo de coleta foram minimizados pela adogao de
técnicas seguras como manuseio somente no mesmo local de processamento das amostras e
por profissional treinado para tanto e que ja atua na rotina laboratorial. O risco a exposi¢ao
aos insumos para processamento das amostras foi amenizado pelo uso de equipamento de
protecao individual.

Foram obtidas informagdes dos prontuarios eletronicos das institui¢des
coparticipantes (Hospital Geral de Fortaleza e Hospital Universitario Walter Cantidio) para

analise de associacao clinico-patologica com os marcadores do estudo. Com o objetivo de
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minimizar os riscos de perda de dados dos prontudrios, apenas os pesquisadores envolvidos
tiveram acesso aos prontudrios dos pacientes. Foram tomados os devidos cuidados na
preservacao de condicdes de biosseguranga, incluindo a prevencdo de acidentes em
laboratorio, bem como o manejo e acondicionamento corretos dos materiais usados. Durante
todo o estudo, os procedimentos empregados resguardaram a confidencialidade das

informagdes bem como o cuidado ético com os dados.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram obtidos da analise de uma amostra de 70 pacientes com
leucemia aguda diagnosticados entre agosto de 2023 e dezembro de 2024. 36 pacientes
(51,4%) eram mulheres e 34 homens (48,6%). A idade média dos pacientes foi de 43 anos
com uma faixa variando de 21 a 68 anos. Quando separados por diagndstico, a média de idade
dos pacientes com LMA foi de 46 anos e com LLA foi de 38 anos.

Quando agrupados por faixa etdria, notou-se que 44 pacientes (66,9%) tinham
menos do que 50 anos e 26 pacientes (37,1%) tinham 50 anos ou mais. Em rela¢do ao tipo de
material das amostras analisadas, 58 amostras foram de medula 6ssea (82,9%) e 12 amostras
de sangue periférico (17,1%).

O fenotipo mais encontrado das leucemias em nosso estudo foi a leucemia
mieloide, que correspondeu a 47 pacientes (67,1%), dos quais 16 pacientes foram
diagnosticados como o subtipo mieloide promielocitica (que correspondeu a 34% das
leucemias mieloides). 17 pacientes (24,3%) foram diagnosticados com LLA-B, 5 pacientes
(7,1%) com LLA-T, e apenas 1 (1,4%) paciente com linhagem bifenotipica B e T.

Com relacao ao percentual de granuldcitos no diagndstico, 38 pacientes (54,3%)
ndo apresentaram granulocitos nas amostras de medula ou sangue periférico e 32 pacientes
(45,7%) tinham algum valor acima de zero. O percentual de monoécitos foi zero em 57
pacientes (85,1%) e em 32 pacientes (45,7%) foi acima de zero.

No que se refere ao percentual de linfécitos totais, 39 pacientes (55,7%)
apresentaram até 6% e 31 (44,3%) maior ou igual a 6%. 8 pacientes (11,8%) apresentaram até
3,5% de linfocitos B e 60 pacientes (88,2%) tinham 3,5% ou mais. O percentual de linfécitos
T dentro do total de linfocitos foi até 60% em 27 pacientes (39,1%), e maior ou igual a 60%
em 46 pacientes (60,9%).

Relativamente ao grau de anemia ao diagnostico, 12 pacientes (17,1%)
apresentaram anemia leve (Hb maior que 10 g/dL), 31 pacientes (44,3%) anemia moderada
(Hb entre 7-10 g/dL) e 27 pacientes (38,6%) anemia severa (Hb menor do que 7 g/dL). A
quantidade de leucdcitos no diagnostico foi maior ou igual a 50.000 células/uL em 22
pacientes (31,4%) e menor do que 50.000 células/uL. em 48 pacientes (68,6%).

O nivel de plaquetas foi menor do que 30.000uL em 27 pacientes (38,6%), entre
30.000 e 50.000uL em 14 pacientes (20%), entre 50.000 e 100.000uL em 17 pacientes
(24,3%) e acima de 100.000pL em 12 pacientes (17,1%).
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Quanto a presenga de blastos no sangue periférico no momento do diagnostico, 7
pacientes (57,1%) apresentaram menos do que 20%, 5 pacientes (13,5%) apresentaram entre
20-50% e 25 pacientes (67,6%) mais do que 50% do total de leucocitos.

Com relagdo ao risco citogenético/molecular, a maioria dos pacientes (63,2%) foi
classificada como alto risco (36 pacientes), 9 pacientes (15,8%) foram classificados como
baixo risco, 11 pacientes (19,3%) como risco intermediario e 1 paciente (1,8%) como risco
standard. O estudo citogenético apresentou algum tipo de alteracdo em 31 pacientes (47%),
enquanto 35 pacientes (53%) apresentaram caridtipo normal.

A pesquisa da mutacdo do BCR/ABL1 foi positiva em 6 pacientes (9,1%), a
mutagdo do FLT3 foi encontrada em 5 pacientes (7,6%) e a oncoproteina de fusdo
PML/RARA foi positiva em 13 pacientes (19,7%).

No que se refere ao protocolo de tratamento realizado, a maioria dos pacientes
(30,3%) realizou o 7+3, enquanto 16 pacientes (24,2%) realizaram o protocolo com ATRA,
14 pacientes (21,2%) realizaram CALGB, 5 pacientes (7,6%) LDAC com venetoclax.

Em relacdo aos efeitos adversos gastrointestinais secundarios & quimioterapia de
inducdo, 36 pacientes (59%) apresentaram algum grau de mucosite oral e 31 pacientes
(50,8%) apresentaram algum grau de diarreia. 12 pacientes (19,7%) apresentaram mucosite
oral grau III ou IV, e 9 pacientes (14,8%) apresentaram diarreia grau Il ou IV. De forma a
determinar os graus de mucosite, os pacientes foram classificados de acordo com os critérios
CTCAE 5.0: 19 pacientes (31,1%) apresentaram mucosite oral grau I, 5 pacientes (8,2%) grau
I, 10 pacientes (16,4%) grau III e 2 pacientes (3,3%) grau IV; 13 pacientes (21,3%)
apresentaram diarreia grau I, 9 pacientes (14,8%) apresentaram diarreia grau II, 3 pacientes
(4,9%) apresentaram grau III e 6 pacientes (9,8%) grau IV. 48 pacientes (78,7%) referiram
nauseas durante a quimioterapia.

No que diz respeito a infeccdo sistémica, 46 pacientes (75,4%) apresentaram
algum grau de infeccdo com foco definido, enquanto 15 pacientes (24,6%) ndo tiveram
infeccdo documentada. A neutropenia febril esteve presente em 53 pacientes (86,9%). As

principais caracteristicas clinico epidemioldgicas estdo descritas na Tabela 6.



Tabela 7 — Caracteristicas clinico epidemiologicas dos pacientes com Leucemia Aguda

Parimetro Total Parametro Total
Sexo Feminino 36 (51.4%) Mucosite Nao 25 (41.0%)
Masculino 34 (48.6%) Sim 36 (59.0%)
Idade <50 44 (62.9%) Diarreia Nao 30 (49.2%)
50+ 26 (37.1%) Sim 31 (50.8%)
LMA 31 (44.3%) Nao 13 (21.3%)
LPA 16 (22.9%) Nausea Sim 48 (78.7%)
Diagnéstico
LLAB 17 (24.3%)
LLAT 5(7.1%) Febre Nao 8 (13.1%)
LLA B/T 1 (1.4%) Sim 53 (86.9%)
Nao tratou 5(7.6%) Nao 15 (24.6%)
7+3 20 (30.3%) Infeccao Sim 46 (75.4%)
ATRA 16 (24.2%)
Protocolo de quimioterapia CALGB 14 (21.2%) Profilaxia 10 (16.7%)
LDAC +
VENETO 5(7.6%) Antibiético 1 8 (13.3%)
Outros 6 (9.1%) 2 12 (20.0%)
3oumais 30 (50.0%)

Fonte: elaborado pela autora
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As hemoculturas foram negativas em 39 pacientes (63,9%), 6 pacientes (9,8%)

apresentaram hemoculturas positivas para germes sensiveis e 15 pacientes (24,6%)

apresentaram hemoculturas com isolamento de bactérias multirresistentes.

Em relacdo ao perfil de antibidticos utilizados, 10 pacientes (16,7%) usaram

apenas profilaxias via oral, 8 pacientes (13,3%) realizaram uma classe de antibidticos de

amplo espectro, 12 pacientes (20%) necessitaram de duas classes de antibidticos e a maioria,

30 pacientes (50%), usou trés classes ou mais de antibidticos de largo espectro, demonstrando

um perfil de infec¢cdo mais grave.

Durante o periodo de internagdo, 52 pacientes (81,3%) apresentaram alguma

intercorréncia clinica que exigiu cuidados mais especializados, 12 pacientes (18,8%), que

corresponde a minoria, ndo apresentaram intercorréncia clinica durante quimioterapia de

indugao.
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Com relagdo ao desfecho clinico apdés 30 dias de tratamento, a maioria, 21
pacientes (31,8%), apresentou doenca residual mensuravel negativa, ou seja, a melhor
resposta esperada; 6 pacientes (8,5%) apresentaram doenga residual mensuravel positiva, 12
pacientes (17,1%) apresentaram remissdo citologica, que significa melhora do hemograma e
menos de 5% de blastos em estudo de morfologia convencional, 10 pacientes (14,2%) foram
refratirios primarios ao protocolo instituido, ou seja, ndo obtiveram resposta terapéutica
esperada, e 17 pacientes (25,8%) foram a oObito. Quando agrupados por diagnéstico, os
percentuais de Obito durante a indug¢do foram de 9 pacientes (29%) com LMA, 1 pacientes
(6,3%) com LPA e 7 pacientes (41,2%) com LLA-B.

A determinacdo do percentual de células NK por citometria de fluxo foi realizada
no diagnostico e apds a quimioterapia de indu¢do em 27 pacientes. Para avaliarmos a
correlagdo do percentual de células NK por citometria de fluxo com fatores clinico-
patolégicos incluindo eventos adversos gastrointestinais e desfecho clinico, os dados
imunofenotipicos pré e pds-quimioterapia foram submetidos a curva ROC. A estimativa do
ponto de corte, cut-off, foi o valor de 6% na varia¢do da queda do valor de células NK antes e
depois do tratamento. Neste caso, consideramos os casos com varia¢ao < ou igual a 6% como
baixa variagdo de queda, enquanto os casos com variagao >6% foram definidos com alta
variacdo (delta) de queda. Todas as caracteristicas clinicas e patoldgicas catalogadas no
estudo incluindo os grupos com variacdo na queda de células NK estdo listadas na tabela

abaixo (tabela 7).

Tabela 8 — Caracteristicas clinico-patologicas d*os pacientes com Leucemia Aguda

(Continua)
NK-pré QT NK-pés QT
(% em relagao aos (% em relagao aos
linfocitos totais, linfocitos totais, Redugéo absoluta
n=70) n=27) de LNK (n=27)
p- p- p-
Total Até 15%  >15% Valor Até 15% >15% Valor Até 6% > 6% Valor
Hospital
HUWC 20 13 7 0,589 1 5 0,241 6 0,138
(28.6%) (31.0%) (25.0%) (10.0%)  (29.4%) 0(0.0%) (28.6%)
HGF 50 29 21 9 12 6 15
(71.4%) (69.0%) (75.0%) (90.0%)  (70.6%) (100.0%) (71.4%)
Sexo
F 36 23 13 0,494 6 9 0,722 11 0,535
(51.4%) (54.8%) (46.4%) (60.0%)  (52.9%) 4 (66.7%) (52.4%)
M 34 19 15 4 8 10
(48.6%) (45.2%) (53.6%) (40.0%)  (47.1%) 2 (33.3%) (47.6%)
Idade
<50 44 25 19 0,480 8 8 0,093 11 0,174
(62.9%) (59.5%) (67.9%) (80.0%)  (47.1%) 5(83.3%) (52.4%)
50+ 26 17 9 2 9 10
(37.1%) (40.5%) (32.1%) (20.0%)  (52.9%) 1(16.7%) (47.6%)

Diagnostic
o



LMA
LPA
LLAB
LLAB

LLA B/T

Material
MO

SP
Granulécit
o

Zero

>0
Monoécitos
Zero

>0
Linfocitos
Totais

Até 6

>6

LB

Até 3,5
>3,5

LT
Até 60

>60

% Blastos
Até 60

>60

Hb
Leve (>10)

Moderada
(7-10)
Severa

(<7)
Leucocitos
<50.000

>50.000

Plaquetas
<30.000

30.00-
50.000
50.000-
100.000
>100.000

Blastos
<20%

20-50%

19
(45.2%)

(23.8%)
(21.4%)
4(9.5%)
0 (0.0%)

35
(83.3%)

(16.7%)
23
(54.8%)

(45.2%)

36
(87.8%)

(12.2%)
22
(52.4%)

(47.6%)

(17.5%)

(82.5%)

10
(24.4%)

31
(75.6%)*

14
(33.3%)

(66.7%)

12
(42.9%)
6
(21.4%)
8
(28.6%)
1
(3.6%)
1
(3.6%)

23
(82.1%)
5
(17.9%)

15
(53.6%)
13
(46.4%)

21
(80.8%)
5
(19.2%)

17
(60.7%)
11
(39.3%)

1
(3.6%)
27
(96.4%)

17
(60.7%)

11
(39.3%)

10
(35.7%)
18
(64.3%)

0,601

0,897

0,922

0,431

0,492

0,079

0,002

0,837

0,498

0,674

0,237

0,986

4
(40.0%)
2
(20.0%)
3
(30.0%)
1
(10.0%)

0 (0.0%)

7
(70.0%)
3
(30.0%)

7
(70.0%)
3
(30.0%)

9
(90.0%)
1
(10.0%)

7
(70.0%)
3
(30.0%)

2
(22.2%)
7
(77.8%)

5
(50.0%)

5
(50.0%)

3
(30.0%)
7

(70.0%)

4
(40.0%)
4
(40.0%)
2
(20.0%)

7
(70.0%)
3
(30.0%)

4
(40.0%)
3
(30.0%)
2
(20.0%)
1
(10.0%)

1
(25.0%)
1
(25.0%)

12
(70.6%)

(17.6%)
1 (5.9%)
1 (5.9%)
0 (0.0%)

15
(88.2%)

(11.8%)

(47.1%)

(52.9%)

14
(87.5%)

(12.5%)

(47.1%)

(52.9%)

(11.8%)

(88.2%)

(17.6%)

14
(82.4%)

(47 1%)

(52.9%)

1 (5.9%)
(47.1%)

(47.1%)

11
(64.7%)

(35.3%)

(35.3%)
(23.5%)
(23.5%)

(17.6%)

(33.3%)

(11.1%)

0,304

0,239

0,247

0,846

0,247

0,482

0,075

0,384

0,072

0,778

0,935

0,808

(Continuagdo)
14 0,312
2 (33.3%) (66.7%)
4
1(16.7%)  (19.0%)
2 (33.3%) 2(9.5%)
1(16.7%) 1 (4.8%)
0(0.0%) 0(0.0%)
17 0,895
5(83.3%) (81.0%)
4
1(16.7%) (19.0%)
12 0,756
3(50.0%) (57.1%)
9
3(50.0%) (42.9%)
6 17 0,313
(100.0%) (85.0%)
3
0(0.0%) (15.0%)
12 0,756
3(50.0%) (57.1%)
9
3(50.0%) (42.9%)
3 0,921
1(16.7%) (15.0%)
17
5(83.3%) (85.0%)
0,001
3
5(83.3%)* (14.3%)
18
(85.7%)
1(16.7%) *
9 0,675
2(33.3%) (42.9%)
12
4(66.7%) (57.1%)
0,074
3(50.0%) 2 (9.5%)
10
2 (33.3%) (47.6%)
9
1(16.7%) (42.9%)
15 0,326
3(50.0%) (71.4%)
6
3(50.0%) (28.6%)
8 0,623
2 (33.3%) (38.1%)
5
2 (33.3%) (23.8%)
4
2 (33.3%) (19.0%)
4
0(0.0%) (19.0%)
4 0,363
0(0.0%) (36.4%)
2
0(0.0%) (18.2%)
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>50%
ECO
alterado
Néao

Sim
FEVE
Até 50%

>50%

Risco
Baixo

Intermediari
o]

Alto
Standard

Cariétipo
alterado
Néao

Sim
BCRABL
mutado
Néo

Sim

FLT3
mutado

Nao

Sim
PMLRARA
mutado
Nao

Sim
Quimiotera
pia

Nao tto
7+3

Atra
CALGB
LDAC +
VENETO
Outros
Mucosite
oral

Nao
Grau |
Grau ll
Grau lll
Grau IV
Mucosite
oral

Néao

Sim

25
(67.6%)

46
(71.9%)

(28.1%)

35
(53.0%)
31
(47.0%)

60
(90.9%)

6 (9.1%)

61
(92.4%)

5 (7.6%)
53
(80.3%)

13
(19.7%)

5 (7.6%)
20

25
(41.0%)

(31.1%)
5 (8.2%)
(16.4%)
2(3.3%)
25
(41.0%)

(59.0%)

14
(66.7%)

27
(71.1%)
11
(28.9%)

0 (0.0%)

30
(100.0%)

6
(18.2%)
9
(27.3%)
17
(51.5%)

1 (3.0%)
18
(45.0%)

22
(55.0%)

37
(92.5%)

3 (7.5%)

35
(87.5%)

(12.5%)
32
(80.0%)

(20.0%)

16
(43.2%)

(56.8%)

11
(68.8%)

19
(73.1%)
7
(26.9%)

2
(10.0%)

18
(90.0%)

3
(12.5%)

2
(8.3%)
19
(79.2%)
0
(0.0%)

17
(65.4%)
9
(34.6%)

23
(88.5%)
3
(11.5%)

26
(100.0%
)

0
(0.0%)

21
(80.8%)
5
(19.2%)

2
(7.7%)
9
(34.6%)
6
(23.1%)
6
(23.1%)

1
(3.8%)
2
(7.7%)

9
(37.5%)

7
(29.2%)
4
(16.7%)
4
(16.7%)
0
(0.0%)

9
(37.5%)
15
(62.5%)

0,860

0,077

0,153

0,105

0,577

0,061

0,939

0,941

0,295

0,656

2
(50.0%)

9
(90.0%)
1
(10.0%)

0 (0.0%)

8
(100.0%)

2
(22.2%)

0 (0.0%)
6
(66.7%)
1
(11.1%)

3
(30.0%)
7
(70.0%)

8
(80.0%)
2
(20.0%)

10
(100.0%)

0 (0.0%)

8
(80.0%)
2

(20.0%)

0 (0.0%)
4
(40.0%)
2
(20.0%)
3
(30.0%)

0 (0.0%)
1
(10.0%)

2
(20.0%)
3
(30.0%)

0 (0.0%)
3
(30.0%)
2
(20.0%)

2
(20.0%)
8
(80.0%)

5
(55.6%)

13
(76.5%)
4
(23.5%)

0 (0.0%)

14
(100.0%)

4
(25.0%)
2
(12.5%)
10
(62.5%)
0 (0.0%)
10
(58.8%)

7
(41.2%)

17
(100.0%)

0 (0.0%)

13
(76.5%)

(23.5%)
14
(82.4%)

(17.6%)

0 (0.0%)
(47.1%)
(17.6%)
(11.8%)
(23.5%)

0 (0.0%)

(17.6%)
7
(41.2%)
(17.6%)
(23.5%)

0 (0.0%)

(17.6%)

(82.4%)

0,382

1,000

0,401

0,148

0,055

0,097

0,879

0,260

0,240

0,879

2
(100.0%)

5 (83.3%)

1 (16.7%)

0 (0.0%)

6
(100.0%)

0 (0.0%)
0 (0.0%)
5 (83.3%)

1 (16.7%)

1(16.7%)

5 (83.3%)

5 (83.3%)

1(16.7%)

6
(100.0%)

0 (0.0%)

5 (83.3%)

1 (16.7%)

0 (0.0%)
2 (33.3%)
1 (16.7%)
2(33.3%)
0 (0.0%)

1 (16.7%)

3 (50.0%)
2 (33.3%)
0 (0.0%)
1(16.7%)

0 (0.0%)

3 (50.0%)*

3 (50.0%)

(Continuagéo)

5
(45.5%)

17
(81.0%)
4
(19.0%)

0 (0.0%)
16
(100.0%
)

(31.6%)
(10.5%)
(57.9%)
0 (0.0%)
12
(57.1%)
(42.9%)
20
(95.2%)

1 (4.8%)

17
(81.0%)

(19.0%)
17
(81.0%)
4

(19.0%)

0 (0.0%)
(47.6%)
(19.0%)
(14.3%)
(19.0%)

0 (0.0%)

2 (9.5%)
(38.1%)
(14.3%)
(28.6%)
2 (9.5%)

2 (9.5%)

(90.5%)

0,895

1,000

0,104

0,080

0,326

0,247

0,895

0,216

0,211

0,024
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v
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Sim
Diarreia
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Grau ll
Grau lll

Grau IV

Diarreia
Nao

Sim
Diarreia
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Néo
Sim
Nausea
Néo
Sim
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Nao

Sim
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Nao
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1,00

2,00
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(80.3%)
12
(19.7%)

30
(49.2%)
13
(21.3%)
9
(14.8%)
3 (4.9%)

6 (9.8%)

30
(49.2%)

31
(50.8%)

52
(85.2%)

(14.8%)

13
(21.3%)

(78.7%)

(13.1%)

(86.9%)

15
(24.6%)

(75.4%)

39
(63.9%)

6 (9.8%)
(24.6%)

1(1.6%)

3 (8.8%)

29
(78.4%)
8
(21.6%)

15
(40.5%)
9
(24.3%)
7
(18.9%)
1(2.7%)

5
(13.5%)

15
(40.5%)

22
(59.5%)

31
(83.8%)

(16.2%)

(16.2%)

(83.8%)

(16.2%)

(83.8%)

12
(32.4%)

(67.6%)

26
(70.3%)*
0 (0.0%)
(29.7%)

0 (0.0%)

(22.2%)
3 (8.3%)
(16.7%)

(52.8%)

(20.5%)

(79.5%)

1(4.8%)

20
(83.3%)
4
(16.7%)

15
(62.5%)
4
(16.7%)
2
(8.3%)
2
(8.3%)
1
(4.2%)

15
(62.5%)

9
(37.5%)

21
(87.5%)

(12.5%)

(29.2%)

(70.8%)

(8.3%)

(91.7%)

(12.5%)
(87.5%)

13
(54.2%)

(25.0%)

(16.7%)

(4.2%)

(8.3%)
5
(20.8%)
(25.0%)

(45.8%)

(16.0%)

(84.0%)

(15.4%)

0,634

0,271

0,094

0,689

0,228

0,373

0,077

0,006

0,262

0,652

0,289

5
(50.0%)
5
(50.0%)

4
(40.0%)

0 (0.0%)
3
(30.0%)
1

(10.0%)
2
(20.0%)

4
(40.0%)

6
(60.0%)

7
(70.0%)
3
(30.0%)

1
(10.0%)
9
(90.0%)

1
(10.0%)
9
(90.0%)

2
(20.0%)
8
(80.0%)

7
(70.0%)

0 (0.0%)
3
(30.0%)

0 (0.0%)

1
(10.0%)
1
(10.0%)
4
(40.0%)
4
(40.0%)

4
(40.0%)
6
(60.0%)

0 (0.0%)

13
(76.5%)
4
(23.5%)

7
(41.2%)
3
(17.6%)
2
(11.8%)

1(5.9%)
4
(23.5%)

7
(41.2%)

10
(58.8%)

12
(70.6%)
5
(29.4%)

2
(11.8%)
15
(88.2%)

1 (5.9%)
16
(94.1%)

1 (5.9%)
16
(94.1%)

11
(64.7%)

2
(11.8%)
4
(23.5%)

0 (0.0%)

1 (5.9%)
3
(17.6%)
3
(17.6%)
10
(58.8%)

2
(12.5%)
14
(87.5%)

3
(17.6%)

0,159

0,545

0,952

0,974

0,888

0,693

0,260

0,521

0,565

0,105

0,159

(Continuagdo)

5 (83.3%)

1 (16.7%)

5 (83.3%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)

1(16.7%)

5 (83.3%)"

1 (16.7%)

5 (83.3%)

1 (16.7%)

1(16.7%)

5 (83.3%)

1(16.7%)

5 (83.3%)

2 (33.3%)

4 (66.7%)

5 (83.3%)

0 (0.0%)
1 (16.7%)

0 (0.0%)
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A avaliagdo do percentual de células NK nos 27 pacientes mostrou que houve

queda do percentual em 21 pacientes (77,8%) apds quimioterapia de indugdo. Uma queda

maior do que 6%, ou seja, uma alta varia¢do de queda de células NK foi significativa em 16

pacientes (76,2%) (p=0,001).

Um alta variagdo de queda células NK demonstrou uma associacao significativa

com a quantidade de linfécitos T pds quimioterapia, houve um aumento de linfocitos T em 18

de 21 pacientes (85,7%) quando a queda de células NK foi maior do que 6%. (p=0,001)

Uma alta varia¢dao de queda no valor de células NK depois do tratamento também

se correlacionou com a presenga de mucosite oral e diarreia, representado no Grafico 3.

Observou-se que nos pacientes em que a reducao das células NK foi alta (maior que 6%), os
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pacientes (n=19/21) apresentaram algum grau de mucosite oral (90,5%)(p=0,024). Em relacdo
a diarreia, a distribuicdo e o nivel de significancia também foram semelhantes a mucosite oral:
15 de 21 pacientes (71,4%) que tiveram alta variagdo na queda de células NK apresentaram

algum grau de diarreia (p=0,016).

Grafico 1 — toxicidade gastrointestinal

28,60%
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71,40%
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Legenda: Delta de células NK <6% (valor pré-quimioterapia de indu¢do menos valor 30 dias pds-inicio da
quimioterapia) e delta >6% nesta contagem sanguinea. As colunas azuis representam a analise da mucosite oral e
as colunas verdes a diarreia.

Fonte: elaborado pela autora

Nao foram encontradas associa¢des significativas quando a mucosite e a diarreia
foram estratificadas de acordo com o grau, assim como também ndo houve diferenca
significativa quanto a presenca de nduseas nos grupos estudados. Além disso, também ndo
foram evidenciadas associagdes significativas com idade, sexo e subtipo diagnostico.

A frequéncia de febre ndo mostrou diferenga estatistica entre os grupos
estudados, porém, a presenca de infeccdo foi significativamente maior na populagdo de
pacientes com alta variagdo na queda de células NK: 20 de 21 pacientes (90,5%) apresentaram
infec¢do com foco bem definido (p=0,099). A presenga de intercorréncias clinicas também foi
maior no grupo de pacientes com maior queda na variacdo de células NK, e, embora ndo seja
possivel concluir se houve realmente diferenga significativa (p=0,074), ¢ um dado que merece
ser destacado.

No grupo de pacientes com alta variagdo de queda de células NK apds
quimioterapia de indugdo, ou seja, queda maior do que 6%, ndo foi encontrada diferenga com

significado estatistico quanto aos desfechos. Contudo, no subgrupo em que o percentual de
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células NK em relagdo ao total de linfécitos foi menor do que 15% apds quimioterapia
(n=9/10), 90% dos pacientes apresentaram pesquisa de doenga residual mensuravel negativa
evidenciando resposta hematologica completa pds-terapia de indugdo, dado esse com

relevancia estatistica (p=0,022), conforme representado no grafico 2.

Grafico 2 — Distribui¢do das subpopulagdes linfocitarias t e NK ap6s-QT
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Fonte: elaborado pela autora

Curiosamente, nesse mesmo grupo, em todos os pacientes (n=10/10) a quantidade
de linfocitos T pds-tratamento foi de mais 60% do total de linfécitos, sugerindo uma possivel
expansdo compensatdria da populagdo de linfocitos T naqueles que tinham baixas quantidades
de células NK (Tabela 7). O percentual de mondcitos também foi maior em todos os
pacientes (n=10/10) desse grupo, inclusive com significado estatistico (p=0,033), o que
fortalece a ideia de que mecanismos compensatorios proprios da imunidade adaptativa se

revelam mais eficazes na resposta contra o cancer.
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6 DISCUSSAO

As células NK se configuram como potentes constituintes da imunidade inata e
participam de diversos mecanismos associados a terapéuticas contra neoplasias
hematologicas. Em nosso estudo, avaliamos a contagem dessas células antes e depois do
tratamento de indugdo em pacientes portadores de leucemia aguda e correlacionamos com
algumas caracteristicas clinico-patoldgicas, dentre elas a presenca de mucosite oral e diarreia,
infeccdo clinicamente documentada e resposta clinica e laboratorial ao tratamento.

Embora dados epidemioldgicos ndo estivessem inicialmente descritos nos
objetivos da nossa pesquisa, os resultados encontrados merecem ser discutidos, pois houve
uma leve divergéncia em relacdo a epidemiologia global da leucemia, visto que na literatura a
taxa de incidéncia para homens foi de 6,1 por 100.000, em comparagdao com 4,3 por 100.000
mulheres, ¢ na nossa amostra a incidéncia foi bastante equilibrada, com uma leve
predominancia do sexo feminino. (Bispo et a/, 2020)

A idade média de diagnostico da LMA segundo estatistica mundial ¢ de 68 anos,
dado bastante superior ao encontrado no nosso estudo que foi de 46 anos. No caso da LLA, a
idade média no nosso estudo foi de 38 anos, o que também discordou de alguns estudos
prévios que descreveram uma distribui¢do bimodal da LLA: 80% ocorrendo em criangas € um
segundo pico ocorrendo por volta dos 50 anos. Essas diferencas podem ser justificadas pela
dificuldade de acesso da populacdo senil aos centros oncologicos especializados, pois, no
cenario e no contexto da satde publica brasileira, as vagas da regulacdo sdo priorizadas para
0s pacientes mais jovens, uma vez que a idade € um fator determinante na elegibilidade a
quimioterapia de indugdo. (Shimony et a/, 2025) (Basquiera et al, 2023)

Em consonancia com nossos dados, um estudo realizado no Brasil avaliou 98
individuos com LMA e a média de idade no diagnostico foi 44 anos. A discordancia com a
literatura internacional quanto a significancia estatistica para essa variavel também pode estar
relacionada a incorporacao da Leucemia Promielocitica (LPA) na estatistica das leucemias
mieloides, que € prevalente em pacientes mais jovens. (Padilha ef a/, 2015)

Segundo dados epidemioldgicos mundiais, a LMA ¢ a leucemia mais comum em
adultos, e, de fato, nossos resultados sao semelhantes aos publicados: o subtipo mais comum
de leucemia no nosso estudo foi a mieloide aguda, correspondendo a 67% dos pacientes. Um
fato curioso que merece ser destacado ¢ que observamos em nosso estudo que a LPA
correspondeu a 1/3 dos casos das leucemias mieloides. Esse valor ¢ discordante da literatura

que relata a LPA responséavel por 10 a 15%. A abordagem ao paciente com suspeita de LPA
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exige um laboratorio experiente e uma confirmacgao rapida do diagnostico, seja por caridtipo
convencional, hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) ou reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa. Todos os pacientes do nosso estudo tiveram acesso a confirmagao
diagnostica realizada pelo SUS a pelo menos um desses métodos, o que reflete uma
assisténcia laboratorial integrada e especializada e pode justificar esse valor acima do descrito
na literatura. Contudo, pode ser interessante avaliar em estudos futuros a alta prevaléncia de
LPA no cenario estadual. (Sanz ef al, 2019)

Em nosso estudo, a incidéncia de toxicidade gastrointestinal foi semelhante para
mucosite oral (59%) e diarreia (50,8%) atingindo mais da metade dos pacientes. Esse achado
estd em consonancia com publicagdes cientificas anteriores que demonstraram uma faixa de
incidéncia de mucosite oral e ndo oral variando de um unico digito a bem mais de 50%,
podendo atingir 60 a 100% dos pacientes tratados com quimioterapia de alta dose,
radioterapia e transplante de medula 6ssea. (Kwon et al, 2016)

Nauseas e vomitos induzidos por quimioterapia sdo alguns dos efeitos colaterais
mais incapacitantes do tratamento do cancer. A maioria dos pacientes (78,7%) do nosso
estudo apresentou nauseas durante quimioterapia de indugdo, o que também ¢ semelhante
com que esta descrito na literatura: nduseas e vOmitos acometem cerca de 70-80% dos
pacientes em tratamento oncoldgico. Quando comparamos os grupos de acordo com
percentual de células NK antes e depois do tratamento ndo encontramos associagdes
significativas com a presenga de nduseas, o que pode ser explicado pelo fato de que ndo ha
mecanismos imunes envolvidos na fisiopatologia da resposta ao vomito, pois as evidéncias
sugerem fortemente que a émese ¢ mediada principalmente por diversos neurotransmissores
integrando o trato gastrointestinal e o sistema nervoso central. (Gupta ef at, 2021)

A mortalidade precoce continua sendo um desafio da fase inicial da quimioterapia
intensiva em pacientes com leucemia aguda. No nosso estudo, 25% dos pacientes foram a
obito, e ao buscarmos esse dado na literatura percebemos que as taxas de mortalidade sao
amplamente variaveis (10-50%), pois dependem de fatores sociodemograficos, status
mutacional, risco citogenético, e at¢ mesmo do ambiente hospitalar em que o paciente recebe
os cuidados contra o cancer. Portanto, andlises de subgrupos seriam necessarias para definir o
real valor da mortalidade precoce no nosso estudo. (Gwendolyn et al, 2017) (Koji et al, 2023)

Os principais fatores de risco associados a mortalidade precoce durante a
quimioterapia de inducdo sdo sangramento devido a trombocitopenia e complicagdes
infecciosas decorrentes do estado imunocomprometido. Em nosso estudo, a neutropenia febril

esteve presente em quase 90% dos pacientes (86,9%), e a presenga de infecc¢do clinica foi
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documentada em 75,4% pacientes. Esses achados estdo em consonéncia com ensaios clinicos
anteriores que também avaliaram pacientes em quimioterapia de inducdo intensiva, e
relataram neutropenia febril em mais de 80% dos pacientes e infecgdes em 50%-60%. (Desai
et al,2021) (Hong et al, 2016)

No nosso estudo, a presenga de infeccdo foi significativamente maior na
populagdo de pacientes com alta variagdo na queda de células NK apds tratamento, o que
pode ser justificado pelo papel citotoxico que as células NK desempenham como primeira
linha de defesa contra patdgenos virais, bacterianos e protozoarios. Conforme foi descrito na
literatura, existem vias de sinalizagdo mediadas por células NK que levam a morte de
patogenos intracelulares, através da (1) liberacao de granulos citotoxicos contendo a proteina
formadora de poros, perforina, e proteases, granzimas; seguida da ativagdo de caspases pelas
granzinas. As caspases, por sua vez, promovem a clivagem proteolitica de substratos celulares
levando a apoptose; (2) montagem dos canais, formagao de poros e troca de ions contribuem
para a perturbacdo osmdtica e levam a morte celular por necroptose ou piroptose; (3) morte
celular mediada por inflamossomo e caspases que ocorre quando patégenos extracelulares e
intracelulares ou seus produtos ativam as vias de sinalizagao do inflamossomo e a produgao
de citocinas pro-inflamatorias (IL-1b e IL-18). (Belizario et al, 2018)

O presente estudo mostrou que uma queda no percentual de células NK apos o
tratamento esteve associada ao desenvolvimento de algum grau de mucosite oral e diarreia. A
participagdo das células NK na patogénese da mucosite intestinal induzida por
quimioterapicos ndo estd claramente elucidada na literatura. No entanto, a associacdo
demonstrada nosso estudo pode ser explicada pelo papel que as células NK desempenham na
imunidade inata como primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, particularmente as
células NK da ldmina propria intestinal.

As células NK participam da imunidade inata por meio de diversos mecanismos,
dentre eles a producao de citocinas pro-inflamatoérias, sendo as principais o IFN-y e o TNF-a.
Um estudo prévio demonstrou usando um modelo animal de mucosite induzida pelo
quimioterapico S-fluorouracil, que a administragdo de pentoxifilina e talidomida, ambos
inibidores da sintese de citocinas, teve um efeito protetor e, portanto, evidenciou que TNF-a
tinha um papel importante na patogénese da mucosite oral, o que nos permite sugerir que
indiretamente as células NK, através da producdo de TNF- o, estdo associadas a esse
mecanismo. (Lima et al, 2005)

Outros estudos demonstraram que na fase ulcerativa da mucosite, as bactérias

translocam e estimulam as células circundantes a liberarem citocinas e quimiocinas para
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recrutamento de células constituintes da imunidade inata, como macrofagos, mastdcitos e
neutréfilos para produzir moléculas pro-inflamatdrias adicionais e contribuir ainda mais para
a apoptose celular. Também foi evidenciado em estudos prévios que apos a fase ulcerativa, a
matriz extracelular e as células mesenquimais submucosas interagem com células imunes
inatas para iniciar o processo de cura da mucosite oral induzida por quimiorradioterapia,
ativando a proliferagdo e diferenciacdo de células epiteliais e o restabelecimento da flora
microbiana. (Sonis et al, 2010) (Cinausero et al, 2017)

Observou-se no presente estudo uma associagao de menor frequéncia de células
NK ap6s quimioterapia com o desenvolvimento de mucosite. As células NK sdo potentes
produtoras de moléculas pré-inflamatorias e, dessa forma, participam ativamente da
imunidade inata. As complexas interagdes entre as respostas imunes inatas € o microbioma
bacteriano desempenham um papel fundamental na etiologia e na resolugdo da mucosite
induzida por quimioterapia. Embora o nosso estudo apresente limitacdes quanto a
caracterizagdo da ativagdo funcional das células NK, se considerarmos o papel pro-
inflamatorio e antimicrobiano que as células NK desempenham, podemos justificar porque a
reducdo no percentual dessas células esteve associada com o surgimento de algum grau de
mucosite e diarreia no decorrer do tratamento quimioterapico.

Em nossa amostra, observamos que no subgrupo de pacientes em que o percentual
de células NK em relagdo ao total de linfocitos foi menor do que 15% apds quimioterapia, a
taxa de resposta ao tratamento avaliada através da pesquisa de doenca residual mensuravel foi
a melhor resposta possivel, ou seja, doenga residual minima negativa. Nesse mesmo grupo de
pacientes, identificamos que o percentual de linfocitos T e de mondcitos também foi maior
em relacdo ao grupo de pacientes com percentual de células NK maior do que 15%. Em
outros termos, apds o tratamento os pacientes com menos células NK, mais linfocitos T e
mais monocitos obtiveram a melhor resposta clinica esperada, indicando uma provavel
ativacdo da imunidade adaptativa e especializagdo resposta as infeccoes.

O impacto do papel das células NK nas respostas imune antitumorais € no
progndstico das neoplasias hematologicas, embora extensamente estudado, ¢ discutivel.

Um estudo prévio demonstrou que o aumento do nimero de células NK na
medula éssea de criancas com LLA no diagndstico foi positivamente correlacionado com a
resposta ao tratamento. (Mizia-Malarz et al, 2019)

Um outro estudo examinou o fenotipo e a fungdo das células NK em pacientes
com LMA no diagndstico e apos a indu¢do e comparou com controles saudaveis da mesma

idade, esse estudo evidenciou que as c€lulas NK dos pacientes com LMA tém um fendtipo
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anormal com regulagdo negativa do receptor ativador NKp46 e regulacdo positiva do receptor
inibitorio NKG2A, levando a uma fungdo citotoxica e efetora prejudicada, e que isso foi
parcialmente corrigido apds a indugdo, durante a remissdo. Nesse estudo o aumento da
frequéncia de células NK que expressaram NKG2A e a producao prejudicada de TNF-a
foram associados a falha em atingir resposta completa apos quimioterapia de indugdo. Nesse
mesmo estudo, foi observado também uma influéncia negativa induzido por blastos de LMA,
prejudicando a capacidade do sistema imunoldgico inato de combater a proliferacdo da
leucemia. (Stringaris et al, 2014) Tal achado pode indicar que a ativagao predominante de
mecanismos inatos em detrimento dos adaptativos, mais especializados, pode ser um fator que
contribui para o escape tumoral a imunovigilancia por restringir a eficiéncia global do sistema
de controle tumoral.

Um estudo realizado em uma universidade brasileira expandiu células NK
haploidenticas doadas e infudiu em 13 pacientes com LMA recaida/refrataria de alto risco. Os
pacientes receberam quimioterapia de resgate com esquema fludarabina, citarabina em altas
doses, e fator estimulador de colonia de granuldcitos associados a infusdes repetidas de
células NK (expandidas e modificadas) trés vezes por semana em um total de seis infusdes.
Infusdes de células NK criopreservadas foram administradas com seguranca e apresentaram
bons resultados, incluindo agdo em sistema nervoso central. (Silla ez a/, 2021)

O maior percentual de linfocitos T e de mondcitos observado no grupo de
pacientes com menos células NK do nosso estudo sugere uma ativagdo maior da imunidade
adaptativa em relacdo a imunidade inata em um possivel mecanismo compensatorio de
resposta contra o cancer. A ideia de interag@o entre o sistema imune e o cancer surgiu quando
foi demonstrado que tumores desenvolvidos em camundongos imunodeficientes eram
eliminados em camundongos imunocompetentes, além da maior incidéncia de cancer em
individuos com imunodeficiéncia. Os bragos inato e adaptativo da imunidade formam um
sistema integrado de defesas do hospedeiro, e ambos participam da resposta imune contra o
cancer. A imunovigilancia corresponde a capacidade do sistema imune de reconhecer e
eliminar as células neoplasicas e, nesta etapa, as células NK determinam um papel central
principalmente pela toxicidade direta e pela expressdo de ligantes do receptor NKG2D.
(Smyth et at, 2005)

Dados obtidos de diversos estudos oferecem evidéncias de que tipos especificos
de células imunes inatas e adaptativas podem funcionar como mecanismos extrinsecos de

supressdo de tumores, porém também pode promover a progressdo do tumor. Tais acdes
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duplas de protecdo do hospedeiro e promoc¢do do tumor sdo chamadas de imunoedi¢do do
cancer. (Schreiber et al, 2011)

Em relagdo a participacao da imunidade adaptativa, esta bem estabelecido que as
respostas dos linfécitos T citotoxicos CD8+ sdo eficazes na eliminagdo de tumores em varios
modelos, especialmente para tumores que expressam moléculas MHC-1. Em diversos modelos
experimentais e em pacientes com cancer, foi demonstrado que os linfécitos T CD4+ também
podem mediar a imunidade antitumoral, seja diretamente matando células tumorais, ou
indiretamente ativando células imunes inatas ou reduzindo a angiogénese tumoral. (Kravtsov
et al, 2022)

Observou-se no presente estudo que o percentual e a funcionalidade das células
NK pode estar conectado com informagdes prognosticas, porém, ao mesmo tempo,
mecanismos de controle dos tumores hematoldgicos podem editar diversas maneiras de
escapar das respostas imunolédgicas anticancer. Esta pesquisa tem pontos fortes e perspectivas,
visto que a caracterizagdo fenotipica das células NK pode ajudar a melhorar o conhecimento
sobre o efeito citotdxico e prognodstico dessas células.

No entanto, os presentes resultados ndo permitem afirmar a atividade funcional
das células NK, o que poderia ser avaliado através da expressao de perforina ou de outros
marcadores de degranulagdo, ou ainda da expressdo dos receptores ativadores ou inibitdrios,
ou através da dosagem de fatores soliveis relacionados com a ativacdo de células NK (IL-15,
IL-12, TFN-a e IFN-y), além da dosagem de citocinas pro-inflamatérias (IL-1b, IL-18, IL-33).
Tal limitacdo atual pode ser interessante ser avaliada em estudo futuros.

E importante ser destacado que para além da caracterizagio funcional dos
receptores das células NK, também ¢ extremamente significativo avaliar a expressao € o
comportamento dos ligantes. Conforme foi demonstrado em um estudo prévio realizado em
pacientes portadores de leucemia aguda, os blastos expressaram ligantes na superficie, mas
também niveis elevados de ligantes soltiveis foram encontrados no soro dos pacientes, os
ligantes soluveis agiram reduzindo a expressdo do NKG2D e diminuindo a atividade
funcional das células NK, prejudicando a atividade antileucémica das mesmas e piorando o

prognostico da doenga. (Julia et al, 2012) (Courtney et al, 2014)
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7 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a diminui¢do no percentual de células NK apos
quimioterapia de inducao esta correlacionada com toxicidades gastrointestinais representadas
por mucosite oral e diarreia, infec¢do clinicamente documentada e taxa de resposta completa

ao tratamento inicial das leucemias aguda.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) senhor (a) esta sendo convidado (a) para participar, de forma voluntaria, da pesquisa
intitulada: AVALICAO DA CONTAGEM DE CELULAS NATURAL KILLER (NK) E DO
DESENVOLVIMENTO DE MUCOSITE ORAL E/OU INTESTINAL EM PACIENTES
PORTADORES DE NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS que estd sob a responsabilidade dos
pesquisadores: Mabel Gomes de Brito Fernandes Queiroz e Alexandre Danton Viana Pinheiro ¢ tem
como objetivos: avaliar a correlagdo entre a contagem de células NK e o desenvolvimento de mucosite
oral e/ou intestinal nos pacientes portadores de neoplasias hematologicas submetidos a quimioterapia,
determinar a contagem de células NK no diagndstico de pacientes portadores de neoplasias
hematologicas, identificar os pacientes mais susceptiveis a desenvolver mucosite grave, avaliar as
toxicidades relacionadas a quimioterapia, identificar a frequéncia genotipica e alélica dos
polimorfismos para TLR4 rs4986791 e rs4986790 e TLRY rs352140, rs5743836 e rs187084;
relacionar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos com o grau de severidade da mucosite
oral ¢ intestinal. Sua participacdo se dard por meio de analise do exame diagndstico,
imunofenotipagem por citometria de fluxo E pesquisa de polimorfismos.

Para isso precisamos que o (a) senhor (a), autorize o uso do prontuario para coleta de dados
clinicos. Suas informagdes serdo tratadas de forma anonima e confidencial, isto é, em nenhum
momento sera divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo. Os dados coletados serao utilizados
apenas nesta pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou revistas cientificas.

Esta pesquisa poderad trazer os riscos possiveis relacionados diretamente ao manuseio de
amostras de sangue dos pacientes, como exposi¢do por contato acidental direto por queda do tubo de
coleta. Tais riscos serdo minimizados pela adog¢do de técnicas seguras como manuseio somente no
mesmo local de processamento das amostras por profissional treinado para tanto e que ja atua na rotina
hospitalar. O risco a exposicdo aos insumos para processamento das amostras sera minimizado pelo
uso de equipamento de protecdo individual. Serdo obtidas, ainda, informagdes dos prontudrios para
analise de associagdo clinico-patolégica com os marcadores em estudo. O risco inerente a essa etapa
envolve o vazamento de informacdes sigilosas das pacientes. De forma a minimizar todos esses riscos,
apenas os pesquisadores envolvidos no projeto poderdo manipular o material bioldgico (amostras de
sangue) e prontuarios das pacientes, ficando estritamente proibido o uso deste material para outros fins
além dos escopos descritos neste projeto, com o objetivo de minimizar os riscos de perda de dados dos
prontuarios.

A sua participacdo ¢ de carater voluntario, isto ¢, a qualquer momento o (a) Sr. (a) pode
recusar-se a responder qualquer pergunta ou desistir de participar e retirar seu consentimento, entrando
em contato com a responsavel pela pesquisa pelo telefone 85-997735095. Sua recusa ndo trara
nenhum prejuizo em sua relagcdo com o pesquisador ou com a instituigao.

Digitais caso ndo assine
Fortaleza, de de

Participante da pesquisa Pesquisador responsavel
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ANEXO B - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

Iniciais:

Sexo:( )M ()F

Hospital de origem: ( ) HUWC ( ) HGF

Data de nascimento:  / /

Material: ( )MO ( )SP

Diagnostico: ( )LMA ( )LPA ( )LLA-B ( )LLA-T ( )Leucemia aguda linhagem ambigua
Data do exame: / /

Numero prontuario:

Numero pedido do exame:

Dados do hemograma inicial: Hb  g/dL.  Leucocitos Plaquetas

Percentual de blastos no sangue periférico:

Dados do mielograma: blastos %

Dados da imunofenotipagem:

Percentual de granuldcitos: % Monocitos % Eritroblastos % Blastos %
Linfocitos totais: % Subpopulagdes linfocitarias B: ~ % T: % NK: %

Percentual de células NK de acordo com o total de eventos: NK: %

Dados do ecocardiograma: () normal ( ) alterado /valor da fracdo de eje¢do (FEVE): %
Esquema de quimioterapia:

Data do inicio da quimioterapia (D1): _/ /

Risco molecular/citogenético: ( ) Baixo ( )Intermediario ( )Alto ( ) Risco padrdo ( ) Nao
avaliado

Caridtipo: () Nao coletado( ) Normal ( ) Alterado

fish: () Nao coletado( ) Normal ( ) Alterado

Biologia molecular: ( ) Nao coletado ( ) Mutado () Nao mutado
Grau de mucosite: () Naoapresentou ( ) [ ( )II( )III( )IV ( )V ( ) Nao avaliado
Grau de diarreia: () Nao apresentou ( ) [ ( )II( )III( )IV( ) V() Nao avaliado
Presenca de nduseas: ( ) Sim ( ) Nao

Neutropenia febril: ( ) Sim ( ) Nao

Infecgao com foco clinico documentado: ( ) Sim ( ) Nao ( ) Foco:

Hemoculturas: () Nao coletado ( ) Negativa () Positiva

Intercorréncias:

Reavaliacao no D30 (pesquisa de doenca residual mensuravel):

() Nao coletado ( ) Negativa ( ) Positiva

Data do exame: / /

Dados da imunofenotipagem:

Percentual de granulocitos: % monodcitos % eritroblastos % blastos %
Linfocitos totais: % Subpopulagdes linfocitarias B: ~ % T: % NK: %

Desfecho no D30: () Refratario primario ( ) DRM negativa ( ) DRM positiva ( ) ébito
Data da ultima avaliacdo: / /

Desfecho atual:




