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Abreviaturas e convencoes

5-NT - 5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5)

ACT — terapia celular adotiva (do inglés, Adoptive Cell Therapy)

ADA — adenosina desaminase (E.C. 3.5.4.4)

ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpos (do inglés, Antibody-
Dependent Cell-mediated Cytotoxicity)

AID — ativacdo induzida pela desaminase da citidina (do inglés, Activation-Induced
Cytidine Deaminase (E.C. 3.5.4.5))

AMPS — persulfato de amonio (do inglés amonium persulphate)

AP-1 — proteina de ativacdo 1 (do inglés, Activating Protein -1)

APC — Aloficocianina

APC-H7 — Aloficocianina conjugada com fluorocromo H7

ATP — adenosina trifosfato

BCA — método do acido bicinconinico (do inglés Bicinchoninic Acid)

BCIP — fostato dissddico 5-bromo-4-cloro-3-indolil (do inglés 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate disodium salt)

BCL2 - linfoma de linfécitos B tipo 2 (do inglés, B cell lymphoma 2).

BCR - recetor de linfocitos B (do inglés, B cell receptor)

BTK - tirosina cinase de Bruton (do inglés, Bruton’s tyrosine kinase)

BTK —tirosina cinase de Bruton (do inglés, Bruton’s tyrosine kinase) (EC 2.7.10.2)
cAMP - adenosina monofosfato ciclico (do inglés, ciclic Adenosin Monophosphate)
CAR - receptor quimérico de antigénio (do inglés, Chimeric Antigen Receptor)

CAR - receptor quimérico de antigénios (do inglés, Chimeric Antigen Receptor);

CD - Grupamento de diferenciacéo (do inglés, Cluster of Differentiation)

CDC - citotoxicidade dependente do complemento (do inglés, Complement-Dependent
Cytotoxicity).

CH2FH4 — metileno tretrahidrofolato

CHOP - ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina (adriamicina), oncovin (vincristina), e
prednisona/prednisolona)

CNOP - ciclofosfamida, mitoxantrona, oncovina (vincristina), prednisona

CSR - recombinacédo de mudanca de classe (do inglés, Class Switch Recombination)
CR —recetor do complemento (do inglés, Complement Receptor)

CTLA4 — antigénios associados a linfocitos T citotoxicos 4 (do inglés, Cytotoxic T

Lymphocyte-associated Antigen 4)



CTLA4 — antigénios associados a linfocitos T citotoxicos tipo 4 (do inglés, Cytotoxic T
Lymphocyte-associated Antigen 4);

CVP — ciclofosfamida, vincristina, prednisona

dAdo —desoxiadenosina

dADP — desoxiadenosina difosfato

dAMP — desoxiadenosina monofosfato

dATP — desoxiadenosina trifosfato

dCK — desoxicitidina cinase (E.C. 2.7.1.74)

dCyt — desoxicitidina

DHFR — dihidrofolato redutase (E.C. 1.5.1.3)

dino — desoxi-inosina

DLBCL - Linfoma B difusos de grandes células (do inglés, Difuse Large B Cell
Lymphoma)

DISC — Complexo de sinalizacdo indutor de morte (do inglés, Death-Inducing Signaling
Complex)

DNA — 4cido desoxirribonucleico

dNTPs — desoxirribonucledétidos fosfatados (do inglés, Deoxynucleoside Triphosphate)

DOX — doxorrubicina

dTMP — desoxitimidina fosfato

dUMP — desoxiuridina monofosfato

EBV — virus Epstein-Barr

Fab — fracdo da imunoglobulina (ou anticorpo) de ligacdo ao antigénio (do inglés,
Fragment antigen binding)

FADD - Proteina de dominio de morte associada a Fas (do inglés, Fas-Associated
protein with Death Domain)

FC — fludarabina, ciclofosfamida

Fc — fracdo constante/cristalizavel da imunoglobulina (ou anticorpo) (do inglés,
Fragment crystallizable)

FcR — recetor Fc

FH2 — dihidrofolato

FH, — tretrahidrofolato

FITC — Fluoresceina-5-isotiocianato

FLIPI — indice de prognéstico internacional para linfoma folicular (do ingés Follicular
Lymphoma International Prognostic Index)

FMC - fludarabina, mitoxantrona, ciclofosfamida

FSC - disperséo frontal (do inglés Forward Scatter)
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GM-CSF - fator estimulador de colbnias de granuldcitos - macréfagos (do inglés,
Granulocyte—Macrophage-Colony Stimulating Factor)

GR - recetor de glucocorticoide (do inglés, Glucocorticoid Receptor)

HACA — anticorpos anti-quiméricos (do inglés, Human Anti-Chimeric Antibodies)
HAMA — anticorpos indesejados anti-murino (do inglés, Human Anti-Mouse Antibodies)
HSP — proteinas de acompanhamento de choque térmico (do ingés Heat Shock
Proteins)

HTLV-1 — virus da leucemia humana de células T do tipo | (do inglés, HumanT-Cell
Leukemia Virus-1)

IFNy — Interferdo gama (do ingés, Interferon gamma)

IARC — Agéncia Internacional para a Investigacdo do Cancro (do ingés, International
agency for research on cancer)

Ig — imunoglobulina (ou anticorpo)

IgA — imunoglobulina A

IgD — imunoglobulina D

IgE — imunoglobulina E

IgG — imunoglobulina G

IgM — imunoglobulina M

IPI — indice de progndstico internacional (do ingés International Prognostic Index).
IPOLFG - Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil, E.P.E.
Linfocitos NK — linfocitos natural killer

LNH — linfoma ndo Hodgkin

LNH B - linfoma n&o Hodgkin de linfocitos B

MAC — complexo de ataque a membrana (do inglés, Membrane Attack Complex)
MALT - tecido linfatico associado a mucosa (do inglés, Mucosa Associated Lymphoid
Tissue)

MBL - lectina de ligagdo a manose (do inglés, Mannose-binding Lectin)

MgCl,-6H,0 — cloreto de magnésio hexahidratado

MTX — metotrexato

MT X — metotrexato poliglutamado

NAD* — dinucleétido de nicotinamida e adenina (forma oxidada)

NADH — dinucleétido de nicotinamida e adenina (forma reduzida)

NADPH — fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (forma reduzida)

NBT — cloreto de nitrotetrazolio azul (do inglés Nitrotetrazolium Blue Chloride)

NF-kB — fator nuclear kB (do inglés, Nuclear Factor-kB)

NOS3 — 6xido nitrico sintetase endotelial (E.C. 1.14.13.39)

PARP — poli ADP-ribose polimerase (E.C. 2.4.2.30)
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PBMCs — células mononucleares do sangue periférico (do inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells):

PBS — tampé&o fosfato salino (do inglés Phosphate Buffered Saline)

PE — ficoeritrina

PerCP Cy5.5 — proteina de peridinina clorofila conjugada com cianina Cy5.5,

PET — tomografia por emisséo de positres (do inglés, Positron Emissioin Tomography)
QT — quimioterapia

R — rituximab

RAG — genes ativadores da recombinacéo (do inglés, Recombination Activating Gene)
RBCL — tampé&o de lise de eritrécitos (do inglés Red Blood Cell Lysis)

RNA — &cido ribonucleico

ROS — espécies reativas de oxigénio (do inglés, Reactive Oxigen Species)

RQT - rituximab + quimioterapia

SBP — proteina de ligacao esterdide (do inglés, Steroid-Binding Protein)

SDS - dodecil sulfato de sodio

SDS -PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (do
inglés Sodium Dodecil Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SHM — hipermutag&o somatica (do inglés, Somatic Hypermutation)

SSC - dispersao ortogonal ou lateral (do inglés Side Scatter)

TBS — tampé&o salino-tris (do inglés Tris-buffered saline)

TCR —recetor de linfocito T (do inglés, T Cell Receptor).

TEMED — N, N, N’, N’ - Tetrametiletilenodiamina

TLCK — Nq-Tosil-L-lisina clorometil cetona (do inglés Ng-Tosyl-L-lysine chloromethyl
ketone hydrochloride)

TOPI — topoisomerase | (E.C. 5.99.1.2)

TOPII — topoisomerase Il (E.C. 5.99.1.3)

TS — timidilato sintetase (E.C. 2.1.1.45)

WHO - Organizacdo Mundial de Saude (do inglés, World Health Organization)

XDH - xantina oxidase (E.C.1.2.3.2)
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Resumo

Modulacéo dafuncéo e do repertério das células T por linfocitos B: caracterizagao
imunolégica de doentes com linfoma ndo Hodgkin tratados com quimioterapia,

com ou sem o anticorpo monoclonal anti-CD20, Rituximab

Linfoma n&o-Hodgkin B € um termo ndo-especifico, que inclui varias doencas malignas
linfoproliferativas com aparéncias clinica e histolégica diferentes. Os doentes com LNH
B apresentam periodos prolongados de mielo-imunossupressao ap0s a quimioterapia,
provocando um aumento do risco de infe¢Bes e possivelmente recorréncia tumoral. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de rituximab, quimioterapia e
rituximab+quimioterapia na reconstituicdo imunoldgica de 53 doentes com LNH B
tratados no IPOLFG. A caracterizagdo imunologica (leucdcitos, subpopulacdes
linfocitarias, niveis e reatividade de imunoglobulina) e clinica foram feitas no diagndstico
e periodicamente, até 13 meses apoés tratamento.

Os resultados mostraram significativa deplecéo de linfécitos B nos grupos tratados com
rituximab e rituximab+quimioterapia até 7 meses de seguimento. Nao foram observadas
alteracdes estatisticas nas concentragfes e reatividade das imunoglobulinas nem nos
nameros de linfécitos T, ao longo dos 13 meses.

Este estudo ndo mostrou influéncia dos tratamentos com rituximab, quimioterapia e

ambos no compartimento T.

Palavras-chave: Reconstituicdo imunitaria; Linfocitos T, Linfoma ndo Hodgkin B
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Abstract

B cell modulation of T cells function and repertoire: immune characterization of
non Hodgkin lymphoma patients receiving chemotherapy, with or without the
CD20 monoclonal antibody, Rituximab

Non-Hodgkin's lymphoma B is a non-specific term that includes various
lymphoproliferative malignancies with different clinical and histological appearances.
Patients with NHL B exhibit prolonged periods of myelo-immunosuppression after
chemotherapy, causing an increased risk of infection and possibly tumor recurrence. The
aim of this study was to evaluate the effect of rituximab, chemotherapy and
rituximab+chemotherapy on immune reconstitution of 53 NHL B patients treated in
IPOLFG. The immunological characterization (leukocyte, lymphocyte subpopulations
and reactivity of immunoglobulin levels) and clinical were made at diagnosis and
periodicaly, up to 13 months after treatment.

The results showed significant depletion of B lymphocytes in the groups treated with
rituximab and rituximab+chemotherapy up to 7 months of follow-up. No statistical
changes were observed in the concentrations and reactivity of immunoglobulins nor in
numbers of T lymphocytes, over the 13 months.

This study showed no effect of treatment with rituximab, chemotherapy, or both on T

compartment.

Key words: Immune reconstitution; T lymphocytes, B cell Non-Hodgkin lymphoma
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1. Fundamento teoérico

1.1. Linfomas ndo Hodgkin

Os linfomas n&o Hodgkin (LNH) ou linfomas de ndo Hodgkin representam um grupo
heterogéneo de doencas linfoproliferativas malignas com diversas carateristicas
biologicas e clinicas. Os LNH diferenciam-se dos linfomas de Hodgkin pela auséncia de
células de Reed-Sternberg e correspondem a 90% de todos linfomas (Kuppers, 1998).

Os LNH apresentam distintas origens celulares, morfologia, imunofenétipo e
alteracdes citogenéticas e moleculares. Os relatos de padrbes de comportamento
clinico e a resposta ao tratamento sdo também diversos (Evans, 2003).

Este grupo de doencas é originado nos tecidos linfaticos durante os diferentes
estadios da diferenciacdo celular dos linfocitos B, T e NK. Estas células infiltram
tipicamente os tecidos linfaticos e hematopoiéticos, podendo também estender-se a
outros 6rgdos no processo denominado metastizagdo (Hennessy, 2004; Shankland,
2012).

As fases do desenvolvimento linfocitario tém inicio nos érgaos linfaticos primarios
(medula 6ssea e timo) e posterior diferenciagdo nos tecidos linfaticos secundarios
(n6dulos linfaticos, baco, tecidos linfaticos associados a mucosa (MALT), p.e. placas de
Peyer) (Figura 1) (Cardoso, 2007).
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Figura 1. Distribuicdo dos dérgdos e vasos linfaticos (Adaptado de http://healthlifemedia.com - tltimo acesso:

01/08/2016).
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O desenvolvimento dos linfécitos B e T inicia-se na medula 6ssea a partir das células
estaminais hematopoiéticas. Ambas as popula¢des linfocitdrias completam o seu
processo evolutivo através da passagem por diversos estagios e movimentacdes
celulares correlacionados com eventos genéticos e alterag6es fenotipicas (Nogai, 2011,
Shankland, 2012). Os mudltiplos padrbes de recombinacdo genética que tém lugar
durante a maturacgéao linfocitaria B e o rearranjo dos genes do recetor de linfécitos T
(TCR) constituem 0s processos suscetiveis a distirbios que geram os distintos tipos de
linfoma (Nogai, 2011; Shankland, 2012).

1.2. Epidemiologia

O relatorio Globocan 2012 da Agéncia para a Investigagdo do Cancro (IARC) da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) revelou que os LNH apresentaram uma
incidéncia de 5,5 % e mortalidade de 2,8 % a nivel mundial nesse ano (Ferlay, 2015).
Estas percentagens traduzem os valores anuais de 14,0 milhées de novos casos e 8,2
milhdes de mortes resultantes desta patologia (Ferlay, 2013). As projecdes feitas para
2035 revelam um aumento do numero de novos casos anuais para cerca de 24,0
milhdes e do numero de vitimas mortais para 14,6 milhdes (Ferlay, 2013). Este estudo
divulgou que os LNH se situaram na 82 posicao das neoplasias mais diagnosticadas em
homens (2,9%) e em 10° lugar nas neoplasias mais diagnosticadas em mulheres (2,4%)
em todo o mundo no ano de 2012 (Figura 2) (Ferlay, 2015).
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Figura 2. Registo epidemiolégico do nimero de novos casos e nimero de mortes dos carcinomas mais frequentes

no mundo em homens e mulheres no ano de 2012 (Ferlay, 2015).



As areas com maior incidéncia de LNH incluem a América do Norte, a Europa, a
Oceénia, e ainda vérios paises africanos (Figura 3), mostrando uma relagdo com o0s
paises mais desenvolvidos (Ferlay, 2015).

A ocorréncia de LNH é superior em individuos do sexo masculino, cuja taxa mundial
ajustada para a idade é de 6,0 novos casos para cada 100 000 habitantes em oposicéo
a taxa mundial ajustada para a idade 4,1 novos casos para cada 100 000 habitantes
registada em mulheres (Ferlay, 2015).
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Figura 3. llustragao da incidéncia e mortalidade de LNH no mundo relativa ao ano de 2012. Taxa padronizada para

aidade/ 100 000 habitantes) (Ferlay, 2015).

Na Europa, Portugal foi o 6° pais com maior nimero de mortes (685 eventos) e de
novos casos de LNH (1842) no ano de 2012 (Figura 4 A). A mortalidade causada por
LNH em Portugal coloca esta doenca na 72 posicao dos cancros mais mortais (3% dos
Obitos) e a incidéncia na 72 posi¢éo, correspondendo a 4% dos novos caso de cancro
diagnosticados em Portugal (Figura 4 B) (Ferlay, 2015). Os LNH ocupam também a 72
posicdo no que respeita as neoplasias mais mortais a partir dos 60 anos de idade
(Ferlay, 2015).

As estimativas calculadas para o ano de 2035 em Portugal correspondem a um
aumento de 22,7% do numero de novos casos diagnosticados e aumento de 35,8% do
namero de mortes causadas por LNH (Ferlay, 2015). Apesar destes resultados, a
tendéncia no aumento de mortes por LNH observada durante a segunda metade do
século XX, abrandou na Europa e em outras areas desenvolvidas no inicio do presente
século como consequéncia dos avan¢os no tratamento de alguns tipos de linfomas e

nos avancgos na terapia de suporte destes doentes (Bosetti, 2008).
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Figura 4. Graficos da incidéncia e mortalidade de LNH em homens e mulheres no ano de 2012. A) Europa; B) Portugal.

Taxas padronizada para a idade por 100 000 habitantes (Ferlay, 2015).

1.3. Etiologia dos LNH

As causas exatas dos LNH séo desconhecidas, no entanto foram descritos alguns
fatores de risco e foram encontradas associagfes relacionados a este tipo de doencas
(Greer, 2013). A histéria familiar (Altieri, 2005; Wang, 2007), o sexo masculino (Fisher,
2004; Shankland, 2012) e idade superior a 60 anos séo fatores de risco bem conhecidos
(Ferlay, 2015). As principais associa¢des de alguns tipos de LNH foram feitas com as
infec6es com o virus Epstein-Barr, causador da mononucleose (Vockerodt, 2015); com
o virus do HIV, que esta na origem da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Carbone,
2009), com a bactéria H. pylori, causadora de gastrite e Ulceras gastricas (Hussell, 1993)
e com o virus da hepatite B, responsavel pela infecao aguda ou crénica do figado (Yood,
2007). A exposicao a alguns compostos (Hoar, 1986; Morrison, 1994; Vineis, 2007) e 0
desempenho de determinadas profisses foram também correlacionadas com LNH
(Blair, 1998; Mao, 2000; Wang, 2009). Na Tabela 1 estdo reunidos alguns dos fatores

epidemiolégicos associados a ocorréncia de LNH encontrados na literatura.



Tabela 1. Fatores epidemiolégicos associados ao aumento do risco de aparecimento de LNH em humanos.

Imunodeficiéncia congénita Imunodeficiéncia adquirida
Doengas autoimunes (artrite reumatoide, doenga celiaca, lupus Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Beral, 1991;
eritematoso sistémico e sindrome de Sjogren) (Boffetta, 2011); Carbone, 2009);
Virus linfotrépico da célula T humana (HTLV1) (Smith,
Sindrome de Klinefelter (Humphreys, 1997);
1991);
Imunodeficiéncia combinada severa (SCID) (Boffetta, 2011); Virus Epstein-Barr (EBV) (Vockerodt, 2015);
Virus do Herpes 8 (HHV8) (Cesarman, 1995);
Virus da hepatite B (HBV) (Yood, 2007);
Virus da hepatite C (HCV) (Saadoun, 2005);
Bactéria Chlamydia psittaci (Husain, 2007);
Bactéria Borrelia burgdorferi (Goodlad, 2000),
Bactéria Helicobacter pylori (Hussell, 1993).
Género masculino (Fisher, 2004; Shankland, 2012)
Idade (> 60 anos) (Ferlay, 2015)
Histdria familiar de LNH (Altieri, 2005; Wang, 2007)
Anterior ocorréncia de cancro (Boffetta, 2011)
Transplante de 6rgdos (medula 6ssea, rim, coragdo, ...) (Opelz, 1993)
Exposi¢dao a farmacos:
Agentes imunossupressores, (Alexander, 2007)
Antiacidos e antiulcerosos (Cimetidina) (Boffetta, 2011)
Ansioliticos (Benzodiazepina) (Boffetta, 2011)
Medicagdo antiepilética (Boffetta, 2011)
Medicagdo (Metotrexato) no tratamento de artrite reumatoide (Mariette, 2002)
Varios antibidticos (Boffetta, 2011)
Anterior terapia combinada em doentes com Linfoma de Hodgkin (List, 1986)

Historia ocupacional

Exposi¢céo Trabalho:
Herbicidas (Hoar, 1986; Morrison, 1994) Agricultura (Blair, 1998)
Pesticidas (Blair, 1998; Morrison, 1994) Silvicultura (Blair, 1998)
Cola Epodxi (Mao, 2000) Pintura (Wang, 2009)
P& de madeira (Mao, 2000) Carpintaria (Mao, 2000)
Solventes industriais (Vineis, 2007) Bronzeamento (Wang, 2009)

Tintas para o cabelo (Fisher, 2004)



1.4. Patogénese dos LNH

Os LNH resultam de uma proliferacéo progressiva de linfécitos B, T ou NK, causada
pela acumulagdo de lesbes que afetam proto-oncogenes ou genes supressores de
tumores, com consequente imortalizagdo das células (Greer, 2013). Cerca de 85% dos
LNH séo provenientes dos linfocitos B, sendo que os restantes 15% séo derivados de
linfécitos T e NK (Greer, 2013).

O desenvolvimento dos linfocitos B € iniciado na medula éssea com subsequente
diferenciacéo nos 6rgaos linfaticos secundarios. Durante estes estadios de maturacao,
ocorrem varias modificacdes no DNA que sdo essénciais para uma resposta imunitaria
adequada. Contudo, estas modificacdes podem predispor 0 aparecimento anomalias
genéticas que conduzem a evolugdo do tumor (Nogai, 2011).

Na Figura 5 estdo representados os LNH mais comuns durante as diferentes etapas

do desenvolvimento e maturagéo linfocitariaB e T.
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Figura 5. Representagdo esquematica das vias de diferenciagdo celulares dos LNH B e T/NK mais comuns (Adaptado

(Greer, 2013)).

A génese linfocitéria B € iniciada na medula éssea pela recombinagéo aleatéria dos

genes que codificam as regides variaveis das cadeias pesadas e leves da IgM de



superficie para constituir um recetor de linfécitos B (BCR) funcionalmente ativo (Lenz,
2010). Durante este processo, apenas sobrevivem e sofrem diferenciagédo os linfocitos
B cujatraducéo das regides variaveis das cadeias leves e pesadas constituem proteinas
funcionais - linfécitos pré-B. Os linfécitos que ndo cumprem esta condigdo s&o
eliminados por apoptose (Brack, 1978; Lam, 1997). Este processo € designado por
recombinacgéo V(D)J e envolve quebras da cadeia dupla de DNA através de enzimas
ativadores da recombinacdo - RAG 1 e RAG 2 (Oettinger, 1990; Schatz, 1989). Os
genes da regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina (Ig) séo formados a partir
da recombinacdo genética dos segmentos V (variavel), D (diversidade) e J (juncgé&o),
enquanto a cadeia leve da Ig é formada a partir de segmentos genéticos V e J (Brack,
1978). Uma vez expresso o BCR sob a forma de IgM de superficie, os linfocitos B naive
abandonam a medula éssea migrando para os tecidos linfaticos secundarios onde
encontram antigénios que reconhecem e onde recebem um conjunto de sinais
atribuidos pelos linfécitos T (Allen, 2007; Lenz, 2010) desencadeando a diferenciacdo
dos linfocitos B maduros. Este processo denominado de expansado clonal ocorre no
centro germinativo (Allen, 2007; Lenz, 2010), e esta associado a expressdo de IgM e
IgD de superficie (Cardoso, 2007a).

O centro germinativo é a fonte de muitos tipos de linfoma (Allen, 2007; Lenz, 2010),
sendo motivados pelas modificacdo na cadeia de DNA que ai ocorrem: a hipermutagéo
somatica (SHM) e a mudanca de classe (CSR). Ambas as reacfes sao mediadas pelo
enzima citidina-desaminase (AID), especifico de linfécitos B (Muramatsu, 2000). Estas
reacOes ocorrem em linfécitos B em rapida proliferacao (centroblastos) (LeBien, 2008)
em resposta aos linfécitos T especificos de antigénios e as células dendriticas
foliculares produtoras de antigénios (Lenz, 2010).

A SHM modifica a por¢éo V das Ig por mutacfes que introduzem pequenas delecoes,
insercdes ou pela substituicdo de um Unico nucledétido, produzindo anticorpos com maior
ou menor afinidade para o antigénio constituindo os linfécitos B maduros (Goossens,
1998). Posteriormente, os linfécitos B maduros convertem-se em linfocitos B de
memoria (possibilitando uma resposta rapida em caso de exposicdo ao mesmo
antigénio) ou em células plasmaticas (produtoras de anticorpos) (Conley, 2009;
Janeway, 2001d).

A CSR ocorre por recombinacdo de DNA nas regides de mudanca altamente
repetitivas localizadas na regiéo 5’ de cada regido constante da imunoglobullina (Manis,
2002) estimulada no decurso de uma resposta imunitaria por sinais externos tais como
citocinas libertadas por linfocitos T ou sinais mitogénicos transmitidos por agentes
patogénicos (LeBien, 2008). As porgdes do locus constante da cadeia pesada de

anticorpo sdo removidas do cromossoma e 0s segmentos genéticos que circundam a



porcdo eliminada sdo reunidos para preservar um gene de anticorpo funcional que
produz um anticorpo de isotipo diferente, mudando de classe de IgM para IgG, IgA, ou
IgE (Janeway, 2001a). Neste processo a especificidade para o antigénio ndo é afetada,
uma vez que a regido variavel permanece inalterada. Em vez disso, é mantida a
afinidade para os mesmos antigénios, mas podendo interagir com diversas moléculas
efetoras permitindo que células provenientes do mesmo linfocito B ativado produzam
anticorpos de diferentes isotipos (Janeway, 2001a).

A recombinacdo V(D)J, a SHM e a CSR representam processos especialmente
criticos que podem predispor a doencas malignas. Durante a recombinacdo V(D)J,
podem ocorrer as translocacdes mediadas pelas proteinas RAG: t(14; 18) e t(11; 14)
(Raghavan, 2004). A translocacao t(14; 18) é detetada em 80-90% dos casos de linfoma
folicular e numa frag&o dos casos de linfoma B difuso de grandes células (DLBCL). No
caso de linfoma folicular, esta translocagéo causa a justaposicdo do gene BCL2 no
cromossoma 18 a regido de cadeia pesada de Ig transcricionalmente ativa no
cromossoma 14 aumentando a producdo da proteina BCL2 que previne apoptose
(Bakhshi, 1985; Godon, 2003). De forma semelhante, a t(11; 14) justapde o gene
CCND1 ao locus V da cadeia pesada de Ig, conduzindo a sobre-expressao da ciclina
D1 alterando a progresséo do ciclo celular detetado no linfoma de células do manto
(Nogai, 2011).

A contribuicdo da SHM na linfomagénese prende-se com a a¢éo da AID na mutagéo
de genes para além dos da cadeia pesada de Ig; sendo que BCL6 frequentemente
afetado em DLBCL (Migliazza, 1995). Algumas muta¢cdes de BCL6 ocorrem num sitio
de autorregulacdo negativo, aumentando a expressdo de BCL6 e aliviando a
autorrepressdo da transcricdo (Wang, 2002) O DLBCL pode também acumular
mutacdes dependentes de AID em muitos outros genes, incluindo oncogenes tais como
MYC e PIM1 (Pasqualucci, 2001). Estas mutacdes localizam-se entre 1 a 2 kb do inicio
da transcricao e podem alterar a funcao da proteina. No entanto, a importancia destas
mutacdes é atualmente pouco clara, uma vez que também foram detetadas em células
B do centro germinal normais (Liu, 2008).

Muitos doentes portadores de leucemia linfocitica cronica mantém os genes da
cadeia pesada da imunoglobulina mutados, enquanto cerca de 35% possuem genes IgV
ndo mutados sdo associados com um pior prognostico. A dele¢cdo do cromossoma
13q14, corresponde & mutagdo genética mais comum no diagnéstico, é considerada a
lesé@o de iniciagdo que frequentemente resulta na disrupcdo dos locus supressores de
tumores DIAU2, MIR15A, MIR16A (Gaidano, 2012)

Como a CSR também envolve a quebra das cadeias de DNA, os erros na regulacéo

deste processo podem conduzir a translocagbes cromossémicas que Ssao



frequentemente detetadas no linfoma de Burkitt, caracterizada pela desregulacdo do
MYC no cromossoma 8, na maioria das vezes pela justaposicdo de MYC com o locus
pesado de Ig no cromossoma 14 via translocacao (8; 14). (Bergsagel, 1996; Nardini,
2000). Os casos de DLBCL sao também caraterizados pela elevada expressao de AID
e pela elevada frequéncia de translocacdes de mudanca de classe (Lenz, 2007)

Os linfomas provenientes de linfocitos T e de linfécitos natural killer (NK) (p.e. linfoma
extranodal de linfocitos NK/T tipo nasal) constituem neoplasias agressivas (Vose, 2008):
Estes linfomas apresentam carateristicas morfolégicas e imunofenotipicas complexas e
muitas vezes sobrepostas, com ainda relativamente pouco conhecimento da sua
patogénese molecular (Swerdlow et al., 2008). A semelhanca dos linfomas B, os
mecanismos que desencadeiam os linfomas T/NK ocorrem durante a normal maturagéo
linfocitaria (Figura 5). Os linfécitos neoplasicos partilham muitas carateristicas com as
células homodlogas normais, como o rearranjo de recetores de antigénios dos linfécitos
T (TCR) (Korsmeyer et al., 1983) que se processa de forma semelhante a recombinacgéo
V(D)J que tem lugar nos linfécitos B (Janeway, Travers, Walport, & Shlomchik, 2001b).
Também os genes dos TCR séo locais onde frequentemente ocorrem translocacdes e
em associacao a exposicao a fatores patogénicos como o virus do linfoma de linfocitos
T do adulto (HTLV-1) e o virus Epstein-Barr (EBV) poderdo estar entre as causas do

surgimento destas neoplasias (Bajor-Dattilo, Pittaluga, & Jaffe, 2013).

1.5. Descricao clinica

Os sintomas descritos na maioria dos doentes com LNH variam de acordo com a
localizag&o e comprometimento funcional do 6rgédo afetado e com a taxa de crescimento
do tumor, no entanto, ndo sao verificados quaisquer sintomas até que o 6rgao afetado
cresca o suficiente (Ansell, 2015). Deve salientar-se que os sintomas associados aos
LNH (listados na Tabela 2) podem frequentemente ser atribuidos a outras patologias
pelo que os exames de diagnostico sdo essenciais a correta identificagdo da doenca
(Ansell, 2015).



Tabela 2. Sintomas de referéncia associados a LNH.
e Linfadenopatia (> 1 cm e persisténcia > 6 semanas) (Evans & Hancock, 2003; Shankland et al., 2012);
* Hepatoesplenomegdlia (aumento do tamanho do figado e do bago); (Evans & Hancock, 2003; Shankland et al.,
2012);
e Sintomas atribuiveis a diminuigdo do nimero de células sanguineas (citopenia) (Hauswirth et al., 2008);
¢ Envolvimento extranodal (Evans, 2003; Shankland, 2012);
e Sintomas B (Evans, 2003; Shankland, 2012):
- Febre > 38 °C;
- Sudorese noturna;
- Perda de peso > 10 % nos 6 meses anteriores ao diagndstico;
e Fadiga (Gould, 2011);
e Prurido (Gould, 2011);
e Falta de ar ou tosse (Gould, 2011);
* Hematomas (Gould, 2011);
e InfecgOes recorrentes (Gould, 2011);
» Dores Osseas (Gould, 2011);
* Dor abdominal (Gould, 2011);
® Pressdo no peito (Gould, 2011);
e Indigestdo (Gould, 2011);

* Sangramento excessivo (nasal ou menorragia) (Gould, 2011).

Nos linfomas de baixo grau, a apresentacdo clinica mais comum corresponde a

adenopatias periféricas indolores e lentamente progressivas, esplenomegalia e

hepatomegalia, podendo também apresentar sintomas constitucionais, também

conhecidos como sintomas B (perda de peso > 10%, sudorese noturna e temperatura

corporal > a 38 °C) - Tabela 2 (Evans, 2012).

A maioria dos doentes com linfomas de alto grau apresentam linfadenopatia volumosa

e de rapido crescimento e mais de 1/3 dos doentes apresentam também envolvimento

extranodal sendo comumente descritos sintomas B, fadiga e fraqueza (Evans, 2003;

Gould, 2011; Shankland, 2012).

1.6. Diagnéstico e estadiamento

A andlise detalhada do doente aliada aos exames complementares de diagnostico

sdo essenciais para escolha da terapéutica mais adequada a cada patologia. Esta

andlise tem em conta o estddio, o tipo da doenca, a presengca ou auséncia de

indicadores de prognostico como o estadiamento da doenca e os estudos laboratoriais
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como analises/exames opcionais em caso de necessaria clarificacdo adicional (Ansell,
2015).

Tabela 3. Listagem de exames disponiveis realizados no decurso dos procedimentos essenciais e opcionais para o

diagndstico exato de LNH B (Adaptado (Cheson, 2014)).

Procedimentos essenciais

e Historial completo do doente, registo da taxa de crescimento, registo de sintomas, estado de
atividade;
e Exame fisico detalhado, com especial atengdo as areas nodais incluindo o anel de Waldeyer;
e Bidpsia cirurgica, permitindo a imunofenotipagem;
¢ Procedimentos laboratoriais:
e Contagem total de células sanguineas, incluindo a taxa de
sedimentacdo de eritrdcitos;
e ConcentragGes séricas de lactato desidrogenase (LDH), célcio,
acido urico, fosfatase alcalina e proteinas; eletroforese de proteinas;
¢ Avaliagdo das fungdes renal e hepatica;
» Aspirado de medula dssea para andlise genética.
e Estudos radioldgicos:
» Radiografia toracica;
* Tomografia computorizada (TC) toracica e pélvico-abdominal.

Procedimentos opcionais (dependem do quadro clinico)

* 3, microglobulina;

® Endoscopia, p.e. Linfoma MALT gastrico;

¢ Radiografias panoramicas, cintigrafia 6ssea ou ressonancia
magnética (RM);

* Tomografia por emissdo de positrées (PET);

* RM da cabeca ou da espinal medula (sintomas neuroldgicos);

e Analise de fluido cerebroespinal em doentes de risco.

O diagnéstico patolégico dos LNH é atualmente baseado na classificacao da
organizacao mundial da saude (WHO) de neoplasias linfaticas (Tabela 4) (Swerdlow,
2008). Esta classificacdo agrupa os linfomas em 4 principais categorias - neoplasias de
linfécitos B e T precursores, neoplasias de linfocitos B maduros, neoplasias de linfocitos
T / NK maduros e neoplasias associadas a imunodeficiéncia linfoproliferativa (Campo,
2011; Swerdlow, 2008). Os LNH sé&o agrupados de acordo com o tipo de célula linfatica
qgue o originou (linfécitos B, T ou NK), o tamanho das células atingidas (pequenas,
grandes ou mistas), o estadio da doenca (inicial, intermediario, avancado ou terminal),
extensdo dos locais envolvidos (nodular ou difuso) e padréo imunofenotipico (Swerdlow,

2008). O modo simplificado de classifica¢ao divide os linfomas em dois grandes grupos:
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indolentes e agressivos (Shankland, 2012). A cura de doentes com linfomas indolentes

€ menos provavel do que nos doentes com formas agressivas em que o crescimento do

tumor ocorre rapidamente. Esses Ultimos podem levar rapidamente ao 6bito se néo

tratados, mas, em geral, sdo mais curaveis (Campo, 2011).

Tabela 4. Classificacdo da Organizagao Mundial da Satide de LNH (Adaptado (Campo, 2011)) (Continua).

Origem celular do tumor

Precursores de linfocitos B

Linfécitos B maduros

Precursores de linfocitos T

Linfécitos T e NK maduros

Tumor
Precursor leucemia/linfoma B-linfoblasticos*
Leucemia linfocitica crénica de linfécitos B/ linfoma de pequenos linfécitos’
Leucemia pré-linfocitica de células B
Linfoma linfoplasmocitico®
Linfoma B da zona marginal (MALT)(z linfécitos vilosos)®
Leucemia de células pilosas’
Mieloma de células plasmaticas/plasmacitoma’
Linfoma B da zona extranodal tipo MALT"
Linfoma B da zona nodal marginal (+ linfécitos B monocitoides)"
Linfoma folicular®
Linfoma de células do Manto*

Linfoma B difuso de grandes células* (incluindo Linfoma de Grandes Células B
mediastinico (timico) and Linfoma de efusdo primaria)
Linfoma de Burkitt*

Precursor leucemia/linfoma T-linfoblasticos*

Leucemia pré-linfocitica de células T

Leucemia linfocitica granular de célulasT*

Leucemia agressiva de linfocitos NK*

Leucemia/Linfoma de linfdcitos T dos adultos* (HTLV 1-positivo)

Linfoma extra-ganglionar de células NK/T, tipo nasal*

Linfoma T tipo enteropdtico*

Linfoma Hepatosplenico de células T y-6*

Linfoma subcutaneo de células T tipo paniculite*

Micose fungdide/ Sindrome de Sézary"

Linfoma Anaplasico de Grandes Celulas, T/null ou tipo primario cutaneo*
Linfoma Anaplasico de Grandes Celulas, T/null ou tipo primario sistémico *
Linfomas T periféricos, ainda ndo caracterizados*

Linfoma de células T angioimunoblastico*

*Agressivos;

tIndolentes;

¥Indolente com progressao rapida;

+=com ou sem;

HTLV = virus linfotrépico de células T humanas; MALT = tecido linféide associado a mucosa; NK = natural killer.
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Tabela 4. Classificagdo da Organizagao Mundial da Satide de LNH (Adaptado (Campo, 2011)) (Conclusdo).

Origem celular do tumor Tumor
Doenca linfoproliferativa associada a Doencgas linfoproliferativas associadas a doengas imunes primarias
imunodeficiéncia
Doengas linfoproliferativas associadas ao virus da imunodeficiencia humana
Doengas linfoproliferativas pds-transplante

*Agressivos;

tIndolentes;

¥Indolente com progressdo rapida;
+ =com ou sem;

HTLV = virus linfotrépico de células T humanas; MALT = tecido linféide associado a mucosa; NK = natural killer.

Para identificar os doentes que mais provavelmente responderéo ao tratamento, é
usado o sistema de estadiamento de Ann Arbor (Rosenberg, 1977). Este sistema foi
desenvolvido em 1971 predominantemente para os linfomas de Hodgkin, mas foi
adaptada para definir a extensdo do tipo de LNH em adultos (Tabela 5) (Rosenberg,
1977). Este estadiamento tem em conta o niumero de locais afetados, o envolvimento
nodal ou extranodal, o local da doenca, e a presengca ou auséncia de sintomas
constitucionais. A recente incorporagdo da tomografia por emisséo de positrdes (PET)
para o estadiamento do linfoma, tornou os sintomas constitucionais menos importantes,
sendo sugerido recentemente a omisséo dos sufixos A ou B para o linfoma nao-Hodgkin
(Cheson, 2014).

Tabela 5. Estadiamento dos Linfomas nao-Hodgkin: classificagao de Ann Arbor (Adaptado (Rosenberg, 1977)).

Estadio Descricao

| Envolvimento de uma Unica regido nodal (IN) ou extranodal (IE)
Envolvimento de 2 ou mais regides nodais ou estruturas linfaticas do mesmo lado
Il do diafragma ou, ou com envolvimento de tecido ou 6rgdo extralinfatico limitado
e contiguo (lIE)
Envolvimento de regiGes nodais (> 2) em ambos os lados do diafragma (IlIN), ou
Il extraganglionares: envolvendo o bago (l1IS), rgao ou tecido extralinfatico limitado
e contiguo (llIE), ou ambos (IIES ou IINE)

Focos de envolvimento disseminados em um ou mais drgdos ou tecidos

v extralinfaticos, com ou sem envolvimento linfatico (IVNE)
A Sem sintomas sistémicos
Com sintomas sistémicos: Febre > 38°C; sudorese noturna e perda de peso > 10%
° nos 6 meses que antecedem o diagndstico
N Envolvimento nodal/ganglionar
E Envolvimento de tecido extranodal excluindo o figado e medula 6ssea
S Envolvimento do Bago
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A determinacdo de fatores de progndéstico foi desenvolvida para os subtipos de

linfoma mais comuns para estratificar e prever a sobrevivéncia em resposta ao

tratamento (Solal-Celigny, 2006). Na Tabela 6 apresenta-se o indice de progndstico

internacional (IP1) atualmente usado para classificar linfomas difusos de grandes células

B. A Tabela 7 representa o indice de progndstico internacional para linfoma folicular

(FLIPI) (Rosenberg, 1977).

Tabela 6. indice de prognéstico internacional (IPI)
aplicado a linfoma difuso de grandes células B

(Adaptado (Rosenberg, 1977)).

Fatores
Idade > 60
anos
Nivel de LDH maior do que o limite superior do
normal
ECOG performance status > 2
Estddio de Ann Harbour Il or IV
NUmero de areas nodais envolvidas > 1

Ne de fatores

Grupo de Risco SG a 3 anos (%)

0-1 Baixo 91
2 Baixo - Intermédio 81
3 Alto - Intermédio 65

4-5 Alto 59

ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group; LDH =

lactato desidrogenase; SG= sobrevivéncia global
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Tabela 7. indice de prognéstico internacional para
linfoma folicular (FLIPI) (Adaptado (Rosenberg,
1977)).
Fatores

Idade > 60

anos

Nivel de LDH maior do que o limite superior do

normal

Nivel de hemoglobina < 12 g/dL *

Estddio de Ann Harbour Il or IV

Numero de areas nodais envolvidas > 4

N2 de fatores

Grupo de Risco  SG a 5 anos (%)

0-1 Baixo 91
2 Intermédio 78
3-5 Alto 52

LDH = lactato desidrogenase; SG= sobrevivéncia global;

* Fator de conversdo SI: Conversdo de concentragdo de

hemoglobina para g/L, multiplicar por 100.



1.7. Opcoes de tratamento em linfomas nao Hodgkin B

1.7.1. QUIMIOTERAPIA

A quimioterapia utiliza farmacos antineoplasicos geralmente administrados por via
oral ou via intravenosa que interferem com alguns passos essenciais do crescimento ou
divisdo celular. Os farmacos disponiveis ndo sdo especificos para as células
neoplasicas pelo que, com frequéncia lesam os tecidos normais atuando como
citostéaticos — inibindo ou prevenindo a divisdo celular - ou como citotéxicos — interferindo
por varios mecanismos de a¢do com os acidos nucleicos levando a destruicao celular
(Greer, 2013).

A quimioterapia € administrada em ciclos periédicos e alternados entre tratamento e
repouso para permitir a recuperagdo das toxicidades frequentemente apresentadas.
Cada ciclo de quimioterapia geralmente dura varias semanas (Priestman, 2012). A
maioria dos tratamentos de quimioterapia é realizada em regime de ambulatério (no
consultério médico, clinica ou hospital de dia), mas alguns podem exigir um
internamento hospitalar, quer pela toxicidade inerente a esses regimes quer pelo fato
de implicarem terapéutica continua por diversos dias seguidos (Priestman, 2012). No
tratamento de LNH é comum a combinacao de varios farmacos, o nimero de farmacos,
as doses, e a duracdo do tratamento dependera do tipo e estagio do linfoma (Greer,
2013). Na Tabela 8 estdo representados os farmacos de cada grupo terapéutico mais
comumente usados para tratar LNH B estéo resumidos na Tabela 8. A classificag&o dos
farmacos apresentada neste trabalho baseia-se na acao principal de cada principio
ativo, ja que alguns destes medicamentos podem apresentar propriedades de outras

classes de medicamentos.

Tabela 8. Farmacos de quimioterapia agrupados por acdo terapéutica, usados no tratamento de LNH B (Continua).

Acgao terapéutica Farmaco

Ciclofosfamida (Hendry, 2004; Jaksic, 1997)

Clorambucil (Jaksic et al., 1997; Summerfield, Taylor, Mounter, & Proctor, 2002)
Agente alquilantes

Bendamustina (Hagemeister & Manoukian, 2009; Visco et al., 2013)

Ifosfamida (Moskowitz et al., 1999; Pohlman, 1996)

Prednisona (Jaksic et al., 1997)

Glucocorticoides
Dexametasona (Moccia et al., 2010)

Cisplatina (Moccia et al., 2010)
Andlogos da platina Carboplatina (Moskowitz et al., 1999)
Oxaliplatina (Oki et al., 2005)
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Tabela 8. Farmacos de quimioterapia agrupados por acdo terapéutica, usados no tratamento de LNH B (Conclusao).

Acao terapéutica Farmaco

Citarabina (Visco, 2013)
Antimetabdlitos Gemcitabina (Moccia, 2010)
Metotrexato (Jacomet, 1997)
Fludarabina (Hendry, 2004; Hochster, 1992)
Cladribina (Saven, 1996)
Doxorrubicina (Jaksic, 1997)

Andlogos da purina

Antraciclinas
Daunorrubicina (Tulpule, 2001)

Inibidores da Etopdsido (Moskowitz, 1999)
Topoisomerase Mitoxantrona (Hendry, 2004; Saven, 1996)
Vincristina (Jaksic, 1997)
Vindesina (Gokbuget, 1997)

Alcaléides da vinca

1.7.1.1. Agentes alquilantes — Crosslinking bo DNA

Os agentes alquilantes foram uma das primeiras classes de medicamentos usados
no combate ao cancro, no inicio na década de 40 (Greer, 2013)
Os agentes alquilantes ligam-se covalentemente aos grupos amino, carboxilo, sulfidrilo,
e grupos de fosfato em moléculas celulares incluindo DNA, RNA e proteinas (Malhotra,
2003). Os efeitos citotdxicos e quimioterapéuticos estdo diretamente relacionados com
a alquilacdo do azoto na posi¢cdo 7 da guanina. Os agentes alquilantes bifuncionais
podem-se ligar a duas moléculas de guanina, originando a reticulagdo intra e entre
cadeias de DNA impossibilitando a replicagdo e conduzindo & morte celular (Figura 6)
(Lawley, 1967).

CH,CH,CI CH,CH,CI
CH,CH,CI 2753
A— P il R—N/ R = e
~N
N CHCH,CI N | SH _CH,
CH CH,
cr T
R
| R— N— CH,CH,Cl
N
i I
CHJ CH_, CH2
/
H,N
DNA DNA DNA
Residuos de guanina crosslinked Guanina alquilada

Figura 6. Mecanismos de ligagdo dos agentes alquilantes entre e intra cadeias de DNA (Adaptado (Greer, 2013)).
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Os agentes alquilantes dependem da proliferacao celular para a sua atividade mas

ndo sado especificos de uma fase do ciclo celular (Greer, 2013).

1.7.1.1.1. Efeitos secundarios dos agentes alquilantes

Apesar dos agentes alquilantes partilharem de um mecanismo de a¢cdo comum, a
toxicidade de cada agente varia significativamente devido a diferencas na
farmacocinética, na solubilidade lipidica, nas propriedades do transporte membranar e
na presenca de mecanismos especificos de repara¢do do DNA (Colvin, 2003). Contudo,
as toxicidades predominantes sdo a supressao medular e gastrointestinal (Colvin,
2003). A maioria dos doentes apresenta um aumento transiente da concentragdo de
aminotransferases no soro, implicando estes agentes na causa de lesbes
idiossincraticas agudas no figado (Colvin, 2003). Mais importante, os agentes de
alquilacdo podem também causar sindrome de obstrucdo sinusoidal hepética (doenca
veno-oclusiva hepdtica) caracterizada pela hiperbilirrubinémia, hepatomegalia e
aumento de peso quando administrado em doses elevadas, e hiperplasia nodular focal
do figado (tumor benigno do figado) regenerativa quando administrado por periodos

prolongados (Greer, 2013).

1.7.1.2. Glucocorticoides — Inducao da apoptose

Muitos cancros necessitam de hormonas especificas para 0 seu crescimento e
manutencéo da integridade celular. A alteracdo do balanco hormonal pode contribuir
para a regressao tumoral nos doentes (Greer, 2013). O mecanismo de toxicidade dos
glucocorticoides nos linfocitos é mediada via ligacdo aos recetores dos glucocorticoides
(GR) que induzem a apoptose nas células sensiveis a estas hormonas (Inaba, 2012).

As vias de sinalizacdo dos glucocorticoides atualmente descritas estéo

representadas na Figura 7.
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Figura 7. Via de sinaliza¢do dos glucocorticoides (Adaptado (Inaba, 2012)). AP-1/NFkB — proteina de ativa¢do 1
/fator nuclear kB; FKBP52 — proteina de liga¢gdo a imunofilina FK52; GR — recetor de glucocorticoide; GRE —

Elementos de resposta ao glucocorticoide; hsp — proteina de choque térmico.

O glucocorticoide libertado da proteina de ligacdo esteroide (SBP) no espaco
extracelular entra na célula por difusao passiva devido ao seu tamanho, relativamente
pequeno, e lipofilicidade. O GR néao ligado forma heterocomplexos com proteinas de
acompanhamento de choque térmico (HSP) 90 e 70 e com a co-proteina de
acompanhamento imunofilina FK506 (familia de ligagdo a que pertence a imunofilina
FKBP52) ligadas as proteinas de ligagdo FKBP52 - necessarias a uma ligacdo 6tima
aos glucocorticoides. ApoOs a ligacdo, o GR dissocia-se das suas co-proteinas de
acompanhamento (chaperonas). O GR pode dimerizar e interagir com elementos de
resposta ao glucocorticoide para induzir a transativagéo de genes (p.e. RNA polimerase
[I) (van der Velden, 1998) ou podem permanecer mondmeros e interagir com fatores de
transcricdo tais como a ativagdo de proteina-1 (AP-1) ou o fator nuclear-kB (NF-kB)
(transrepresséao) (Figura 7) (Ray, 1994; Tissing, 2003).

Ambos os processos inibem a producao de citocinas, alteram a expressao de varios
oncogenes, e induzem a interrupcdo do ciclo celular, induzindo a apoptose (McKay,
2003).
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1.7.1.2.1. Efeitos secundarios dos glucocorticoides

Os doentes tratados com glucocorticoides apresentam, frequentemente aumento do
apetite, obesidade centripeta (gordura localizada na regido do tronco e do abdémen),
imunossupressao, miopatia, osteoporose, necrose assética do 0sso, ulceras pépticas,
pancreatite, desordens psiquiatricas, cataratas, hipertensdo, desenvolvimento de
diabetes, diminuicdo da taxa de crescimento em criangas, amenorreia, deficiente
cicatrizacdo e atrofia dos tecidos subcutaneos (Greer, 2013; Schéacke, 2002). No
entanto, muitos destes efeitos toxicos sdo somente observadas durante terapia de longo
prazo (Schacke, 2002).

1.7.1.3. Anéalogos da platina — Crosslinking do DNA

Os anélogos da platina (Figura 8), sdo complexos de metais pesados que induzem a
morte das células tumorais por ligacdo as cadeias de DNA de uma forma analoga aos
agentes alquilantes. Os intermediarios da platina causam crosslinking intra e inter
cadeias de DNA formando adutos de DNA, causando a inibicdo da sintese de DNA,
RNA e proteinas (Malhotra, 2003) .
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Cl ", RO NH3 HSN\ /O \l/
‘Pt Pt /sit "
7" N , Cl
Cl/ \NH3 i = N ci
(o) H,
Cisplatina Carboplatina Oxaplatina

Figura 8. Estrutura quimica de alguns andlogos da platina (Adaptado (Dasari, 2014)).

A titulo de exemplo é apresentado na Figura 9 o mecanismo de acao da cisplatina.
A cisplatina ao atingir a célula, encontra diversos obstaculos antes da ligacdo ao DNA
nuclear (Fuertes, 2003). A cisplatina é ativada uma vez que entra na célula: ap6s a
administracdo intravenosa no paciente, a cisplatina difunde-se rapidamente para os
tecidos e liga-se as proteinas do plasma. Para que ocorram interacdes com o DNA, a
cisplatina neutra é ativada através de uma série de reacdes espontaneas, que envolvem
a substituicdo sequencial dos ligandos cloro da cisplatina por moléculas de agua

(Dasari, 2014). Este produto hidrolisado € um eletréfilo potente que reage com qualquer
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nucledfilo, incluindo os grupos sulfidrilo em proteinas ou os atomos dadores de azoto
em &cidos nucleicos. A cisplatina liga-se ao centro reativo N7 dos residuos de purina e,
como tal, pode causar danos no DNA das células, bloqueando a divisdo celular e
resultando na morte celular por apoptose (Dasari, 2014).
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Figura 9. Representagao esquematica da reatividade da cisplatina e dos obstaculos encontrados antes de atingir a

molécula de DNA (Adaptado (Fuertes, 2003)).

1.7.1.3.1.  Efeitos secundérios dos analogos da platina

As toxicidades mais comuns observadas no tratamento de doentes com analogos da
platina s&do: nauseas e vomitos, sendo que a mielossupressdo (leucopénia ou
neutropénia) é raramente observada. No entanto, o tratamento com cisplatina tem sido
associado a casos de nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade (Greer,
2013).

Os perfis de toxicidade da carboplatina diferem da cisplatina, apresentando
mielossupresséo limitante da dose. As toxicidades renais verificadas com a cisplatina,
ndo sao frequentes apos a administracdo de carboplatina, no entanto a neuropatia
periférica ainda é verificada. As nauseas e vomitos ap0ds a carboplatina sdo usualmente
fracos a moderados (Priestman, 2012).

A oxaliplatina resulta em neurotoxicidade aguda e crénica. A neuropatia sensorial
periférica reversivel e cumulativa é o principal fator limitante da dose de oxaliplatina. As

toxicidades hematoldgicas e gastrointestinais ocorrem, mas séo fracas a moderadas
(Dasari, 2014; Greer, 2013).
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1.7.1.4. Antimetabodlitos — Interferéncia na fase S

Os antimetabdlitos sdo compostos estruturalmente semelhantes a substancias que
ocorrem naturalmente, tais como vitaminas, purinas ou pirimidinas, nucledsidos ou
amino&cidos (Malhotra, 2003). Em geral, os antimetabdlitos interagem com enzimas
celulares numa das seguintes maneiras: (i) substituicdo de um metabolito que é
normalmente incorporado uma molécula-chave, tal como DNA ou RNA; (ii) competi¢do
com um metabolito normal para a ocupacédo de um sitio catalitico num enzima chave;
(iif) competicdo com um metabdlito, que atua num enzima importante ou num recetor
regulador (Malhotra, 2003).

A maioria dos antimetabdlitos tém sua maior atividade durante a fase S (fase de
replicacdo de DNA), e sua atividade antineoplasica é mais eficaz em tumores que tém
uma elevada taxa de crescimento (Grem, 2005). Os antimetabdlitos tém uma curva de
dose-resposta ndo-linear. Deste modo, depois de uma certa dose, hdo sdo mortas mais
células, apesar de doses crescentes (fluorouracilo [5-FU] é uma exceg¢éo) (Grem, 2005).
Os antimetabdlitos podem ser divididos em analogos do &cido fdlico, anadlogos da
purina, pirimidina, adenosina e ureias substituidas. O metotrexato - analogo do &cido
félico (Figura 10), € uma molécula necesséria a produgdo de nucleétidos, comumente

usado como tratamento de LNH em associa¢do com outros farmacos (Malhotra, 2003).

70
; A
O, /\
METOTREXATO g :

ACIDO FOLICO
Figura 10. Estrutura quimica do acido félico e do antimetabdlito correspondente, metotrexato (Adaptado de

http://www.info-farmacia.com - tltimo acesso: 06/08/2016).

O metotrexato atravessa a membrana celular por transporte passivo, com onde é
poliglutamado (MTXe) causando a inibicdo competitiva do enzima dihidrofolato
redutase interrompendo a transformacédo de dihidrofolato (FH.;) em tretrahidrofolato
(FH4), um co-fator necessario a transferéncia de carbono em muitas reacgbes
metabdlicas envolvido na biossintese de purinas constituintes de DNA e RNA. O

metileno tretrahidrofolato (CH2FH.) € formado a partir de FH4 pela adigdo de uma ponte
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de metileno de um dador de carbono. A inibicdo da producéo do cofator FH4, também
envolvido na sintese de TTP timidina trifosfato a partir de dTMP (desoxitimidina fosfato)
a partir de dUMP (desoxiuridina fosfato) pelo enzima timidilato sintetase (TS), inibe a
sintese do DNA necesséria a todas as células em divisdo conduzindo a morte celular
(Cronstein, 1997) (Figura 11).
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Figura 11. Representagdio do mecanismo de a¢do do metotrexato (MTX) (Adaptado de

https://dereflexion.wordpress.com/2014/11/14/artritis-reumatoide-acercamiento-farmacologico/ - ultimo acesso:

05/08/2016). DHFR - dihidrofolato reductase; dTMP — desoxitimidina fosfato; dUMP — desoxiuridina monofosfato;

FH; — dihidrofolato; FH, — tretrahidrofolato; TS - timidilato sintetase; TTP - timidina trifosfato.

1.7.1.4.1. Efeitos secundarios dos antimetabdlitos

Os antimetabolitos apresentam de forma carateristica, uma concentragdo-limiar
abaixo da qual produzem baixa citotoxicidade e a concentragdo necessaria para a
citotoxicidade diminui com o aumento da duracéo da exposicdo (Grem, 2005).

As toxicidades primarias associadas ao metotrexato sdo a mielossupresséo e mucosite
(Grem, 2005). A toxicidade associada a altas doses pode resultar em faléncia renal. A
administracao crénica de metotrexato estd associada a doencas hepéticas manifestada
por fibrose portal e casos ocasionais de cirrose (Greer, 2013). O metotrexato esta
também associado ao desenvolvimento de toxicidade pulmonar e a toxicidade do

sistema nervosos central (Greer, 2013).
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1.7.1.5. Analogos da purina - Interferéncia na sintese de
DNA

Os anélogos da purina sdo moléculas que mimetizam a estrutura metabdlica das
purinas, sendo considerada uma subclasse dos antimetabdlitos (Figura 12). Para
compreender a a¢ao citotdéxica dos analogos de purina, é primeiro necessario considerar
certos aspetos do metabolismo dos nucleésidos. De forma resumida, todas as células
mantém um pool de desoxinucledtidos (ANTPs) para a sintese de DNA. Os dNTPs
existem em estado de equilibrio dindmico com os desoxinucleétidos nao-fosforilados
correspondentes. Por exemplo, os analogos da desoxiadenosina (dAdo) estdo
continuamente a ser fosforilados para desoxiadenosina trifosfato (dATP) via
desoxiadenosina-monofosfato (dAAMP) e desoxiadenosina difosfato (dADP). Por outro
lado, a dATP é desfosforilada para dAdo através dos mesmos intermediérios (Figura 13
A). O enzima adenosina desaminase (ADA) desempenha um papel critico para limitar a
acumulacdo intracelular de dATP, que é citotdxica em concentracdes elevadas e
potente inibidor da sintese de DNA (Pettitt, 2003). Os passos limitantes deste processo
sdo catalisados pelo desoxicitidina-cinase (dCK) e pelo 5’-nucleotidase (5°-NT). Em
células linfaticas, as atividades relativas de dCK e 5-NT favorecem fortemente a
fosforilacdo de desoxiadenosina (dAdo) para dATP. A dAdo pode também ser
convertida em desoxi-inosina (dino) pela acdo do adenosina-desaminase (ADA). A
desoxi-inosina (dIno) é entdo convertida sequencialmente para hipoxantina, xantina e
finalmente acido drico. O ADA desempenha um papel critico para limitar a acumulagéo
intracelular de dATP (Plunkett, 1997).

A desoxicitidina (dCyt) compete com analogos da dAdo (p.e. cladribina) (Figura 12 C)
ou pentostatina (Figura 12 D) pela fosforilagdo por dCK (desoxicitidina cinase), na
tentativa de prevenir a citotoxicidade. A acumulacdo de dATP e seus anélogos inibem a
reparacdo das quebras de DNA, resultando assim na acumulag&o destes compostos.

As quebras no DNA ativam o poli ADP-ribose polimerase (PARP), que liga
covalentemente residuos de ADP-ribose a uma variedade de proteinas, incluindo em si
propria, e histonas utilizando NAD* como um substrato causando a deplecdo de NAD*

e exaustao do consumo de ATP e conduzindo a apoptose (Seto, 1985) (Figura 13 B).
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Figura 12. Estrutura da desoxiadenosina e dos respetivos analogos usados no tratamento de NHL B (Adaptado

(Greer, 2013)).
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Figura 13. Mecanismo quimioterapéutico dos analogos da desoxiadenosina em células linfocitarias quiescentes. A)

Equilibrio dindmico entre os desoxinucleotidos e desoxinucleotidos fosforilados correspondentes da

desoxiadenosina (dAdo); B) Modelo proposto de citotoxicidade dos analogos da purina (Adaptado (Seto, 1985)). 5’

NT - 5’-nucleotidase; ADA - adenosina-desaminase; dAdo — desoxiadenosina; dADP — desoxiadenosina difosfato;

dAMP - desoxiadenosina-monofosfato; dATP - desoxiadenosina-trifosfato; dCK - desoxicitidina-cinase; dCyt —

desoxicitidina; dINO - desoxi-inosina; PARP - poli ADP-ribose polymerase.
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1.7.1.5.1. Efeitos secundarios dos analogos da purina

A administracdo de andlogos da purina promove com frequéncia a ocorréncia de
nauseas, vomitos e diarreias, especialmente ap6s administracdo em regimes de alta
dose (Pettitt, 2003). A mielossupressdo também é comum e a sua reversdo da é
rapidamente obtida com a descontinuacédo do agente (Pettitt, 2003). De forma menos
comum podem ser observadas fibroses pulmonares, hepatotoxicidade, febre e
ulceragcédo das pernas. A mucosite gastrointestinal e estomatite sdo mais comuns em
adultos (Greer, 2013).

1.7.1.6. Antraciclinas - Intercalagdo e inibicdo do DNA,
perturbacdo das topoisomerases e formacédo de ROS

As antraciclinas sdo compostos anticancerigenos que foram originalmente derivados
da espécie bacteriana Streptomyces peucetius. As atividades antitumorais das
antraciclinas foram estabelecidos na década de 60’ e sdo uns dos farmacos
antineoplasicos mais eficazes e cruciais no tratamento de alguns LNH (Weiss, 1992).

As antraciclinas apresentam uma estrutura comum constituidas por um anel

tetraciclico unido por uma ligagéo glicosidica ao amino-agucar (Figura 14) (Raj, 2014).

Daunorrubicina R = CH,CO

Doxorrubicina R =HOCH,CO

Figura 14. Estrutura quimica da daunorrubicina e doxorrubicina (Adaptado de http://www.scielo.br - dltimo

acesso: 17/08/2016).

O mecanismo pelo qual as antraciclinas combatem o cancro ainda ndo é
completamente claro e mdltiplos caminhos sdo propostos. A Tabela 9 apresenta os
diversos mecanismos pelos quais as antraciclinas poderdo exercer a sua acgdo

antineoplasica.
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Tabela 9. Mecanismos propostos de agao das antraciclinas em células tumorais.

Mecanismos de a¢ao
Intercalagdo entre bases de DNA (Chaires, 1996)
Inibi¢do da sintese de macromoléculas (Jannazzo, 2008)
Formagdo de ROS (Doroshow, 1983)
Formagdo de danos no DNA e peroxidagao lipidica (Minotti, 1996)
Ligacdo ao DNA e alquilagao (Spencer, 2008)
Efeitos diretos na membrana (Swift, 2007)
Danos no DNA via inibi¢do da topoisomerase Il (Zunino, 1990)

Indugdo da apoptose (Palmer, 1994)

A doxorrubicina (nome comercial: adriamicina) € utilizado no tratamento de varios
cancros, incluindo o LNH B e apresenta dois mecanismos propostos pelos quais
doxorrubicina atua na célula cancerosa (i) intercalacdo no DNA e perturbacdo das
topoisomerases (ii) formacéo de radicais livres e consequente acdo nas membranas
celulares, DNA e proteinas (Thorn, 2012). A Figura 15 representa estes estes dois

mecanismos de acao na célula neoplasica.
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Figura 15. Representacdo dos dois principais mecanismos de acdo da doxorrubicina numa célula neoplasica
(Adaptado (Thorn, 2012)). DOX- doxorrubicina; a azul estdo representados os genes possivelmente envolvidos na

farmacodinamica da DOX.

Ao entrar no citoplasma por difusdo passiva, a doxorrubicina liga-se aos

proteassomas no citoplasma para 0s quais tem uma afinidade elevada, atingindo
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concentracdes intracelulares que excedem o compartimento extracelular em 10-500
vezes (Tacar, 2013). O complexo farmaco-proteassoma € posteriormente translocado
para o nucleo onde apresenta uma afinidade 50 vezes superior ao do citoplasma. A
doxorrubicina liga-se a enzimas associados a sintese de DNA como as TOPI e TOPIl e
pode intercalar com os pares de bases de dupla hélice de DNA (Tacar, 2013)
provocando danos citotdéxicos e antiproliferativos resultando na n&o correcdo do
superespiralamento do DNA, impedindo os enzimas de se ligarem novamente as
cadeias de DNA previamente cortadas e ndo reparadas (Tewey, 1984). A via da
apoptose € desencadeada quando, a tentativa de reparar as quebras no DNA é falhada
e o0 crescimento celular € inibido nas fases G1 e G2. Ao intercalar com o DNA, da-se a
inibicdo dos DNA e RNA polimerases cessando a replicagcdo do DNA e transcrigdo do
RNA (Tacar, 2013).

A doxorrubicina pode sofrer uma reducé@o de um eletréo por varias oxidorredutases
para formar um radical doxorrubicina-semiquinona. Estas enzimas presentes no reticulo
sarcoplasmatico e mitocéndrias incluem NADH desidrogenases bem com enzimas
citosdlicas: NADPH-desidrogenase (NQO1), xantina oxidase (XDH) e 6éxido nitrico
sintetase endotelial (NOS3). A reoxidagdo do radical doxorrubiciana-semiquinona de
volta a DOX pode levar a formagdo de ROS e peroxido de hidrogénio. As espécies
reativas de oxigénio (ROS) causam stresse oxidativo levando também a morte celular

por indugdo de danos no DNA na membrana celular (Tewey, 1984).

1.7.1.6.1. Efeitos secundarios das antraciclinas

As antraciclinas desempenham um papel indiscutivel no tratamento de muitas
doencas neoplasicas, no entanto a administracdo crénica de antraciclinas induz
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca congestiva dependente da dose (Minotti, 1996).
A mielossupressdo é descrita com frequéncia em doentes submetidos a este
tratamento. Outras toxicidades sistémicas agudas incluem nauseas vomitos, alopecia e
mucosite. As antraciclinas causam reacfes severas nos tecidos se houver

extravasamento durante a infuséo (Greer, 2013).
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1.7.1.7. Inibidores das topoisomerases — Inibicdo das TOP |
e TOP II

As topoisomerases constituem uma familia de enzimas nucleares essenciais para
todas as células vivas. A estrutura em dupla hélice do DNA é periodicamente
desenrolada no processo de replicacdo durante a divisdo celular, durante a producédo
de proteinas ou reparacdo de danos ocorridos. A topoisomerase | promove a quebra de
uma das cadeias de DNA e permite a rotacdo da cadeia cortada sobre a cadeia intacta,
de forma a reduzir a tenséo torcional da molécula, causada pela replicacéo, transcricdo
e remodelagem da cromatina (Staker, 2002).

A topoisomerase Il induz a quebra das duas cadeias do DNA, reduzindo a tenséo
torcional no DNA durante a replicagdo e condensagdo dos cromossomas no ndcleo
durante a divisdo da célula. A quebra é momenténea e a reparagédo do DNA é feito pela
mesma topoisomerase. A funcao de religacdo da topoisomerase Il pode ser bloqueada
por inibidores dessa enzima e, como consequéncia, a topoisomerase |l é convertida
numa toxina que conduz ao aumento dos niveis de quebras associadas a proteinas
transitérias no genoma de células tratadas. O periodo em que as duas cadeias
permanecem quebradas € mais longo e geralmente leva as células a ativarem a via
apoptética especialmente nas células neoplasicas, uma vez que estdo em divisdo
acelerada (Figura 16) (Thakur, 2011).
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Figura 16. Esquema representativo do mecanismo dos inibidores das topoisomerases | e 1l nas células neoplasicas

(Adaptado de http://www.scielo.br - ultimo acesso: 01/08/2016).
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Dois exemplos de inibidores da topoisomerase Il usados na terapéutica de LNH séo

etoposido e a mitoxantrona (Figura 17).
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Figura 17. Estruturas quimicas dos farmacos inibidores das topoisomerases Il usados no tratamento de LNH

(Adaptado de http://www.chemicalbook.com - tltimo acesso: 11/08/2016)

1.7.1.7.1. Efeitos secundarios dos inibidores das

topoisomerases

Os inibidores das topoisomerases apresentam alguns efeitos secundarios, sendo
que o mais severo é a mielossupressao. Esta ocorrécia é limitada pela dose, bem como
a eficacia do farmaco. Outros potenciais efeitos téxicos incluem nauseas, vomitos,

alopécia e cardiotoxicidade (Greer, 2013).

1.7.1.8. Alcaldides da vinca — Inibidores mitéticos

Os alcaldides da vinca séo farmacos de ocorréncia natural ou semi-sintéticos com
bases azotadas extraidos da planta Catharanthus roseus mais conhecida como vinca
de Madagéscar (Gidding, 1999). Atualmente, existem quatro principais alcaléides de
vinca, em utilizag&o clinica no tratamento de LNH: vinblastina, vinorelbina, vincristina,

vindesina (Figura 18).
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Figura 18. Estrutura quimica dos alcaldides da vinca (Adaptado (Rowinsky, 2003)).

Embora os alcaldides da vinca produzam uma ampla gama de efeitos bioquimicos
em células e tecidos, os principais mecanismos de citotoxicidade dizem respeito as suas
interacBes com a tubulina e a interrupcao da funcao dos microtibulos (Himes, 1991).
Durante a divisdo celular, os alcaléides da vinca ligam-se a tubulina (em particular as
extremidades do fuso mitético), conduzindo a paragem da metéafase, pela inibicao da
formacao de microtubulina - a proteina essencial a manutengéo da forma celular e para
a formacé&o do fuso mitotico. A microtubulina confere as células a estrutura e flexibilidade
gue necessitam para se dividir e replicar. A disrupcao na formag&o microtubular conduz
a iniciagédo da apoptose (Figura 19) (Rowinsky, 2003). As diferengas na atividade e na
toxicidade dos alcaldides da vinca resultam de variagdes na farmacocinética e nos seus
diferentes efeitos nas varias isoformas da tubulina e diferencas na entrada nos tecidos
e na retencdo na célula (Himes, 1991).

Para além desde mecanismo, estes compostos também sdo capazes de muitas
outras atividades bioquimicas que podem ou néo estar relacionados com os seus efeitos
sobre os microtubulos, incluindo inibicdo da sintese de proteinas e acidos nucleicos,
aumento da concentracao de glutationo oxidado, alteracdo do metabolismo dos lipidos
e dos lipidos membranares, aumento da concentracao de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), e inibicdo do cAMP fosfodiesterase (Rowinsky, 2003).
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Figura 19. Esquema representativo do mecanismo de acdo dos alcaldides da vinca (Adaptado de

http://www.ff.up.pt - Gltimo acesso: 11/08/2016)

1.7.1.8.1. Efeitos secundarios dos alcaldides da vinca

A toxicidade mais frequente na terapéutica com alcaloide da vinca é a
neurotoxicidade manifestada por uma neuropatia sensorial-motora simétrica (Rowinsky,
2003). No inicio é detetada uma perda de profunda dos reflexos nos tenddes das
extremidades e parestesias dos dedos das maos e dos pés. O uso continuado do
farmaco pode resultar em neuropatias motoras mais acentuadas, que podem ser
parcialmente reversiveis quando a toma é interrompida. Foram também documentadas
neuropatias como obstipacao, céibras e ileo paralisado (Rowinsky, 2003). Outros efeitos
secundarios descritos sdo a aldpecia assinalada comumente apos a administracao de
vincristina (Gidding, 1999), a hipotenséo ortoestatica ou paralisacédo do ileo e mialgias
originadas pela vimblastina e a toxicidade hematopoiética com trombocitopenia e
leucopénia dependentes da dose também associados a vimblastina e vinorelbina
(Greer, 2013).

Todas as vincas sao potentes vesicantes, com severos danos tecidulares associados

a extravasao dos farmacos para os tecidos moles (Greer, 2013).
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1.7.2. IMUNOTERAPIA

A imunoterapia antitumoral tem como principio a utilizagcdo de componentes ou
mecanismos do sistema imunitério para eliminar ou neutralizar células neoplasicas e/ou
fatores que facilitem a sobrevivéncia e proliferacdo do tumor. O interesse no
desenvolvimento de estratégias de imunoterapia antitumoral deriva do seu elevado
potencial terapéutico, no qual assentam as seguintes carateristicas imunologicas: (i) a
especificidade da resposta antitumoral; (ii) a possibilidade do estabelecimento de uma
memdaria imunologica antitumoral, potencialmente capaz de prevenir o reaparecimento
do tumor ou, pelo menos, mantendo-o num estado de laténcia; (iii) a intensidade e
eficacia da resposta imunitaria (Maia, 2007).

O desenvolvimento de multiplas estratégias de imunoterapia tumoral é o resultado
de progressos no conhecimento de substincias e de mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no reconhecimento das células tumorais pelo sistema imunitario
e na compreensao das interacdes complexas e multifatoriais entre o tumor e o sistema
imunitario. Por outro lado, os avangos tecnologicos possibilitam a purificacdo e
manipulacdo de células, moléculas e genes, contribuindo decisivamente para a
“explosdo” de estudos pré-clinicos e de ensaios clinicos de imunoterapia para o
tratamento do cancro (Cohen, 2015; Sehn, 2015; Sikder, 2008). Atualmente sdo usadas
diferentes modalidades de imunoterapia no tratamento de LNH (Greer, 2013). Na Tabela
10 podem-se consultar exemplos das imunoterapias mais comuns bem como 0s seus

usos e limitagcdes. Uma breve descricao de cada modalidade é apresentada a seguir:

i) Anticorpos monoclonais — sdo imunoglobulinas produzidas laboratorialmente
projetadas para se ligarem a alvos especificos, causando uma resposta imunitaria que
destréi as células neoplasicas de forma direcionada; estes anticorpos podem ativar ou
exercer uma reacado imunoldgica no tumor ou desempenhar a sua fungédo de uma forma

gue ndo envolva a agéo direta do sistema imunitario (Bakhtiar, 2012; Smith, 2003).

ii) Terapia celular adotiva (ACT) — terapéutica altamente personalizada que envolve a
administracdo no hospedeiro de células imunitarias com atividade anticancerigena
direta, que foram estimuladas e expandidas ex vivo para discriminar e lisar células

tumorais (Rosenberg, 2015)

iil) Vacinas tumorais — tém como objetivo mobilizar células do sistema imunitario e
estimular e/ ou amplificar respostas imunitarias que reconhecam especificamente o

tumor, mediando a sua eliminacdo. Idealmente, este tipo de estratégia deve resultar na
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ativacdo de linfécitos auxiliares CD4* que facilitem a resposta antitumoral, e células T

citotoxicas CD8*, que eliminem as células malignas (Rosenberg, 2004).

iv) Citocinas recombinantes — a sua acao direta no desenvolvimento e execucdo de
respostas imunitarias e a sua acgdo reguladora da imunidade, tornam as citocinas
agentes ideais para a imunoterapia. Os dois principais tipos de citocinas usados no
tratamento de neoplasias sao interferfes e interleucinas (Lee, 2011). No entanto, a falta
de eficacia destes fatores in vivo, a falta de especificidade das respostas e a toxicidade
associada a algumas citocinas reservam apenas para algumas o uso na clinica (Wajant,
2009; Waldmann, 2006).

v) Pequenas moléculas — sdo compostos organicos de baixo peso molecular (< 900
Dalton) que ajudam na regulacdo de processos biolégicos nomeadamente nas
interagbes proteina-proteina (Arkin, 2004). Estes farmacos podem penetrar na
membrana celular para interagir com alvos dentro de uma célula e inibirem a atividade
enziméatica de uma proteina alvo (Hoelder, 2012). As pequenas moléculas oferecem as
seguintes vantagens: (i) alta viabilidade devido a uma compreensdo detalhada e
precedente historico da sua aplicagéo clinica e desenvolvimento; (ii) biodisponibilidade
oral; (iii) uma maior exposi¢cdo dentro do microambiente do tumor, ou através das
barreiras fisiologicas (por exemplo, a barreira sangue-cérebro); (iv) o acesso aos alvos
intracelulares de doencas nao trataveis por agentes terapéuticos proteicos; e (v) opcoes
de formulagéo e dosagem diversificadas e bem compreendidas para aliviar os desafios
farmacocinéticos e/ou farmacodindmicos, e permitindo a titulacdo da exposicao ao
farmaco. Outra vantagem convincente das pequenas moléculas é que os doentes
podem mais facilmente aceder a estes tipos de medicamentos em comparagdo com

imunoterapias biolégicas (Adams, 2015).
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Tabela 10. Modalidades terapéuticas de regulagdo imunitaria aplicadas no tratamento de neoplasias (Adaptado

(Adams, 2015). CTLA4 — molécula 4 associada a linfocitos T citotdxicos ; CAR -recetor quimérico de antigénio; TCR

- recetor de linfécitos T; MUC1 - mucina 1 associada a superficie celular; MAGEA3 - antigénio 3 associado a

melanoma; GM-CSF - fator estimulador de coldnias de granuldcitos - macréfagos; BCL2 - linfécitos B do linfoma 2;

BTK - tirosina cinase de Bruton.

Modalidade

Anticorpos
monoclonais

(mADbs)

Terapia celular

adotiva (ATC)

Vacinas tumorais

Citocinas

recombinantes

Pequenas

moléculas

Uso geral e utilidade
Agonistas altamente seletivos ou
bloqueio das vias imunoldgica
extracelulares proteina-proteina;
tempo de meia-vida longa; nao
imunogénico

(humana Vs

humanizado).

Citotoxicidade focada no tumor

de antigénios especificos de

tumores intracelulares e

extracelulares.

Resposta imunitaria primaria do

doente aos antigénios

especificos do tumor.

O agonismo ou bloqueio das vias

de sinalizagdo proteina-proteina.

Especialmente adequadas para

alvos intracelulares, mas

também igualmente aplicaveis
extracelulares de

alvos ou

superficie.

LimitacGes
Custos caros e
demorados de
fabricagdo e

desenvolvimento;
desafios para
alcangar exposi¢oes
tumorais elevadas.
Composicao e
expressao de
antigénios tumorais
heterogéneos;
toxicidade em células

ndo tumorais.

Composicao e
expressao
heterogéneas de

antigénios do tumor;
AgOes propensas a
serem dificultada por
mecanismos de
imunossupressao.
Antigenicidade;
farmacocinética
pobre; elevada

toxicidade.

Atividades fora das

células alvo;
toxicidade limitada
pela dose; ineficaz no
blogueio de

interagdes proteina-
proteina; requer

dosagem diaria.
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Exemplos

mAbs contra

CTLA4, CD20

(Rituximab)

Linfoécitos T -
CAR,
linfécitos T -

TCR

Vacinas
contra alvos
como: MUC1,
MAGEA3

GM-CSF,

Interleucinas:

IL-7,  IL-12,
IL-15, IL-18,
IL-21

Inibidores da
via anti-
apoptotica

BCL2; da via
de linfécitos

B - BTK

Referéncias

(Pardoll, 2012)

(Restifo, 2012)

(Melero, 2014)

(Lee, 2011)

(Muller, 2006)



1.7.2.1. Rituximab

O rituximab é um anticorpo quimérico monoclonal humano 1gGl/murino que
reconhece o antigénio CD20 humano (Reff, 1994), expresso exclusivamente em
linfocitos B em diferenciagcdo, em linfocitos B maduros e na maioria dos LNH B (Nadler,
1981), ndo sendo encontrado em progenitores de linfocitos B (pro-linfocitos) e em
células plasméaticas maduras (plasmdcitos) ou noutros tecidos (Dalakas, 2008; Maloney,
2012). A molécula CD20, uma fosfoproteina transmembranar com 35-kDa nao
glicosilada (Nadler, 1981), funciona como um canal de ibes Ca2* (Figura 21) (Léveillé,
1999).

As porcOes variaveis leve e pesada8 sdo originarias do anticorpo anti-CD20 de
murino unidas a regido constante IgG-k de humano (Figura 20). O resultado é uma
proteina 95% de origem humana (Amoroso, 2011; Reff, 1994), permitindo desencadear
mecanismos de citotoxicidade celular dependente de anticorpos, tais como ADCC e
citotoxicidade dependente do complemento (CDC) (Reff, 1994). Em adicdo a estes dois
mecanismos, o rituximab exibe também atividade antitumoral pela inducéo da apoptose
(Amoroso, 2011). Este anticorpo quimérico ndo exibe o desenvolvimento de anticorpos
indesejados anti-murino (HAMA), um evento comum quando se utiliza um anticorpo de
ratinho. O desenvolvimento de anticorpos anti-quiméricos (HACA) esta presente em
apenas 1% dos doentes tratados com Rituximab (Amoroso, 2011).

Porgao Variavel
7 / aCD20 de Murino

Porgdo Constante
IgG1 Humana

Por¢dao k Humana \

Figura 20. Estrutura quimérica do rituximab. PorgGes variaveis leves e pesadas originarias da imunoglobulina anti-

CD20 de murino sao fundidas com as porg¢oes constantes da cadeia pesada de IgG1 humana e com as regioes leves

k. Fab —fra¢do de ligagdo do anticorpo. Fc — fragdo constante do anticorpo (Adaptado (Pescovitz, 2006)).

O sucesso terapéutico de Rituximab deve-se as propriedades ideais da sua molécula
alvo - a proteina CD20: nao é libertada da membrana, ndo se encontra livre em

circulagdo nem ¢ internalizada aquando da ligacdo ao anticorpo (Weiner, 2010).
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Figura 21. Liga¢do do rituximab a proteina intramembranar de linfécitos B, CD20 (Adaptado(Pescovitz, 2006)).

Os trés mecanismos propostos para a eliminagdo de linfécitos B pela ligacdo do
Rituximab a molécula CD20 sado a ativacdo do complemento (CDC) (Maloney, 1996;
Reff, 1994), a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) (Reff, 1994), e a
direta sinalizagdo da apotose (Maloney, 1996) - Figura 22. No entanto, dependendo da

sua origem, as células de linfoma apresentam sensibilidade distintas aos mecanismos
(Jazirehi, 2005; Smith, 2003).
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Figura 22. Esquema representativo dos mecanismos de morte celular propostos para a agao do rituximab no
tratamento de LNH B (Adaptado (Jaglowski, 2010)).
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Citotoxicidade dependente do complemento

O complemento é uma das primeiras linhas de defesa na imunidade inata e é
importante para a integridade celular, homeostasia dos tecidos e modificacdo da
resposta imunitaria adaptativa (Walport, 2001a, 2001b) ativando mediadores pro-
inflamatorios, gerando péptidos anafilaticos, compostos citoliticos e compostos
antimicrobianos, recrutando células efetoras e induzindo respostas efetoras (Carroll,
2004; Gros, 2008). A acdo do sistema do complemento € efetuada por diversas
proteinas solUveis do plasma e proteinas de membrana que podem desencadear trés
cascatas de proteases distintas conhecidas como a via classica, a via da lectina de
ligagdo a manose (MBL) (Smith, 2003) e a via alternativa (Zhou, 2008).

Os anticorpos, incluindo os anticorpos monoclonais (mAb) ligados a uma molécula
de superficie celular (p.e. Rituximab - CD20) ativam a via classica do complemento
(Reff, 1994). O reconhecimento de duas fragdes Fc do anticorpo pelo componente C1,
ativa o complemento resultando na clivagem de C4 em C4a e C4b (Ricklin, 2010). O
componente C1 ativado também cliva C2 em C2a e C2b (Ricklin, 2010) que em conjunto
(C4b2a) constituem o C3 convertase responsavel pela clivagem enzimatica do
componente C3 em C3a e C3b (Smith, 2003). O C3a é uma anafilotoxina fraca, que
pode recrutar células efetoras imunitérias para o local de ativacdo do complemento
através da interacdo com recetores C3a expressos em diversos tipos de células. O C3b
€ depositado na superficie da célula alvo (opsonizagéo) estimulando a fagocitose e a
morte citotoxica (Rogers, 2014). Além de funcionar como opsonina, o C3b também é
incorporado no convertase C3 classico para formar C5 convertase (C4b2a3b), que cliva
C5 em Cb5a e C5b. De forma semelhante ao C3a, C5a atua como uma forte anafilotoxina
e liga-se células que expressam o recetor C5a (C5aR), induzindo inflamacéo e
fagocitose (Rogers, 2014). Tal como C3b, C5b também é depositado na superficie da
célula alvo ligando-se a proteinas subsequentes do complemento C6-C9 conduzindo a
formacdo do complexo terminal, também designado de complexo de ataque da
membrana (MAC) (Morgan, 1999; Mduller-Eberhard, 1986). O MAC gera um poro na
superficie membranar permitindo o influxo de iBes e dgua que conduzindo a presséo
osmotica coloidal, num processo denominado citotoxicidade dependente do
complemento (CDC) (Rogers, 2014).

Para além disso, a opsonizagdo de C3b na superficie membranar torna os linfocitos
B alvos faceis para a fagocitose através dos recetores Fc das 1gG (FcyR) ou dos

recetores do complemento (CR) C3b CR1 presentes nas células efetoras (Smith, 2003).
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Citotoxicidade celular dependente de anticorpos

Os anticorpos e os anticorpos monoclonais podem induzir a ADCC mediada por uma
variedade de células efetoras - linfocitos NK, granulécitos e macrofagos (Dall’Ozzo,
2004; Lefebvre, 2006). Neste processo é essencial que as fragbes Fc dos anticorpos
que revestem o linfocito B se liguem aos recetores das por¢ces Fc das IgG (FcyRs)
presentes nas células efetoras desencadeando a sua ativacao ou inibicdo (Bowles,
2006). Foram estudados trés tipos de FcyRs na sua competéncia para modular ADCC
pela inducdo de Rituximab que tem origem humana, permitindo-lhe interagir com os
recetores Fc para 1gG: o FcyRIIB (CD32) que tem funcao inibitéria e interrompe a
atividade das células efetoras e o FcyRlla e FcyRIIIA (CD16) que tém fungéo ativadora,
permitindo a ativacéo das células efetoras na proximidade da célula alvo (Figura 22)
(Clynes, 2000; Ravetch, 2000). Os linfécitos NK constituem uma populagdos de células
efetoras potentes e capazes de induzir a lise das células tumorais com com uma forte
associacao a eficacia do rituximab (Boross, 2012). A maioria das células NK do sangue
periférico humano sao células NK portadoras do recetor CD16 - FcyRIIIA que medeia a
atividade citotoxica (Nimmerjahn, 2008). A atividade citotoxica leva a eliminacéo das
células alvo usando mecanismos semelhantes aos utilizados por linfécitos T citotoxicos
— através da producgéo de granulos citotoxicos/liticos contendo dois tipos de enzimas
liticos perforina (originado poros na membrana) e granzima (entra na célula através dos
poros de perforina ou através de endocitose induzindo a apoptose) (Cardoso, 2007b).

No entanto, existem explicacdes alternativas. Por exemplo, as células NK sao
ativadas e produzem interferao gama (IFNy) quando entram em contacto com células
alvo revestidas com rituximab. O IFNy podera ter efeitos anti-tumorais directos sobre as
células malignas, ou podera estar a ativar outras células efetoras imunitarias como os
macroéfagos contribuindo para ADCC, aumentando a capacidade citotoxica (Weiner,
2010).

Inducéo da apoptose

O rituximab pode induzir morte celular direta e / ou sensibilizar células tumorais para
drogas citotoxicas em varios linfomas de células B (Abulayha, 2014). As principais vias
pro-apoptoticas desencadeadas pelo Rituximab envolvem mecanismos dependentes de
caspases (Amoroso, 2011), embora ja tenham sido definidas vias independentes de

caspases (Jak, 2011):

38



Ativacao de tirosina cinases da familia Src - Apés a ligacdo de duas moléculas de
rituximab a molécula de CD20, ocorre a redistribuicdo das jangadas de lipidos,
transativando subsequentemente as tirosinas cinases (Src) e iniciando as vias de
sinalizag&o resultando na apoptose (Deans, 2002; Shan, 1998).

Ativacdo das vias apoptoticas Fas - A ativacdo da caspase-8 sucede apos a
agregacdo de moléculas de Fas na membrana levando a formag&o do complexo de
sinalizacdo indutor de morte (DISC). Apos a reticulagdo com CD20, a proteina do
dominio de morte associada a Fas (FADD) e caspase-8 sao recrutadas para o DISC. O
agrupamento de moléculas de Fas parece ser dependente da translocacdo de Fas para
as jangadas lipidicas, juntamente com o CD20, induzido pela ligacao ao Rituximab (Stel,
2007).

Inibicdo da sobrevivéncia e vias de sinalizacdo antiapoptéticas - O Rituximab
induz modificagBes das vias de sinalizagdo molecular (constitutivamente ativadas em
células de linfoma) que regulam os produtos génicos antiapoptéticos: p38 proteina
cinase (MAPK), nuclear factor NF-kB, extracelular sinal regulado cinase- 1/2 (ERK-1/2),
e vias de sobrevivéncia Akt. A inibicdo destes fatores sensibilizam as vias
antiapoptéticas das células NHL B a quimioterapia promovendo a apoptose (Bonavida,
2007).

Vias independentes de caspases - rituximab aumenta do influxo de calcio
extracelular, o que aumenta a concentracéo intracelular de calcio [Ca2*]i (Daniels, 2006;
Jak, 2011; Marcus, 2005) resultando no aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio, que sdo necessarias para o estimular a morte celular sem a necessidade de

caspases (Jak, 2011).

1.7.2.1.1. Efeitos secundarios do rituximab

Os efeitos secundérios comuns no tratamento com rituximab sdo geralmente leves,
mas podem incluir calafrios, febre, nduseas, erupc¢des cutaneas, fadiga e dores de
cabeca. Raramente, os efeitos secundérios mais graves ocorrem durante infusdes, tais
como dificuldade para respirar e pressao arterial baixa. Este anticorpo também pode
aumentar o risco de infecdes até 6 meses apos a interrupcao do tratamento (Hansel,
2010).

O rituximab pode desencadear infe¢cdes de hepatite B que estavam inativas (Byrd,
1999).
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1.7.3. QUIMIOTERAPIA DE COMBINACAO

De forma genérica existem evidéncias indirectas, mas convincentes, que se
estendem desde andlises in vitro até estudos correlativos de ensaios clinicos, que 0s
efeitos de sinalizagdo de rituximab sobre os linfécitos B associados a mecanismos
efetores imunitarios adicionais podem contribuir para a atividade antitumoral de
rituximab. A evidéncia mais forte é a clara demonstracdo de que a combinacao de
rituximab e quimioterapia citotoxica é eficaz numa variedade de LNH B (Weiner, 2010).

O racional para a quimioterapia de combinacdo é a utilizacdo com sucesso de
farmacos que utilizam mecanismos diferentes, diminuindo assim a probabilidade de que
as células cancerigenas desenvolverem mecanismos de resisténcia (Frei, 2003). A
associacdo de terapias antineoplasicas permite a morte celular dentro da gama de
toxicidade tolerada pelo hospedeiro para cada farmaco e oferece uma gama de
cobertura mais ampla das linhas celulares resistentes de uma populacdo heterogénea
tumoral e previne ou retarda o desenvolvimento de novas linhas de células resistentes
aos medicamentos. Os farmacos com diferentes mecanismos de agéo e toxicidades
limitadas pela dose devem ser combinados de modo a permitir efeitos aditivos ou
sinérgicos sobre o tumor com toxicidade minima (Malhotra, 2003).

Varios agentes quimioterapéuticos sdo ativos contra o LNH e podem ser usados
sozinho ou em combinacéo, dependendo da histologia e estadio da doenca bem como
a tolerancia do doente a quimioterapia. Em alguns tipos de cancro, a melhor abordagem
€ a combinacéao de radioterapia, quimioterapia (Miller, 1998). A radioterapia trata o tumor
maligno localizadamente, enquanto a quimioterapia atinge as células neoplasicas que
migraram para outros locais.

Por vezes, a quimioterapia de combinacao é usada ndo para curar, mas para reduzir
0os sintomas e prolongar a vida. A quimioterapia de combinacdo pode ser util para
pessoas com cancros avangados néo elegiveis para terapia de radiacdo ou tratamento
cirurgico (doentes com cancro do pulméo de ndo-pequenas células, cancro do eséfago,
cancro da bexiga, ou que ndo podem ser completamente removidos por cirurgia) (Miller,
1998).

Uma das combinacbes de farmacos mais comum €& CHOP (ciclofosfamida,
hidroxildaunorrubicina (adriamicina), oncovin® (vincristina) e prednisona/prednisolona) e
outra combinacdo comum (deixa de fora a doxorrubicina) e € chamado CVP
(ciclofosfamida, vincristina, prednisona). Estes regimes combinados de quimioterapia
sao muitas vezes associados a imunoterapia, em especial com o anticorpo monoclonal
rituximab (anticorpo anti -CD20): Rituximab - em casos de LNH B melhorando as taxas

de resposta e sobrevivéncia livre de progresséao (Schulz, 2007).
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2. Probleméatica e importancia da recuperacao
das populacbes linfocitarias B e T e da
cooperacao entre ambas em doentes

Imunossuprimidos

O sistema imunitério carateriza-se pela sua capacidade de resposta a uma vasta
gama de agentes patogénicos, cujas especificidades antigénicas se modificam
constantemente. Tal torna-se possivel pelo desenvolvimento de um repertorio
extremamente diverso de recetores antigénicos a superficie dos linfocitos, os quais sdo
potencialmente capazes de reconhecer todo e qualquer determinante antigénico
estranho ao organismo. Ja que o LNH de células B é uma neoplasia do sistema
imunitario, a competéncia imunolégica encontra-se frequentemente alterada nos
doentes afetados. Além disso, a maioria das estratégias terapéuticas alteram por si s
a dindmica dos compartimentos imunolégicos. De fato, os doentes com LNH
demonstram frequentemente sinais clinicos e bioldgicos de imunossupressao antes de
iniciar o tratamento. A quimioterapia contribui significativamente para a linfocitopénia,
depletando profundamente o compartimento celular linfocitario B e T em circulagdo; a
recuperacao deste compartimento depende de multiplos fatores, incluindo a intensidade
dos regimes usados. (Kim, 2011a)

A combinagdo da quimioterapia com Rituximab tem sido utilizada muito
frequentemente nos Ultimos anos, ja que aumenta as taxas e a duracao das respostas
clinicas e mesmo a sobrevivéncia global, quando comparada com a quimioterapia
isolada. (Rummel, 2013; Van Oers, 2006) A contribuicAo do Rituximab para a
imunossupressao celular ndo se encontra ainda totalmente estudada. Apesar de néo se
ter demonstrado um aumento da incidéncia de infecbes em doentes tratados com
Rituximab (com ou sem quimioterapia), ndo é ainda claro qual o impacto de uma
supressdo intensa e prolongada do compartimento imunitario humoral e celular em
adicdo ao da quimioterapia. (Coiffier, 2002; Marcus, 2005)

Dados experimentais obtidos pelo nosso grupo de trabalho em modelos animais
sugerem que o compartimento imunitario B (células B e imunoglobulinas, Ig) pode ter
um papel importante na modulagdo da maturacao das células T, da sua funcdo e do seu
repertério. Recentemente, observdmos que os linfocitos B e as Ig contribuem para o
desenvolvimento e para a génese da diversidade das células T no timo (Jo&o, 2004;

Pires, 2010), e podem tornar-se um instrumento biolégico importante em situagfes em
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que seja vantajoso acelerar a recuperacdo imune. E o caso do periodo que se segue ao
uso de terapéuticas mieloablativas, no contexto da transplantacdo hematopoiética
(Jodo, 2006a; Jodo, 2006b). Por outro lado, demonstramos também que a infusédo de
linfocitos B e/ou de imunoglobulinas permite expandir o repertério T em ratinhos,
melhorando ainda a sua fungdo (Jodo, 2004). A deplecdo de linfécitos B e a
consequente hipogamaglobulinémia levam, neste modelo murino, a uma supresséo da
imunidade celular. O Rituximab depleta globalmente os linfocitos B e origina um estado
de profunda imunodeficiéncia neste compartimento. Alguns grupos de investigadores
demonstraram mesmo a presenca de hipogamaglobulinémia em doentes sob
tratamento com Rituximab (Casulo, 2013; Roberts, 2015). Tais alteracdes podem,
conceptualmente, ser responsaveis por um importante desequilibrio da imunidade
celular T. Desta forma, € coloca a hipétese de que os doentes com LNH-B tratados com
um agente que depleta as células B possam desenvolver uma alteracdo da fungéo
celular T. O objetivo deste trabalho é comparar o numero e a fungéo das células T entre
doentes tratados com quimioterapia apenas, com Rituximab, e com quimioterapia
associada a Rituximab, para definir o impacto do anticorpo anti CD20 sobre a imunidade
celular T em doentes com LNH-B. Também é importante investigar se a imunidade
celular T regenera completamente apés tratamento com quimioterapia, Rituximab ou a
combinacéo dos dois, 0 que exige a caracterizagdo das populagdes linfocitarias antes e
apos terapéutica. Estas observacdes poderdo contribuir para melhor compreender as
consequéncias dos tratamentos utilizados em doentes com LNH-B e para antever o
possivel impacto sobre a incidéncia de infe¢cdes e tumores secundarios, levando ao

desenho de estratégias terapéuticas otimizadas naquela patologia.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Examinar o impacto da deplecdo das células B induzido pelo tratamento com

Rituximab, Quimioterapia ou ambos sobre a imunidade celular T em doentes com LNH

*

B.

3.2. Obijetivos especificos

Conhecer:

o A etiologia, origem mecanistica, a incidéncia e os exames de diagndstico disponiveis
dos LNH;

o O impacto dos LNH-B no sistema imunitario dos doentes;

o Os mecanismos de acao das terapéuticas aplicadas no tratamento de LNH-B;

o Os efeitos secundarios causados pelas diferentes terapéuticas.

Compreender:

o As alteracbes causadas pelas terapéuticas no sistema imunitario dos doentes com
LNH B;

o As atividades biologicas das terapéuticas aplicadas no tratamento de cada neoplasia
de LNH;

o O funcionamento das técnicas e equipamentos envolvidos no estudo bem como as

suas aplicacgdes.

Valorizar
o A aplicacdo de uma terapéutica adequada no tratamento de cada tipo de LNH B;
o A importancia da recuperacao funcional linfocitaria B e T nos doentes sujeitos as

terapéuticas estudadas;

" Projeto com o apoio financeiro da Associacdo Portuguesa Contra a Leucemia (APCL)

(http://www.apcl.pt/)
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o As normas gerais de controlo de qualidade no laboratério de diagndstico
hematolégico;

o As regras de seguranca no laboratério hospitalar e no manuseamento de amostras
de sangue humano;

o A importancia de uma andlise estatistica apropriada dos resultados obtidos.

Aplicar

o As normas dos laboratérios envolvidos no estudo;

o Os conhecimentos sobre o correto manuseamento dos aparelhos;

o A estratégia e metodologia aplicadas na determinacédo dos parametros estudados;

o O tratamento e software estatisticos mais adequados a cada tipo de dados coletados

neste estudo.

Analisar
o Os efeitos da deplegcdo linfocitaria induzida pelo Rituximab, induzida pela

guimioterapia ou induzida pela combinacdo de ambos na(s):

a) Populagdes de leucécitos, linfocitos e linfécitos B apds a finalizagdo do tratamento;

b) Subpopulac¢des de linfécitos T CD4 e CD8 apos a finalizagéo do tratamento;

c) Alterag&o dos niveis séricos de IgG e IgM nos trés grupos de doentes ao longo do
tempo de estudo;

d) Diversidade de repertério de imunoglobulinas IgM, 1gG dos trés grupos de doentes

ao longo do tempo de estudo;

o A informacdo clinica da populagao de doentes com LNH B relativa a:

a) Dados demograficos;

b) Tipo de LNH B diagnosticado;
c) Terapéutica(s) aplicada(s);

d) Resposta ao tratamento;

e) Sobrevivéncia global;

f) Episédios de infecao.

o Os resultados de forma a correlacionar as variaveis acima descritas.
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4. Metodologia

4.1. Estratégia experimental

A realizagao dos objetivos delineados para este trabalho obedeceu ao plano:

4.1.1. LOCAIS DE REALIZACAO

Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG) —
recrutamento de doentes; colheita de amostras de sangue periférico e recolha de

informag6es demograficas;

Unidade de Investigacdo em Patobiologia Molecular - Instituto Portugués de
Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG) — separagéo de soro e de

células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs);

Laboratério de Hemato-Oncologia do Departamento de Hematologia do IPOLFG -

Realizag&o da técnica de citometria de fluxo;

Laboratério de Bioquimica do Servico de Patologia Clinica do IPOLFG -

Realizag&o da técnica de Imunoturbidimetria;

Grupo Lupus and autoimmune repertoires, Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras
— cultura celular e extracdo de proteinas de E. coli, quantificacdo da proteina total nos

soros pelo método do &cido bicinconinico e realizagdo da técnica de Western blotting.

4.1.2. POPULACAO EM ESTUDO

Os doentes com LNH-B foram recrutados aquando do diagndstico, durante as consultas de
Hematologia no IPOLFG na presenca do médico especialista. A dose e duragéo dos tratamentos
foram da total responsabilidade dos médicos especialistas e selecionadas da forma mais

adequada para cada tipo e grau de linfoma diagnosticado. Os critérios aplicados foram:
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Critérios de incluséao:

o Os Doentes com LNH B com indicagéo para tratamento com quimioterapia, rituximab
ou ambos, de qualquer idade, raca ou género;
o Doentes que tenham assinado o consentimento informado referente ao presente

estudo, aprovado pela Comiss&o de Etica do IPOLFG.

Critérios de excluséo:
o Doentes com LNH B previamente sujeitos a tratamento com quimioterapia, rituximab
ou ambos ha menos de 2 anos;

o Doentes inclusos que manifestem vontade de abandonar o estudo.

4.1.3. CALENDARIZACAO DE COLHEITAS

Os instantes de estudo escolhidos para analise foram:

1) Antes do inicio da terapéutica;
2) 1 Més apos o fim da terapéutica;

3) Em intervalos de 3 meses, posteriormente, durante 1 ano.

As colheitas das amostras de sangue dos doentes nos varios momentos do estudo
coincidiram com as alturas habituais da avaliacdo clinico-laboratorial de forma a néo

exigir deslocacfes adicionais ao hospital.

4.1.4. TECNICAS E PARAMETROS ANALISADOS

Dados clinicos

No momento da inclusdo no estudo, foram registadas as informacdes relativamente

o Dados pessoais (idade no momento de diagnoéstico, género, raca);
o Diagnostico e estadiamento do LNH B;
o Linha de terapéutica do doente;

o Terapéutica(s) selecionada(s) para o tratamento do LNH B diagnosticado.
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Apbs o fim do periodo de terapéutica e durante o periodo de seguimento foram

recolhidas informacgoes relativamente a:

o Numero de ciclos das terapéutica(s) aplicada(s);

o Resposta a terapéutica;

o Contagem do numero de infe¢Bes (bacterianas, fungicas e virais);
o Progressao da doenca;

o Sobrevivéncia global.

Dados laboratoriais

No momento do diagnéstico e durante o periodo de seguimento foram executadas

técnicas com vista a:

o Quantificacdo de leucocitos e linfocitos totais — As contagens do namero de
leucécitos e linfécitos totais foram facultadas pelo laboratério de patologia clinica
do IPOLFG. Estas células fazem parte dos parametros analisados
rotineiramente durante o seguimento médico. A quantificacdo foi feita pelo
analisador hematoldgico automatico Sysmex Xe-5000;

o Avaliacado de populacdes de linfécitos B (CD19) e T (CD3) e subpopulacdes
linfocitarias T CD4 e CD8 por citometria de fluxo;

o Quantificacao de imunoglobulinas IgG e IgM séricas por imunoturbidimetria;

o Determinacdo dos perfis de reatividade das imunoglobulinas IgM, IgG por

western blotting semi quantitativo;

Toda e qualquer informacéo relativamente aos dados clinicos e laboratorias dos

doentes foi tratada de forma a proteger a confidencialidade dos mesmos.

4.1.5. ANALISE ESTATISTICA DE RESULTADOS

O software estatistico R (verséo 3.3.1. para Windows®) (R Development Core Team,
2016) foi utilizado para a analise de resultados das contagens das populacdes
leucocitéarias, linfocitarias e suas subpopulac6es bem como no estudo das alteracbes

dos niveis séricos de imunoglobulinas. O R foi também usado na analise de
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intercorréncias infeciosas, de sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de eventos da
amostra de doentes e na correlagéo entre parametros.
Analise de sobrevivéncia

A andlise de sobrevivéncia recorreu ao céalculo de curvas de sobrevivéncia segundo
o método de Kaplan-Meier (Kaplan, 1958). O evento morte foi considerado para o
calculo da curva de sobrevivéncia para cada um dos trés grupos de tratamento. De
forma analoga efetuaram-se os célculos para a sobrevivéncia livre de eventos de
leucopénia e de linfopenia considerando a 12 ocorréncia de leucopénia ou linfopenia
como evento de interesse.

As diferencas na sobrevivéncia entre grupos de tratamento foram testadas pelo teste
de Log-Rank (Mantel, 1966), comparando o nimero de eventos observados em cada
grupo com o nimero de eventos esperado, tendo em conta o nimero total de individuos
da amostra. Os calculos efetuaram-se utilizando o R com recurso a biblioteca survival
Therneau (Therneau, 2015; Therneau, 2000).

Testes de normalidade
A normalidade dos dados foi testada com teste de Shapiro-Wilk (Shapiro, 1965) (nivel
de confianga de 95%).

Testes estatisticos para a diferenca de distribuicdes

Para comparar as distribuicbes dos valores de cada parametro entre grupos de
tratamento foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis (Kruskal, 1952) e Wilcoxon
(Wilcoxon, 1945). A escolha destes testes em particular deveu-se a ndo normalidade
dos dados e a dimensé&o reduzida da amostra. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado
para cada parametro em cada instante de tempo entre os trés grupos. Os testes de
Wilcoxon foram feitos entre pares de grupos, para cada instante de tempo significaram
trés testes de Wilcoxon para os trés pares existentes: R vs QT, R vs R-QT e QT vs R-
QT. Os dois tipos de testes foram realizados fazendo uso da totalidade dos dados

obtidos (sem remocéao de outliers).

Visualizagcdo dos parametros ao longo do tempo

Os outliers nao foram removidos da analise visto terem sido usados testes analiticos
resistentes a estes valores. No entanto, para melhor percecdo dos resultados
graficamente, foi feita uma remog¢&o de outliers segundo o critério de Modified Z-score
(Iglewicz, 1993).
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Analise de PCA

A avaliacdo da especificidade das imunoglobulinas IgM e IgG obtidas por western
blotting foi feita no programa Igor Pro 6.1 (Wavemetrics, Lake Oswego, OR) num
computador Apple iMac G9 (Apple Computer Inc., Cupertino, CA).
Foi realizada andlise de componentes principais (PCA), em que foi escolhida sempre
apenas a primeira componente principal. Procuraram-se diferencas significativas entre
grupos de tratamento através do teste de Kruskal-Wallis e Wilcoxon de forma idéntica
aos descritos anteriormente.

A correlacdo entre parametros foi realizada através do calculo do coeficiente de
correlagdo de Spearman (Spearman, 1904).

Correlagao entre parametros

A fim de averiguar possiveis correlagdes entre os pardmetros medidos, foi calculada a
matriz de correlagdes, contendo os coeficientes de correlacdo de Spearman (Spearman,
1904). Para cada par de parametros, acompanhados do respetivo valor P que testa a
hipotese nula de o coeficiente ser igual a zero. Optou-se pelo coeficiente de correlagéo

de Spearman dada a presenca significativa de outliers.

Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.2. Diagrama do trabalho
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4.3. Procedimento experimental

4.3.1. COLHEITA DE SANGUE PERIFERICO

Em cada instante de tempo estudado foram colhidos no total 15 ml de sangue
periférico de cada individuo, distribuidos por trés tubos, para realizacao das avaliacdes
laboratoriais seguidamente detalhadas. As colheitas de sangue foram efetuadas pelos
técnicos profissionais do Departamento de Hematologia do IPOFG nos instantes de
estudo definidos coincidindo com a ida dos doentes a consulta. As amostras de sangue
periférico foram colhidas para um tubo de vacuo (Vacutainer™) de citrato de sodio
tamponado (0,109 mol/L sangue) e para dois tubos de vacuo (Vacutainer™) secos (sem

anticoagulante) seguindo as regras de seguran¢a de manipulagdo de sangue humano.

4.3.2. SEPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEADAS DO
SANGUE PERIFERICO POR CENTRIFUGACAO EM
GRADIENTE DE DENSIDADE

4.3.2.1. Descricédo da técnica de centrifugacéao

O isolamento de células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) foi efetuada
através de um gradiente de concentracdo utilizando o reagente Histopaque®. Esta
metodologia separa as PBMCs por centrifugacdo numa solucdo em que se estabelece
um gradiente de densidade de 1,077+0,001 g/mL. As células distribuem-se ao longo
deste gradiente de acordo com a sua densidade, 0 que permite a separacdo e
recuperacao de varias fracdes celulares como apresentado na Figura 23. O anel de
células mononucleadas contem linfocitos (B, T, NK), monécitos e macréfagos (English,
1974).
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Figura 23. Figura esquematica das fases da separacdo de PBMCs por gradiente de densidade . Adaptado (MACS
Miltenyi Biotec — Isolamento de células mononucleares de sangue periférico humano por centrifugagdo por

gradiente de densidade — Protocolo)

4.3.2.2. Procedimento experimental — Separacédo de células
nonucleadas do sangue periférico

A separacdo das PBMCs de cada amostra foi feita imediatamente apos a colheita,
de forma a preservar a viabilidade das mesmas. O sangue foi colhido diretamente para
tubos de vacuo com citrato de sodio para impedir a coagulacgéo.

Cada amostra de sangue foi diluida (1:1 em tampéo fosfato salino (PBS - NaCl 7,3
M; KCI2,7mM, Na,HPO, 10,1mM, KH>PO4 1,8 mM, pH7,4) e colocada cuidadosamente
sobre o gradiente de densidade Histopaque® (3 mL), evitando a mistura de fases. O
gradiente de densidade armazenado a 4°C, foi utilizado a temperatura ambiente, de
forma a aumentar o rendimento da recuperacdo de PBMCs. As amostras foram
centrifugadas a temperatura ambiente, a 1800 rpm durante 20 min. O anel de PBMCs
foi transferido para novo tubo estéril de fundo cénico, onde as células foram lavadas
com PBS (20 mL) e centrifugadas a 1200 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi
descartado o e o pellet foi ressuspendido no volume de PBS remanescente. Na eventual
de contaminacado do pellet com eritrécitos, procedeu-se a incubagcdo da amostra com 2
mL tampé&o de lise de eritrcitos (RBCL - NH4Cl 1,5M; NaHCO3 1,4x10*M; EDTA 1mM,
pH7.3) durante 10 min repetindo a centrifugacdo anterior. O pellet de células foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e foi determinada a concentracdo celular e a taxa de
viabilidade na diluicdo de 1:1 em Azul de Tripano 0,2%. As células foram mantidas a

4°C até a aquisicao das células no citometro de fluxo.
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4.3.3. DETERMINACAO DE POPULACOES LINFOCITARIAS POR
CITOMETRIA DE FLUXO

4.3.3.1. Descricao da técnica de citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite a rapida medicdo da luz dispersa e emissédo de
fluorescéncia produzidas por células ou particulas adequadamente marcadas ao
atravessarem individualmente um feixe de luz (Ormerod, 2003). O citdbmetro de fluxo
disp6e em posicdo central na coluna de fluxo, as células ou particulas suspensas num
liquido isotonico em fila Unica por focagem hidrodimamica. A fonte de excitagcdo € um
laser de Argon que emite luz num comprimento de onda de 488 nm ao qual se pode
juntar outro laser com emissdo de luz a um comprimento de onda superior para
obtencao de 4 ou mais fluorescéncias num sé tubo (Ormerod, 2003). Quando uma célula
atravessa o feixe de luz, provoca um processo de dispersédo fotonica ou de emisséo de
fluorescéncia, cuja intensidade depende das carateristicas da célula. A dispersao, a
extin¢cdo ou a refracdo da luz, bem como a fluorescéncia emitida pela particula, séo
fendmenos fisicos avaliados pelos diferentes sensores ao atravessar o laser. A
disperséo frontal (FSC) é proporcional ao tamanho relativo da célula, e a disperséo
ortogonal ou lateral a 90° (SSC) evidencia a complexidade da estrutura interna da célula
(granularidade, relacdo nucleo-citoplasma) (Ormerod, 2003). Os sinais luminosos
medidos sdo amplificados e convertidos em pulsos eletronicos pelos fotomultiplicadores,
sofrendo uma converséo analdgica-digital. Os sinais digitais sdo processados em varios
canais de acordo com a sua intensidade, acumulando-se em tempo real para uma
posterior analise computorizada (Ormerod, 2003). Estes dados sao apresentados
geralmente sob a forma de histogramas que combinam um parametro com o nimero de
particulas avaliadas, ou de diagramas biparamétricos — diagramas de pontos, que
combinam os parametros dois a dois (Figura 24). No histograma/diagrama de pontos,
cada ponto corresponde a um evento analisado pelo citbmetro, em que 0s eventos com
carateristicas semelhantes posicionar-se-d40 na mesma area do histograma/diagrama
permitindo a selecéo e contagem dos mesmos (Figura 24) (Shapiro, 2003).

A citometria de fluxo é atualmente aplicada em muitas disciplinas, nomeadamente
hematologia (Brown, 2000), bioquimica (O’Connor, 2001), microbiologia (Alvarez-
Barrientos, 2000; Vives-Rego, 2000) e industria alimentar (Comas-Riu, 2009). O uso da
citometria de fluxo tem vindo a expandir-se, devido ao grande ndmero de reagentes e
anticorpos monoclonais que tém sido desenvolvidos na identificagdo direcionada de

uma determinada célula ou particula.
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Figura 24. Representagdo esquematica do processo de funcionamento de um citémetro de fluxo. 1 — Detetor de

dispersao frontal; 2 — Detetor de dispersdo ortogonal; 3 — Detetores de flourescéncia; 4 — Filtros e espelhos; 5 —

Placas de deflexdo carregadas. Adaptado (Jahan-Tigh, 2012)

4.3.3.2. Procedimento experimental — Marcacgé&o linfocitaria

de antigénios de superficie

A marcacao de PBMCs foi realizada segundo o protocolo de marcacdao linfocitaria de
antigénios de superficie praticado no IPOLFG (Herzenberg, 1976).

Os anticorpos monoclonais de superficie foram adicionados a 200 uL da suspenséo
de PBMCs em tubos de vidro de fundo redondo nos volumes sumarizados na Tabela 11

e incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente em camara escura.

Tabela 11. Volumes adicionados de anticorpos de marcagao linfocitaria de superficie. n.a. - nao se aplica.

Células a marcar Anticorpo Vol (pL)

Linfécitos T auxiliares anti-CD4 Pacific Blue 2,5
Linfécitos B anti-CD19 "¢ 10
Linfécitos T anti-CD3 PercPeys5 10

Linfécitos T citotoxicos  anti-CD8 APCH? 5

As células marcadas foram incubadas com 1 mL de RBCL durante 10 minutos para
remocao de eritrécitos. As amostras foram centrifugadas durante 5 minutos, a 1500 rpm,
em que foi rejeitado o sobrenadante. O pellet de linfocitos foi lavado com 200 uL de PBS
e centrifugados durante 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi aspirado e o pellet
ressuspendido em 200 pL de PBS+Albumina do soro bovino (BSA) 0,2%. As
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suspensdes de células foram mantidas no escuro a 4°C até leitura imediata no citbmetro
de fluxo.

Na impossibilidade de aquisicdo imediata das células procedeu-se a fixacao das
mesmas pela adi¢cdo de 300 pL de formaldeido 1% em PBS e armazenaram-se a 4°C.
As células foram adquiridas no prazo maximo de 24 horas.

As amostras foram adquiridas no citémetro BD FACSAria lll, usando o programa BD
FACSDiva Software de acordo com o protocolo de aquisi¢do em pratica no IPOLFG. As
populagées e subpopulacdes linfocitarias foram analisadas no programa Infinicyt™ de
acordo com os protocolos de andlise. Foram adquiridos pelo menos 100.000 eventos

em cada amostra.

4.3.4. SEPARACAO DE SORO E QUANTIFICACAO DE PROTEINA
TOTAL

4.3.4.1. Descricdo da técnica de separacédo de soro

O soro ¢ a fracédo liquida de sangue total, obtida ap0s a coagulacao sanguinea. Esta
frac@o é composta por agua, proteinas (p.e. albumina, imunoglobulinas), eletrdlitos (Na*
e CI"), nutrientes (p.e. glicose e aminoacidos), hormonas (p.e. cortisol, tiroxina), detritos
(p.e. ureia) e gases (p.e. CO2, O2). O coagulo € removido por centrifugacdo e o
sobrenadante resultante, é cuidadosamente recolhido (Krebs, 1950).

4.3.4.2. Procedimento experimental — Separacao do soro

Foram colhidos 5 mL de cada individuo para tubos de vacuo secos Vacutainer® de
forma a permitir a coagulacdo. Aguardou-se a formacdo do coagulo durante
(aproximadamente) 1h com os tubos em posicéo inclinada (cerca de 45°). A separacao
do soro foi feita por centrifugacdo durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C. A fase
sobrenadante correspondente ao soro foi armazenada em aliquotas em tubos estéreis

a -20°C para andlise posterior de anticorpos (Henry, 1979).
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4.3.4.3. Método do acido bicinconinico

O método do acido bicinconinico (BCA), tal como o método de Lowry, baseia-se na
reducdo de Cu?* a Cu* pela proteinas em meio alcalino (método do biureto) com a
detecdo colorimétrica altamente sensivel e seletiva do catido cobre com um reagente
Unico contendo BCA (Smith, 1985). O produto da reacao de cor purpura é dependente
da temperatura e é formada pela quelac¢édo de duas moléculas de BCA com um ido cobre
reduzido. Estes complexos sollveis em agua exibem uma forte absorvancia a 562 mm,
que é linear com o aumento da concentracdo de proteina sobre uma ampla gama de
concentragdes (20-2000 pg/mL).

A guantidade de proteina pode ser estimada utilizando uma curva padréo com uma
proteina cuja concentracédo seja conhecida, como p.e. a albumina bovina sérica (BSA).

Mesmo apos o fim do periodo de incubacdo da amostra com a solugéo contendo
BCA, a cor final continua a desenvolver, no entanto, a taxa de desenvolvimento é
suficientemente lenta para permitir que um grande nimero de amostras sejam
analisadas em conjunto.

A estrutura macromolecular da proteina, o numero de ligacdes peptidicas que
reagem com Cu ?* e a presenca de trés aminoacidos particulares (cisteina, tirosina e
triptofano) séo registadas como sendo responsaveis pela formacéo de cor parpura com
BCA (Smith, 1985; Wiechelman, 1988).

4.3.4.4. Protocolo da quantificacdo de proteina total pelo

método do acido bicinconinico

Para a determinacdo da concentragéo total de proteina foi usado o kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Scientific). As amostras foram diluidas 1:100 em PBS, proporgéo
testada previamente como sendo a mais adequada. O reagente de trabalho (WR) -
contendo BCA - foi preparado na propor¢do recomendada de 50:1 dos reagentes A e B
(respetivamente) que acompanham o kit. O procedimento foi efetuado em microplacas
de fundo redondo, aos quais foram adicionados 200 uL de WR e 25uL de cada amostra
diluida de soro. Apés agitacédo, as placas foram seladas e as amostras foram incubadas
durante 30 min a 37°C. A absorvéancia foi lida a 562 nm no espetrofotémetro xMark™.

A cada placa foram adicionadas em triplicado diluicdes da solu¢do de BSA 2 mg/mL
[25: 2000] pg/mL para a construgcdo da curva de calibragdo. Nos casos em que a
concentracao de proteina foi superior ao limite maximo permitido pela curva, o ensaio

foi repetido diluindo a amostra 1:200 em PBS.
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4.3.5. QUANTIFICACAO DE IGM E IGG SERICAS PELO METODO
DE IMUNOTURBIDIMETRIA

4.3.5.1. Descricao da técnica de imunoturbidimetria

A imunoturbidimetria é um método altamente preciso e sensivel utilizado nos
laboratérios hospitalares na medicdo quantitativa e simultdnea de farmacos ou
biomoléculas em fluidos corporais, como soro, plasma ou urina. (Chianese, 2012).

A turbidimetria baseia-se no fato da quantidade de luz, que atravessa uma solugéo
de particulas, diminuir @ medida que a turvagédo da solucdo aumenta. Esta turvagéo é
medida ao angulo de 0° em relagdo a luz incidente, tal como na espetrofotometria
(McClatchey, 2002). Assim, a turbidimetria mede a diminui¢cdo de intensidade de luz
incidente numa amostra causada pela disperséo, reflexdo e absorcdo do feixe de luz
causada pelas suas moléculas constituintes (McClatchey, 2002).

Na imunoturbidimetria, os ensaios baseiam-se na reacdo de aglutinacdo induzida
pela ligacdo do antigénio-anticorpo. Quando uma luz é dirigida para a mistura da
amostra, a variagdo na absorvéncia medida fotometricamente € proporcional a taxa de

aglutinacdo das microparticulas (Teppo, 1982).

4.3.5.2. Procedimento experimental - Imunoturbidimetria

para detecdo de IgG e IgM

A quantificagéo de 1gG e IgM foi efetuada segundo o protocolo dos kits de detegéo
de imunoglobulinas IgM e IgG (Abbott Diagnostics) (Croci, 1989; Ledue, 2002) e faz
parte das andlises de rotina de exigidos pelos médicos no contexto de LNH B. A detecéo
de imunoglobulinas é feita pela separac¢do dos soros (como descrito anteriormente) a
partir de amostras de sangue total colhido em tubos de vacuo secos. O soro foi
analisado no maximo até 3 horas ap0s a colheita, como recomendado pelo fabricante
do kit utilizado.

As amostras foram colocadas no suporte do analisador bioquimico automatico
(Abbott Architect ci8200) que procede ao processamento das amostras. Os soros foram
diluidos em solucéao salina NaCl (0,9%) de acordo com a imunoglobulina a analisar (1:5
para a detecdo IgM e ndo diluida para a detecéo de IgG). Posteriormente foi retirado de
cada amostra o volume de 7 pL e adicionados a 200 pL de tampéao fornecido pelo kit
(Tris 100 mmMI/L, polietilenoglicol (PEG) 30 g/L; 0,1% azida de sodio, pH 7.0) e foi
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efetuada a medicdo do branco da amostra antes da adicao do anticorpo a detetar a 340
nm. Por fim, na presenca do anticorpo apropriado (diluido 1:1 em Tris 100 mmM/L, 0,1%
azida de sddio, pH 9.0) em excesso (4 yL), a concentracao de imunoglobulina foi medida
em funcgéo da turbidez a 340 nm eliminando o valor medido no branco.

Os valores de concentracdo das imunoglobulinas foram obtidos através de uma curva
de calibracéo efetuada usando diluicbes de Specific Protein Multiconstituent Calibrator
[20: 300 mg/dL]. O Specific Protein Multiconstituent Calibrator € composto por IgA, 1gG,
IgM, C3, C4, haptoglobina e transferrina humanas em concentracdes conhecidas,
podendo ser utilizado na quantificagdo simultanea destes constituintes numa amostra

de soro.

4.3.6. AVALIACAO DA FUNCIONALIDADE E DIVERSIDADE DAS
IMUNOGLOBULINAS POR WESTERN BLOTTING

4.3.6.1. Descricao da técnica de western blotting

A técnica de western blotting também conhecida como immunoblot ou Panama blot
€ um poderoso e importante método utilizado na imunodetecdo de proteinas apos a
separacdo destas por eletroforese em gel e transferéncia para uma membrana
adsorvente (Burnette, 1981; Towbin, 1979). Resumidamente, uma mistura de proteinas
para as quais se quer testar a reatividade de anticorpos, é separada com base no peso
molecular pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS - PAGE) pela aplicacdo um campo elétrico (Cleveland, 1977). O gel funciona
como uma matriz inerte onde as proteinas podem migrar segundo a sua estrutura
primaria devido as quebras das ligacdes covalentes (B-mercaptoetanol ou di-tiotreitol) e
marcacgao negativa das proteinas originadas pelo SDS. (Laemmli, 1970).

Sob a imposicdo de carga elétrica, estes resultados sdo transferidos para uma
membrana (de nitrocelulose, fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou de nylon) que é entédo
incubada com anticorpos especificos para a proteina de interesse formando um
complexo anticorpo-antigénio. Esse anticorpo é denominado anticorpo primario. A
adicdo do anticorpo secundario comumente conjugado com uma enzima (p.e.
peroxidade ou fosfatase alcalina) permite a detecdo do complexo anticorpo-antigénio
previamente formado. A revelacdo da detecdo das proteinas de interesse na membrana

é feita pela adi¢cdo do substrato dessa enzima. Nos locais onde a enzima esta presente
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ocorrera a formacéao do produto dessa reacao evidenciando as regiées onde o anticorpo
se ligou (Mahmood, 2012).

4.3.6.2. Procedimento experimental de western blotting

O repertério e funcionalidade das imunoglobulinas séricas; IgM e IgG, foi avaliada
pela técnica semi-quantitativa Western blotting que permite a avaliacdo da reatividade
de anticorpos contra grandes painéis de antigénios segundo Haury (Haury, 1994; Haury,
1997). Neste trabalho as imunoglobulinas foram testadas contra proteinas de superficie
de E. coli.

4.3.6.2.1. CULTURA CELULAR E EXTRAGAO DE PROTEINAS DE E.
CcoLl

As células provenientes de uma col6nia de E. coli k-12 conservadas a -80 °C foram
cultivadas em 1 L meio LB liquido, overnight a 37 °C com agitacédo orbital constante de
150 rpm. A cultura foi distrubuida por tubos tipo Falcon de 50 mL e as células foram
recolhidas por centrifugacao a 4°C, 13000 rpm durante 10 min numa centrifuga Multifuge
1S-R. A biomassa foi determinada pela subtracdo do peso dos tubos vazios ao peso
dos tubos com as amostras apds centrifugacdo e secagem a 65 °C na estufa
Heratherm™ até o peso se tornar constante. As células de E. coli (1 g) foram
posteriormente homogeneizadas em 8 mL de tamp&o de extracdo de proteinas (Tris
62,5 mM pH 6.8, 2-mercaptoetanol 5%; ditiotreitol 100 mM, aprotinina 1 pg/mL,
pepstatina 1 pug/mL e inibidor de proteases TLCK 50 pug/mL) no homogeneizador de
tecidos Polytron PT3100. Adicionaram-se 2 mL de SDS 10% a suspensao e procedeu-
se a completa homogeneizacdo das proteinas no aparelho de ultrassons (Branson
Sonifier 450) por 1 min a 60 Hz. A suspensé&o foi colocada a 100°C durante 10 min numa
placa de aguecimento e seguidamente a 4°C até arrefecer. Centrifugou-se 10 min a
3000 rpm a 4 °C para remover detritos na centrifuga Multifuge 1S-R. Seguiu-se o0 passo
de ultracentrifugacdo a 4°C do sobrenadante a 10000 rpm durante 10 min no aparelho
Beckman L7-55. Filtrou-se o sobrenadante por uma coluna com Ia de vidro.

Foram testados varios volumes de extrato de proteinas diluida em tampéo de
aplicacao (glicerol 20%, SDS 2%, Tris 62,5 mM, pH 6.8, 2-Mercaptoetanol 5%, azul de
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bromofenol 0,02 % P/V) nas mesmas condi¢cdes do ensaio seguidamente descrito até a
frente do azul de bromofenol chegar o fundo do gel para um volume total de aplicacéo
de 120 pL.

4.3.6.2.2. SDS - PAGE

A separacao eletroforética das proteinas extraidas foi realizada por SDS-PAGE. A
composicao do gel de corrida foi Acrilamida/Bisacrilamidal0% P/V; Tris/HCI 0,1% P/V
pH 8.8; dodecil sulfato de sddio (SDS) 0,1% P/V; N, N, N’, N’ — Tetrametiletilenodiamina
(TEMED) 0,1 % V/V e persulfato de amonio 0.25% P/V e a composi¢do do gel de
concentraca foi Acrilamida/Bisacrilamida 4% pl/v; Tris/HCI 0,125 M pH 6.8; SDS 0,1%
P/V; TEMED 0,08 % V/V e persulfato de amonio 0.05% P/V. Aguardou-se a solidificagdo
do gel de corrida e do gel de concentracdo em cassetes de montagem com espessura
de 1 mm pertencentes as células verticais de eletroforese Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(BioRad) sem pente marcador de pocos. Foi aplicada dgua saturada com isobutanol no
limite superior do gel de concentragdo para impedir a desidratacdo do mesmo, esta
solucéo foi cuidadosamente aspirada antes da aplicacdo do extrato de proteinas.

Aplicaram-se 60 L do extrato de proteinas diluido em 60 pL de solugdo de aplicagédo
contendo azul de bromofenol. Procedeu-se a corrida cobrindo toda a cassete com
tampéo apropriado pH8.3 (tris base 0,05M; glicina 0,38 M; SDS 0,1%). Os extratos
proteicos correram a 12,5 mA até que a frente de azul de bromofenol atingir o final do

gel.

4.3.6.2.3. TRANSFERENCIA

Apbs a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de
nitrocelulose numa eletrotransferéncia semi-seca durante 90 min 0.8 mA/cm? na
unidade de transferéncia Semi Dry Electroblotter (Sartorius). Para a transferéncia foi
utilizado um sistema de sanduiche de trés tampdes como descrito (Kyhse-Andersen,
1984). Foram dispostas seis camadas de papel Whatman previamente cortadas (9x7
cm) embebidas em Tampéo | (Tris HCI 0,3 M pH 10.4; etanol 20 % V/V) diretamente no
anodo, seguidas por trés camadas de papel Whatman (9x7 cm) embebidas em Tampao
2 (Tris HCI 0,025 M, pH 10.4, etanol 20% V/V). Em seguida, a membrana de
nitrocelulose (9x7 cm) e o gel (8,6x6 cm) e finalmente 9 camadas de papel Whatman
(8,6x6 cm) embebidas em Tampao 3 (Tris HCI 0,025 M pH 9.4 etanol 20 V/V, acido

aminohexandico 0,04 M) foram colocados em cima. ApOs a transferéncia, as
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membranas foram bloqueadas overnight com PBS+0,2% Tween a temperatura

ambiente com agitagéo leve.

4.3.6.2.4. INCUBACAO DE DESENVOLVIMENTO DAS MEMBRANAS

A incubacdo de diferentes soros com a membrana foi realizada utilizando as
unidades de incubagédo Miniblotter® 28 SL. Durante o posicionamento da membrana nas
unidades de incubacgdo, foram colocados na parte posterior da membrana de
nitrocelulose uma esponja fina e pelicula aderente para perfeito selamento das unidades
evitando a evaporacdo das amostras de soro dos canais de incubagcdo nas cassettes.
Antes da aplicacdo dos soros, foi aspirado o volume de PBS+0,2% Tween
remanescente de cada um dos canais de incubacéo.

Em cada canal foram aplicados 50 uL das amostras de soro previamente diluidas em
PBS+0,2% Tween na concentragdo de 1 mg/mL. As mostras foram incubadas durante
4 h a temperatura ambiente com agitagcdo 5-6 agitagdes por min no agitador de placas.
As amostras de soro foram aspiradas e as membranas foram lavadas 4 vezes durante
10 s com PBS/Tween 0,2% e seguidas de uma lavagem prolongada (1h) na mesma
agitacdo descrita. Todos os soros estudados foram aplicados em duas membranas
independentes de forma a testar as reatividades das imunoglobulinas 1gG e IgM.

Para revelacdo da reatividade da IgM, foi adicionado o anticorpo secundario anti-lgM
conjugado com fosfatase alcalina 1 yuL/mL diluido em PBS+0,2% Tween durante 1,5 h
com agitacdo num volume total de 10 mL por membrana e posteriormente lavada com
PBS+0,2% Tween e 2 vezes com TBS (Tris base 0,05 M, NaCl 0,138 M, KCI 0,027 M,
pH 8.0) para completa remocé&o do reagente Tween.

Repetiu-se o procedimento para a revelacdo da reatividade da IgG adicionando o
anticorpo secundario anti-lgG conjugado com fosfatase alcalina 1 puL/mL a uma nova
membrana previamente incubada com os soros.

As imunoreatividades foram reveladas com a adi¢do dos substratos NBT (3,3 pl/mL)
e e BCIP (1,65 pl//mL) diluidos em tamp&o de fosfatase alcalina (Tris 0,1 M, MgCl, —
6H.O 5 mM; NaCl 0,01 M, pH 9.5) num volume total de 10 mL durante 10 minutos em
agitacdo. Apos desenvolvimento apropriado lavaram-se as membranas diversas vezes
com &gua destilada para interromper a reagdo como descrito anteriormente (Kyhse-
Andersen, 1984).

As imunoreatividades foram registadas em suporte digital através de um scanner de
alta resolucdo como descrito por Haury (Haury, 1997) Posteriormente, as membranas

foram coradas com 10 mL de ouro coloidal Protogold (solugdo de coloracdo de
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proteinas) overnight com agitacdo suave, revelando a posicdo de migracdo das
proteinas. A reacgdo foi interrompida com trés lavagens com agua destilada. As imagens
das proteinas coradas foram transferidas para suporte digital através de um scanner de
alta resolucado da mesma forma descrita. O perfil de densidade ética da coloracdo da
proteina € adquirida exatamente no espaco entre as pistas onde os soros foram
testados, de modo que a imunocoloracéo néo interfira com a colorac&o de ouro coloidal.
A comparagao entre quaisquer dois perfis de imunorreactividade pode ser feito
comparativamente aos seus perfis de proteinas correspondentes. Os perfis de migracao
proteinas que foram corrigidos para defeitos migracao eletroforética por sobreposi¢do

de picos de proteina correspondentes (Haury, 1997).
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5. Resultados

5.1. Caracterizacao da amostra de doentes com LNH B

Os 53 doentes com LNH B recrutados foram estudados prospectivamente no
momento de diagndstico e até 13 meses apds o fim da terapéutica mais adequada para
o tipo de neoplasia. Os doentes foram agrupados pelo tipo de terapéutica: 9 individuos
foram tratados com o anticorpo rituximab (R), 11 individuos foram tratados com regimes
de quimioterapia (QT) e 33 foram tratados com a combinagdo de ambas as terapias
(RQT).

A Tabela 12 apresenta a caracterizacao clinica e demogréfica dos doentes com LNH
B por grupo de tratamento. De forma breve, a populagdo de doentes contou com 33
homens (62%) cuja mediana de idade no momento do diagnéstico foi de 62 anos [min:
26; max: 84]. Para além do grupo de doentes em monoterapia com R, o0 grupo tratado
com QT contou com 7 doentes tratados com fludarabina + ciclofosfamida (FC) (63%) e
os restantes 4 doentes tratados com clorambucil + prednisolona (ClorP) enquanto no
grupo de tratamento com RQT, os regimes de terapia mais comuns foram R +
ciclofosfamida + adriamicina (hidroxidaunorubicina) + vincristina (Oncovin®) +
prednisolona (RCHOP) prescritos a 16 doentes (48%) e rituximab + ciclofosfamida +
vincristina + prednisolona (RCVP) prescritos a 10 doentes (30%). O nimero mediano
de ciclos terapéuticos foi de 4 em R; 4 em QT e 8 em RQT.

O tipo de LHN B mais frequente no grupo terapéutico R foi o linfoma B da zona
marginal (MALT) gastrico diagnosticado em 6 doentes (67%). O grupo tratado com QT
contou com 9 doentes diagnosticados com leucemia linfatica crénica (82%) e no grupo
de tratamento RQT foram diagnosticados 14 doentes com linfoma folicular (42%) e 12
doentes com linfoma B difuso de grandes células (36%).

A percentagem de individuos em cumprimento de primeira linha de tratamento foram
67% tratados com R; 73% tratados com QT e 94% tratados com RQT. Os doentes que
cumpriram duas ou mais linhas de terapéutica anteriores foram incluidos no estudo
guando verificado um intervalo minimo de 2 anos em relacdo ao ultimo tratamento.
Para a analise estatistica foram incluidos os resultados dos doentes com remissédo
completa e parcial: 8 (89%) em R; 10 (91%) em QT e 30 (91%) em RQT sendo que o0s
doentes que nao responderam ao tratamento foram excluidos da andlise nos instantes

pos terapéutica (5 doentes).
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Tabela 12. Caracterizagao clinica e demografica dos doentes com LNHB participantes no estudo.

Populagio de doentes (n=53)

Idade no diagnéstico (anos)

mediana [min:max] 62 [26:84]
260 anos, n (%) 32 (60%)
Sexo masculino, n (%) 33 (62 %)
Grupo terapéutico Rituximab Quimioterapia Rituximab + Quimioterapia
Doentes, n (%) 9(17 %) 11 (21%) 33 (62%)
Idade no diagnéstico (anos)
mediana [min:max] 62 [26;81] 62 [46;84] 64 [33;84]
260 anos, n (%) 5(56%) 9(81%) 18 (54%)
Sexo masculino, n (%) 6 (67%) 8(73%) 19 (58%)
Raga caucasiana, n (%) 9(100%) 11 (100%) 31(94%)
Remissdo
Completa, n (%) 7 (78%) 9 (82%) 26 (79%)
Parcial, n (%) 1(11%) 1(9%) 4(12%)
Mediana de ciclos de 4[2:4] 4[2:12] 8[2:19]
Linha terapéutica
Mediana [min:max] 1[1:2] 1[1:2] 1[1:5]
1, n (%) 6 (67%) 8(73%) 31 (94%)
2,n (%) 3(33%) 3(27%) 1(3%)
23, n (%) 1(3%)
¢ Linfoma B da zona marginal ¢ Leucemia linfatica cronica, 9 (82%) e Linfoma folicular, 14 (42%)
(MALT) géstrica, 6 (67%)
¢ Linfoma B da zona marginal ¢ Linfoma linfoplasmocitico difuso, e Linfoma B difuso de grandes
(MALT) tiroideia, 1 (11%) 6(9%) células, 12 (36%)
i A ¢ Linfoma B da zona marginal ¢ Linfoma folicular, 1 (9%) ¢ Linfoma do Manto, 3 (9%)
LNH B diagnosticado, n (%)
(MALT), 1 (11%)
* LNH B de baixo grau NOS*, 1 (11%) ¢ Linfoma B da zona extranodal tipo
MALT, 3 (9%)
¢ Linfoma B de baixo grau NOS*, 1
(4%)
Estadio de LNH B, n (%)
| 3(33%) 3(27%) 2 (6%)
I 4(44%) 3(27%) 10 (30%)
] 2 (6%)
VI 2(22%) 5 (45%) 19 (58%)
 Rituximab 9 (100%) o ClorP - 4 (37%) * RCHOP - 16 (48%)
* FC-7(67%) « RCVP - 10 (30%)

« RB+FC - 1(3%)
 RCHOP+ESHAP - 1 (3%)

« RCHOP+MP - 1 (3%)

« RCHOP+RCVP+CMOPP - 1 (3%)
« RCVP+RCNOP+RCHOP - 1 (3%)
« RCVP+RCHOP+ESHAP -1 (3%)

Regimes terapéuticos, n (%)

Regimes de terapéutica utilizados: ClorP - Clorambucil + Prednisolona; CMOPP - Ciclofosfamida + Mecloretamina, Vincristina (Oncovin®) +
Procarbazina + Prednisolona; ESHAP - Etoposido + Metilprednisolona (solu-Medrol®), Citarabina (Ara-C) + Cisplatina; FC - Fludarabina +
Ciclofosfamida; FCM - Fludarabina + Ciclofosfamida + Mitoxantrona; MP - Mitoxantrona + Prednisona; R - Rituximab; RB - Rituximab +
Bendamustina; RCHOP - Rituximab + Ciclofosfamida + Adriamicina (hidroxidaunorubicina)+ Vincristina (Oncovin®) + Prednisolona; RCNOP -
Rituximab + Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Vincristina + Prednisolona; RCVP - Rituximab + ciclofosfamida + vincristina + prednisolona; RFC -
Rituximab + Fludarabina + Ciclofosfamida. *Not otherwise specified

5.2. Analise de sobrevivéncia

A analise de sobrevivéncia foi realizada sobre a populac¢éo de 53 doentes com LNH
B de cada grupo terapéutico monitorizados periodicamente desde o momento de

diagndstico até 13 meses apos o fim do tratamento.
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Os instantes de tempo selecionados para a monitorizacao pés terapéutica foram: um
més apos o fim da terapéutica e posteriormente em intervalos de trés meses até aos 13
meses apoés o fim da terapéutica. A designacdo dos intantes e periodos de tempo
estudados é a mesma ao longo do texto (Tabela 13).

Tabela 13. Instantes e periodos de tempo estudados e abreviaturas correpondentes, usadas ao longo do texto. aft

—apos o fim do tratamento.

Instante de tempo Abreviatura Periodo de tempo Abreviatura
Diagndstico TO Tratamento TO'
1 més aft Tl fim do tratamento - 1 Més aft T
4 meses aft T2 1 Més aft - 4 Meses aft T2
7 meses aft T3 4 Meses aft - 7 Meses aft T3'
10 meses aft T4 7 Meses aft - 10 Meses aft T4'
13 meses aft T5 10 Meses aft - 13 Meses aft T5'

Durante o estudo foram registados 6 6Obitos na populacdo de doentes, resultando
numa sobrevivéncia global de 89% no final do acompanhamento (Tabela 14). As 4
ocorréncias registadas durante o periodo de tratamento (TQ’) e 2 ocorréncias entre 0s
10 e os 13 meses ap6s o fim do tratamento (T5’) foram atribuidas aos LNH
diagnosticados. As taxas de sobrevivéncia nos trés grupos estudados sdo mostradas
na Tabela 14.

Tabela 14. Taxas de sobrevivéncia global do total de doentes com LNH B e por grupo terapéutico.

Doentesem Numero de Taxa de
Grupo  Periodo c
risco eventos sobrevivéncia (%)

Doentes TO’ 53 4 93 0,036
LNH B T5° 47 2 89 0,044
R TO' 9 1 89 0,105
TO' 11 1 91 0,087

Qr
T5’ 10 1 82 0,116
TO' 33 2 94 0,042

RQT
T5’ 29 1 91 0,051

Durante o seguimento foram registados no grupo de doentes tratados com RQT uma
proposta para transplante de medula no periodo T2’ e um abandono voluntario do

estudo no periodo T4’ pelo que deixaram de fazer parte do estudo a partir dessas
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ocasifes. Em ambas as situacdes, os dados dos doentes foram incluidos no estudo até
ao momento de exclusdo dos individuos.

Na Figura 25 estéo representadas as curvas de Kaplan-Meier que representam a
taxa de sobrevivéncia dos doentes com LNH B por grupo terapéutico ao longo do
periodo do estudo. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre 0os grupos

terapéuticos.
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Figura 25. Curvas de Kaplan-Meier representativas da sobrevivéncia dos doentes com LNH B para os grupos de

tratamento com R, QT e RQT utilizando a fung¢ao surv.fit da biblioteca R survival (T. Therneau, 2015; T. M. Therneau

& Grambsch, 2000).

5.3. Estudo das populacdes e subpopulacées linfocitarias

5.3.1. LEUCOCITOS

Os leucdcitos sdo um grupo heterogéneo de células mononucleadas que podem ser
classificadas em granuldcitos (neutréfilos, eosindfilos e basofilos) e agranuldcitos
(mondcitos e linfocitos). Estas células tém um papel importante na imunidade e por
conseguinte no combate as infe¢des e células estranhas (Greer, 2013).

O estudo desta populacéo, a semelhanca das restantes populagfes e subpopulacdes
analisadas, envolveu a realizagdo de testes estatisticos comparativos entre cada

instante de tempo intra e inter grupos terapéuticos.
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No momento TO, os resultados revelaram unicamente diferencas significativas entre
as medianas dos grupos terapéuticos QT (10,60x10°%/uL) e R (5,55 x10%/uL; p < 0,05).
Os valores elevados de leucécitos/uL observados no instante TO no grupo de doentes
tratados com QT poder-se-&do dever a ocorréncia de episddios de infecao sistémica no
momento de diagnéstico ocasionando picos de producdo de neutréfilos bem como ao
tipo de LNH B diagnosticado maioritariamente neste grupo (leucemia linfatica crénica
9/11 doentes). Na Figura 26 estdo representados os resultados do numero de
leucocitos/pL de cada individuo no instante TO e ao longo do periodo de seguimento de
13 meses apos o fim do tratamento (T1 — T5). As curvas mostram as medianas de cada
tratamento ao longo do tempo em cada grupo terapéutico. Para efeitos de melhor
visualizacdo gréafica, ndo sdo apresentadas barras de erro relativamente ao primeiro e
ao terceiro gquartis bem como os valores discrepantes, apesar destes Ultimos serem
contemplados na analise.
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Figura 26. Representacio grafica do numero de leucdcitos por microlitro (103/uL) no momento do diagndstico e ao
longo do tempo de seguimento nos doentes tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a unido das
medianas. (Para consulta 12 e 32 quartis das medianas em cada instante de tempo, ver sec¢do 9. Anexos). Valores

de referéncia: 4-10 x103/uL. * p < 0,05

No periodo T1-T5 ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre a contagem
de leucdcitos entre grupos de tratamento, sendo no entanto registada uma diminuicédo
da mediana da contagem destas células em todos os grupos de tratamento nestes
instantes. Também n&o foram encontradas diferencas estatisticas em qualquer dos
grupos entre os valores das medianas nos periodos poOs terapéutica quando
comparados com os valores no diagnostico.
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Durante todo o periodo de estudo, foram observadas contagens de leucdcitos/pL

abaixo dos valores de referéncia (4-10 x10%/uL) em alguns individuos pertencentes as
trés terapéuticas. Ao atingir concentragfes leucocitarias abaixo do nivel de referéncia
(leucopénia), um tipo de efeito adverso destes 3 tipos de tratamento (Lyman, 2014;
Rozman, 2012; Voog, 2003), estes doentes poderdo mostrar suscetibilidade a contracéo
de infecdes.
Para estudar esta ocorréncia foram realizadas curvas de sobrevivéncia livre de eventos
de primeiro episédio de leucopénia nos trés grupos terapéuticos ao longo dos periodos
entre avaliagdes (T0’-T5’). E de notar que nesta analise, a ocorréncia de um evento num
determinado momento, inviabiliza a entrada desse individuo na contagem seguinte.

A Tabela 15 e a Figura 27 mostram as taxas sobrevivéncia livre de primeiros eventos
de leucopénia em cada grupo terapéutico ao longo dos periodos entre avaliagdes (TO’-
T5).

Tabela 15. Taxas de sobrevivéncia livre de primeiros eventos de leucopénia em cada grupo terapéutico dos doentes

com LNH B em cada periodo de estudo. o — desvio padrao.

Doentes em Numero de Taxa de
Grupo Periodo o
risco eventos sobrevivéncia (%)

T1 9 1 89 0,105

" T5' 8 1 78 0,139
TV 11 3 73 0,134

QT T2 8 2 55 0,150
T4 6 1 46 0,150

TO’ 33 2 94 0,042

RQT T1’ 31 5 79 0,071
T2’ 26 5 64 0,084

O grupo tratado com QT mostrou ser 0 grupo com maior nimero de primeiros eventos
de leucopénia ao longo do tempo de seguimento, com apenas 45,5% (n= 6) de doentes
livres de ocorréncia. No fim do acompanhamento, o grupo com menos casos de
leucopénia mostrou ser o grupo tratado com R (63,6%, n= 2) seguido de RQT (77,8%,
n= 12). Nao foram assinaladas diferencas significativas no numero de casos de

leucopénia entre tratamentos.
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Figura 27. Representagdo grafica das taxas de primeiros eventos de leucopénia nos doentes com LNH B nos grupos

de tratamento com QT, R e RQT no diagndstico (TO) e nos periodos de tratamento (T0’) e de seguimento (T1-T5).

5.3.2. LINFOCITOS TOTAIS

A populacao linfocitaria abrange o nimero total de linfocitos B, T e NK (natural killer).
A maioria das estratégias terapéuticas altera a dindmica deste compartimento
conduzindo a linfocitopénia. A recuperagdo desta populacdo depende de mudltiplos
fatores, incluindo a intensidade dos regimes usados. No entanto, os doentes com LNH
B demonstram frequentemente sinais clinicos e biol6gicos de imunossupressdo antes
de iniciar o tratamento (Kim, 2011a).

De forma similar aos leucécitos, o numero de linfécitos total foi obtido por analise no
contador hematol6gico automatico. Apesar de ser possivel a determinagéo de leucocitos
pela técnica de citometria de fluxo pela marcacdo de CD45, ainda ndo é conhecido um
grupamento de diferenciagdo (CD) pan de linfécitos totais (Autissier, 2010).

O estudo da variagcao do numero de linfécitos nos trés grupos de tratamento mostrou
unicamente diferencas estatisticas no momento TO no qual o grupo tratado com QT
(med = 2,91 x 10%/uL) se apresentou superior ao grupo tratado com RQT (med = 1,60 x
10%uL; p < 0,05) (Figura 28). Esta diferenga pode verificar-se devido ao tipo de doencga
predominantemente diagnosticada nestes grupos: leucemia linfatica crénica (no grupo
QT) e linfoma folicular e linfoma B difuso de grandes células (em RQT).

Nos instantes T1-T3, verificou-se uma diminuicdo néo significativa da mediana do
namero de linfécitos nos grupos de tratamento com QT e R em comparacdo com o
momento TO. O grupo de tratamento com RQT superou o valor de mediana no
diagndstico (1,60 x 10%/pL) a partir de T4 (medrs = 1,65 x 10%/uL; medrs = 1,76 x 10%/uL).
N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre grupos.
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Figura 28. Representacio grafica do numero de linfécitos por microlitro (103/uL) no momento do diagnéstico e ao
longo do tempo de seguimento nos doentes tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a unido das

medianas. (Para consulta 12 e 32 quartis, ver sec¢do 9. Anexos). Intervalo de referéncia 1-4 x103/ pL. * p < 0,05

Foram verificados varios episddios de linfopénia nos individuos de cada grupo de
tratamento. Este efeito adverso, muito comum nas terapéuticas antineoplasicas,
caracteriza-se por atingir concentragdes abaixo do nivel minimo de referéncia (< 1,0
x10%/uL) (Aoki, 2012; Porrata, 2010). A Tabela 16 e a Figura 29 mostram as taxas
sobrevivéncia livre de primeiros eventos de linfopénia no periodo TO-T5’. N&o foram

encontradas diferencas no niamero de eventos de linfopénia entre grupos.

Tabela 16. Taxa sobrevivéncia livre de primeiros eventos de linféopénia em cada grupo terapéutico de doentes com

LNH B assinalados em cada periodo.

Doentes em Numero de Taxa de
Grupo Tempo o
risco eventos sobrevivéncia (%)
T1 9 2 78 0,139
R T3 7 1 67 0,157
T4 6 1 56 0,166
Tl 11 2 82 0,116
QT
T2 8 3 51 0,158
TO 33 6 82 0,067
T1 27 6 64 0,084
RQT
T2 20 1 60 0,085
T3 19 1 57 0,087
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Figura 29. Representagdo grafica das taxas de primeiros eventos de linfopénia dos doentes com LNH B nos grupos

de tratamento com QT, R e RQT no diagnéstico (T0) e no periodo de seguimento (T1-T5).

5.3.3. LINFOCITOS B

A ativacdo de linfécitos B por antigénios, especialmente proteinas monoméricas,
requer tanto a ligacdo do antigénio pela imunoglobulina de superficie das células B
(BCR) como a interacdo da célula B com as células auxiliadoras T (CD4) especificas do
antigénio induzindo uma fase de proliferacdo de células B vigorosa provocando a
expansao clonal das células B naive em células plasmaticas secretoras de anticorpos
ou linfocitos B de memoaria. A ativacao linfocitaria B independente de linfocitos T envolve
unicamente a identificacdo do antigénio, nomeadamente lipopolissacarideos
bacterianos ou de capsulas bacterianas conduzindo a diferenciacdo em plasmacitos
(Janeway, 2001c).

A quantificacéo de linfocitos B foi feita por citometria de fluxo por marcacdo com o
anticorpo anti-CD19. Este anticorpo, a semelhanca do anticorpo anti-CD20, € um
marcador pan de linfécitos B marcando os diversos estadios de maturagdo B desde
linfocitos pré B até linfocitos B maduros. No entanto, foi descrita a maior afinidade de
anticorpos anti-CD19 na detecao de linfocitos B neoplasicos (Ginaldi, 1998).

A semelhanca do estudo realizado nas populacbes anteriormente descritas, os
valores medianos de linfécitos B circulantes foram comparados intra e entre grupos
terapéuticos em cada instante de tempo. No momento do diagndstico, os doentes com
LNH B do grupo tratado com QT mostraram valor mediano de linfécitos B circulantes
(7761,50 /uL) significativamente superiores aos grupos de tratamento com R (205,95
/UL, p < 0,001) e com RQT (270,00 /uL; p < 0,01) explicados pelo tipo de doenca

maioritariamente diagnosticada no grupo QT. A eficacia funcional do anticorpo anti CD-
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20 na ablacéo linfocitaria B foi verificada em ambos os tratamentos com R e com RQT
entre os instantes T1 e T3 ndo apresentado diferencas significativas entre si. No mesmo
periodo, os grupos de tratamento R e RQT, mostraram valores medianos
significativamente inferiores quando comparados com o0s resultados obtidos em QT
(Figura 30).
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Figura 30. Representacdo grafica do nimero de linfécitos B por microlitro (N/uL) no momento do diagnéstico e ao
longo do tempo de seguimento nos doentes tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a unidao das
medianas. (Para consulta 12 e 32 quartis, ver sec¢io 9. Anexos). Intervalo de referéncia: 100-800 /uL. * p < 0,05; **

p <0,01; *** p < 0,001

No intervalo de tempo T4-T5 foram observados sinais de restabelecimento dos niveis
de linfécitos B nos grupos terapéuticos R e RQT, em que os valores medianos se
aproximam dos valores do intervalo de referéncia (100-800 /L) (Figura 30). Contudo,
ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre grupos nem mesmo quando
comparados com os valores no diagnostico, evidenciando sinais de recuperagao.

A andlise gréfica do perfil linfocitario B ao longo do tempo no grupo de doentes
tratados com QT mostra uma diminuicdo acetuada dos niveis medianos linfocitarios B
ao longo do periodo pos terapéutica, ndo apresentando contudo diferencas estatisticas

ao longo do tempo.
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5.3.4. LINFOCITOS T

Os linfocitos T tém a funcé@o de coordenar as defesas imunolégicas contra virus,
bactérias e fungos bem como na eliminacdo de células tumorais. Em contexto de
tratamento de LNH B, sdo muito frequentes as ocorréncias de infe¢do tornando estas
células cruciais no combate a invasores (Bow, 1998). Os linfocitos T podem ser divididos
em duas grandes subpopulagfes, os linfocitos auxiliadores (CD4") e os linfocitos T
citotoxicos (CD8*) (Greer, 2013).

O estudo da alteracdo do numero de linfocitos T nos doentes com LNH B tratados
com R, QT e RQT no momento de diagndstico e nos instantes posteriores ao fim do
tratamento foi realizada de forma a comparar os grupos em cada instante de tempo bem
como em cada instante comparativamente com o diagnéstico. No momento do
diagnostico foram encontradas unicamente alteragfes significativas entre o0s
tratamentos com QT (1724,63/uL) e RQT (2448,08/uL; p <0,05) (Figura 31). Estes
resultados sé@o reveladores do tipo de doenga em maioria nestes dois grupos de
tratamento (QT - 9/11 leucemia linfatica crénica e RQT — 14 linfoma folicular e 12 linfoma
B difuso de grandes células). A analise estatistica dos resultados ndo mostrou
alteracOes significativas entre os grupos de tratamento no tempo de seguimento (T1-
T5).

A comparacao dos resultados de cada instante com 0 momento no diagndstico ndo

mostrou quaisquer diferencas em nenhum dos grupos.
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Figura 31. Representacdo grafica do numero de linfécitos T por microlitro (U/uL) no momento do diagnéstico e ao
longo do tempo de seguimento nos doentes tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a unido das

medianas. (Para consulta 12 e 32 quartis, ver sec¢io 9. Anexos). Intervalo de referéncia: 500-2500 /uL. * p < 0,05
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5.3.4.1. LINFOCITOS T AUXILIADORES

Os linfécitos T auxiliadores (CD4) ap0s ativacdo e diferenciacdo desempenham um
papel importante na mediacdo da resposta imunitéria através da secre¢éo de citocinas
especificas. Estas células realizam varias fun¢des que vao desde a ativacao das células
do sistema imunitério inato, dos linfécitos-B, dos linfocitos T citotdxicos, bem como de
células ndo imunes e desempenham um papel critico na supresséo da reagao imunitaria
(Luckheeram, 2012).

O numero de linfécitos T CD4/uL determinado ndo mostrou quaisquer alteracdes
significativas entre grupos de tratamento nos instantes estudados nem sofreu alteracdes
consideradas estatisticas entre o tempo de seguimento e o momento de diagndstico em

cada um dos tratamentos (Figura 32).
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Figura 32. Representagdo grafica do nimero de linfécitos T CD4 (U/uL) no momento do diagnéstico e ao longo do
tempo de seguimento nos doentes tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a unido das medianas. (Para

consulta 12 e 32 quartis, ver sec¢do 9. Anexos). Intervalo de referéncia: 300-1300 /pL.

5.3.4.2. LINFOCITOS T CITOTOXICOS

Os linfécitos T citotoxicos (CD8), desempenham um papel chave na resposta
mediada por células no sistema imunitario. Estas células, também referidas como
linfécitos T citotdxicos, protegem o hospedeiro contra organismos estranhos através de

meios liticos e nao liticos. A resposta de linfécitos T também elimina as células tumorais
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transformadas e regula a resposta imunitaria, homeadamente no combate a virus
(Gulzar, 2004).

O estudo do numero de linfocitos T CD8/ pL de sangue apresentou no momento de
diagnostico TO, diferencas estatisticas entre os grupos terapéuticos R (588,11/ uL) e
RQT (1076,42/ pL; p <0,05). Ndo foram encontradas alteragcdes significativas entre
grupos de tratamento nos instantes estudados apés fim da terapéutica. A subpopulagdo
linfocitaria T CD8 ndo sofreu alteracdes consideradas estatisticas entre os tempos de
seguimento apos fim da terapéutica e 0 momento de diagnéstico em nenhum um dos

tratamentos (Figura 33).
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Figura 33. Representagdo grafica do niimero de linfécitos T CD8 (N/uL) no momento do diagnéstico e ao longo do
tempo de seguimento nos doentes tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a unido das medianas. (Para

consulta 12 e 32 quartis, ver secgdo 9. Anexos). Intervalo de referéncia: 100-900 /puL. * p < 0,05

5.4. Estudo da producéo e reatividade de IgM e IgG

As imunoglobulinas séo glicoproteinas sintetizadas e excretadas pelos linfécitos B
efetores, também conhecidos como plasmacitos, que uma vez libertadas na circulacéo
sanguinea se podem ligar a antigénios alvo iniciando a sua neutraliza¢do ou destruicdo
(Greer, 2013). A IgM é uma classe de imunoglobulinas pentaméricas produzidas na fase

aguda da infecdo. A IgG (monomeérica), apesar de também surgir na fase aguda, é mais
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especifica possibilitando a protecéo contra futuras infecbes permanecendo durante toda
a vida (Greer, 2013).

5.4.1. IgM

O estudo comparativo dos niveis séricos de IgM ndo mostrou alteracéo significativa
entre os trés grupos terapéuticos, nem mesmo quando equiparados aos valores
medianos ho momento TO (Figura 34). Estes resultados sugerem que apesar da
deplecado de linfécitos B causada pelas terapéuticas, a producao de IgM permanece
inalterada possivelmente devido & manuten¢éo da producédo de IgM pelos plasmacitos
CD20 (Reynolds, 2015).
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Figura 34. Representacdo grafica da alteragdo da concentragdo de IgM sérica (mg/dL) no momento do diagnéstico
e durante o periodo de seguimento dos doentes com LNH B tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a

unido das medianas (Para consulta 12 e 32 quartis, ver sec¢do 9. Anexos). Valores de referéncia: 40-230 mg/dL.

Para o estudo da reatividade da IgM, os resultados das medicdes de densidade 6tica
de cada grupo de tratamento nos instantes apds o fim da terapéutica (T1-T5) foram
subtraidos os valores de densidade 6tica no instante TO. Esta transformacédo dos dados
permitiu eliminar os efeitos da doenca, evidenciando unicamente a alteragdo durante o
periodo de reconstituicdo imunitaria. A primeira componente (fator 1), o Unico
considerado relevante na andlise de componentes principais (PCA) ao longo do periodo
T1-T5 ndo revelou quaisquer diferencas entre grupos terapéuticos ao longo do tempo
(Figura 35).
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N&ao foram encontradas correlacfes entre a analise de PCA da reatividade de IgM e

0s restantes parametros analisados.
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Figura 35. Representagdo grafica dos valores médios de PCA (fator 1) da diferenga das reatividades de IgM em T-
TO ao longo to tempo de seguimento nos grupos de doentes com LNH B de tratados com QT, R e RQT. As linhas

unem as médias de cada grupo. As barras de erro representam o desvio padrdo.

5.4.2.1gG

Os niveis séricos de IgG também néo revelaram diferengas significativas entre os
trés grupos terapéuticos ao longo do periodo apés fim da terapéutica. De forma
semelhante aos resultados dos niveis séricos de IgM, também n&o foram encontradas
alteracdes significativas do momento de diagndstico para os instantes T1-T5 (Figura
36). Similarmente aos resultados de IgM, estes dados ndo parecem sugerir a influéncia
do tratamento na concentracdo sérica de IgG parecendo mostrar a manutencdo da
producéo de IgG pelos plasmécitos (Kurokawa, 2011). Os linfocitos B maduros que nao

expressam CD20 (CD20") ndo parecem ser afetados pelos tratamentos R, QT e RQT.
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Figura 36. Representacdo grafica da alteracio da concentracdo de IgG sérica (mg/dL) no momento do diagnéstico

e durante o periodo de seguimento dos doentes com LNH B tratados com R, QT e RQT. As linhas representam a

unido das medianas. (Para consulta 12 e 32 quartis, ver sec¢do 9. Anexos). Valores de referéncia: 700-1600 mg/dL.

O procedimento da andlise da reatividade de IgG foi realizada de forma analoga ao

efetuado com IgM. A andlise de componentes principais PCA (fator 1) ao longo do

periodo T1-T5 ndo revelou diferengas entre grupos terapéuticos (Figura 37).

N&o foram encontradas correlagfes entre a andlise de PCA da reatividade de IgG e

0s restantes parametros estudados.
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Figura 37. Representacdo grafica dos valores médios de PCA (fator 1) da diferenca das reatividades de IgG em T-TO

ao longo to tempo de seguimento nos grupos de doentes com LNH B de tratados com QT, R e RQT. As linhas unem

as médias de cada grupo. As barras de erro representam o desvio padrao.
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5.5. Eventos infeciosos

Os doentes com LNH B apresentam frequentemente episodios infeciosos em
contexto de diagnostico, durante o tratamento e mesmo durante o periodo de
recuperacao por consequéncia das altera¢des imunoldgicas consequentes da doenca
diagnosticada e em consequéncia da terapéutica durante o tratamento e durante o
periodo de recuperacdo imunoldgica (Feugier, 2005).

No presente estudo foram registados os numeros de ocorréncias de infecbes
bacterianas, virais e fungicas nos doentes com LNH B dos grupos de terapéutica R, QT
e RQT no perido de tratamento e periodos TO— T5'. O grupo de doentes tratados com
RQT foi 0 que apresentou mais intercorréncias infeciosas: durante o tratamento,
registaram-se neste grupo 52 infe¢cdes bacterianas, destacando-se significativamente (p
<0,05) dos outros tratamentos (QT — 6 e R — 3) (Figura 38). O grupo tratado com RQT
mostrou também ser o que apresentou maior nimero de infe¢des virais (Figura 39) e

fungicas (Figura 40) durante o tratamento.
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Figura 38. Representacgao grafica do nimero de eventos de infegGes bacterianas observadas durante o periodo de

tratamento e entre os periodos de tempo estudados nos doentes com LNH B tratados com R, QT e RQT.
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Figura 39. Representagdo grafica do nimero de eventos de infegGes virais bacterianas observadas durante o

periodo de tratamento e entre os periodos de tempo estudados nos doentes com LNH B tratados com R, QT e RQT.
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Figura 40. Representagao grafica do nimero de eventos de infe¢Ges flingicas observadas durante o periodo de

tratamento e entre os periodos de tempo estudados nos doentes com LNH B tratados com R, QT e RQT.

Ndo foram, no entanto, encontradas diferencas estatisticas. Durante o
acompanhamento pés terapéutica, o grupo com maior nimero de infe¢des foi o RQT,
seguido de QT. Os doentes do grupo tratado com R apresentaram unicamente
intercorréncias durante o tratamento e no periodo entre o fim do tratamento e um més
apos o fim do tratamento.

N&o foram encontradas correlagfes entre 0 nimero de infe¢Bes assinaladas em
cada individuo de cada um dos grupos terapéuticos (Tabela 17) e os episddios de
leucopénia e linfopénia.

Neste estudo nao foi discriminada o grau de infe¢do sistémica ou localizada, sendo

somente contabilizado o numero de eventos.
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inaladas aos longo do periodo T0’-T5’ nos doentes

ianas, virais e fungicas ass

Tabela 17. Numero de infe¢oes bacter

pertencentes aos grupos de tratamento com R, QT e RQT.

Fungicas

T2'

T5'

T4'

13

T1'

T0'

0

Virais

il

T4' T5'

T3'

Tl

T0'

0

0

Bacterianas

T1' T2' T3' T4 T5'

T0'

0

0

0

Doente

Terapéutica

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

oNOoO oo

ar

RQT
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6.Discussao

O LNH de células B é uma neoplasia do sistema imunitario que provoca
frequentemente obstaculos as respostas imunoldgicas dos doentes, sendo muitas vezes
diagnosticados em contexto de infecdo. Adicionalmente, as estratégias terapéuticas
alteram também por si, a dindmica dos compartimentos imunolégicos. Neste trabalho
pretendeu-se clarificar a influéncia dos protocolos de tratamento com imunoterapia,
guimioterapia e a associacdo de ambos nos parametros celulares e humorais nos
doentes com LNH B sob tratamento e no periodo imediato ao final do tratamento. Para
tal foram caraterizadas as populagdes linfocitarias antes e apos a terapéutica. Os dados
demograficos dos doentes foram examinados, bem com as diferencas entre o numero

e tipo intercorréncias infeciosas.

Os individuos com LNH B recrutados aguando do diagnéstico apresentaram uma
mediana da idade de 62 anos [55; 71], sendo que 60% dos doentes tinham idade
superior a 60 anos. Estes resultados mostraram-se concordantes com o descrito noutros
trabalhos de investigagéo (Ferlay, 2015). A amostra contou com 60% de individuos do
sexo masculino acompanhando a proporcdo de 3 homens: 2 mulheres como descrita
na literatura (Fisher, 2004; Shankland, 2012).

Apesar de ndo ser o objetivo primario deste estudo, foi avaliada a sobrevivéncia
global dos doentes recrutados. Esta analise ndo revelou diferengas estatisticas entre
grupos, mostrando contudo uma menor taxa de sobrevivéncia no grupo de tratados com
QT ao fim de 13 meses de seguimento (82%) comparativamente com R (89%) e RQT
(91%). Uma das limitacdes deste estudo prende-se com o fato de o nimero de doentes
tratados com QT ser muito limitado (11), uma vez que sdo observadas em contexto
clinico taxas de sobrevivéncia superiores a 94% ao fim de um ano pdés tratamento em
doentes com leucemia linfatica cronica em maioria neste grupo (9/11 doentes)
(Eichhorst, 2006). Outra das limitacdes prende-se com o periodo de seguimento ter sido
apenas de 13 meses apoés o fim do tratamento. Este tempo € considerado reduzido,
incapacitando o espelhamento das taxas de sobrevivéncia j& comprovadas (Eichhorst,
2006).
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No momento do diagnéstico, foram assinaladas diferencas significativamente
superiores no grupo QT (med = 10,60x10%/uL) relativamente ao grupo R (med = 5,55/uL)
quanto ao numero de leucdcitos/pL. Estes resultados podem indiciar a presenca muito
frequente de episddios de infegdo sistémica em contexto de diagnostico nos doentes
com leucemia linfatica cronica. Em situacdes de infecdo o numero de leucdcitos
aumenta face ao aumento do numero de neutréfilos mobilizados para o sangue
periférico (Hallek, 2008; Mantovani, 2011). O subtipo de linfoma presente no grupo de
tratamento com R: linfomas tipo MALT com localizag&o géstrica (6 doentes), tiroideia (1
doente) e cuténea (1 doente) sdo casos de linfoma localizados e ndo envolvem
consequentemente o aumento do numero de leucdcitos no sangue periférico. No
mesmo instante, foi observada uma linfocitose significativa no grupo de doentes tratados
com QT (med = 2,91 x 10%/uL) comparativamente como grupo tratado com RQT (med =
1,60 x 10%/uL). Estes resultados podem dever-se ao aumento caracteristico do nimero
de linfécitos periféricos nos doentes com leucemia linfatica crénica (LLC) em contraste
com os doentes tratados com RQT maioritariamente diagnosticados com linfoma
folicular (42%) e linfoma B difuso de grandes células (LNH BDGC) (36%). Os doentes
com LLC apresentam normalmente linfocitose periférica, enquanto os restantes (LNH
Folicular e LNH BDGC) apresentam acumulacgéo de linfécitos nos ganglios linfaticos.
Durante o seguimento foram assinalados eventos de leucopénia e linfocitopénia nos trés
grupos de tratamento, sem diferencas significativas entre os grupos. A presenca de
episoddios de leucolinfocitopénia podera contudo estar relacionado com a eficacia

terapéutica quer a nivel periférico, como a nivel localizado (Kim, 2011b).

O numero de linfécitos B mostrou-se aumentado no momento do diagnostico no
grupo de tratamento com QT (med = 7761,50/uL) comparativamente aos tratamentos
com imunoterapia: R (205,95 /uL) e RQT (270,00/uL), mais uma vez apoiando o efeito
caracteristicos da leucemia linfatica crénica no aumento de linfocitos B periféricos em
contraste com as doencas tratadas com R e RQT (outros sub-tipos de LNH B). A rapida
deplecao de linfécitos B apds o tratamento com imunoterapia (R e RQT) deve-se a
eficacia na atuacdo do anticorpo monoclonal anti CD20. A recuperagdo numérica de
linfécitos B periféricos nos doentes tratados com R e RQT notou-se a partir do instante
T4 (10 meses apos o fim da terapia). Este resultado mostra-se tardio em relagéo a outros
estudos envolvendo a reconstituicdo imunitaria que mencionam sinais de recuperacao

B aos 4 meses apos o fim do tratamento (Kurokawa, 2011).

A analise comparativa entre os niveis de linfocitos T CD3 entre grupos encontrou
diferenga significativa entre os tratamentos com QT (1724,63/uL) e RQT (2448,08/ pL,
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p <0,05) no momento do diagndéstico. Apesar da diferenca numérica, este resultado ndo
tém significado do ponto de vista bioloégico. No entanto, por haver altera¢@o estatistica
mesmo que injustificada biologicamente, foram analisados 0os nimeros periféricos das
subpopulagbes linfocitarias T: CD4 e CD8. A andlise das subpopulacfes revelou
unicamente diferencgas estatisticas nos niveis medianos de linfécitos CD8" no momentos
de diagndstico entre os grupos tratados com R (588,11/ uL) e RQT (1076,42/ uL; p
<0,05). Similarmente, ndo foram encontradas quaisquer diferencas com justificacdo
clinica sugerindo a manutencdo do compartimento T em contexto de imunoterapia,
quimioterapia e ambos, pelo menos durante o curto periodo de seguimento pés
terapéutica analisado neste trabalho.

A avaliagéo das concentragfes séricas de IgG e IgM ndo mostrou alteragdes, o que
nega a evidéncia da influéncia dos tratamentos ao longo do seguimento quanto aos
niveis séricos de imunoglobulinas. Estes resultados parecem sugerir a manutencao da
guantidade e fungéo de plasmacitos tanto produtores de IgM como de IgG em todos os
tratamentos. Porém este tema ainda se encontra em debate na literatura, jA que ha
relatos da influéncia do tratamento com rituximab na recuperagdo sérica de IgM nos
primeiros meses apos terapia. Este fato pode atribuir-se a produgéo de IgM por linfocitos
CD20* (linfo-plasmdcitos) e portanto potencialmente afetadas pelo tratamento
(Kurokawa, 2011; Levine, 1999). A manutencgédo de IgG € menos controversa havendo
consenso na producdo de IgG por plasmécitos CD20 e, por isso, ndo afetados pelo
tratamento com rituximab (Kurokawa, 2011). Os resultados da comparacdo de
reatividades das imunoglobulinas IgM e IgG, também parecem sugerir inalteracao da
diversidade biologica de imunoglobulinas inter grupos de tratamento, sendo as

imunoglobulinas estudadas maioritariamente policlonais.

A comparacdo da contagem de infecbes por grupo de tratamento durante a
administracdo dos regimes de terapia mostra unicamente diferencas significativas no
namero de infecBes bacterianas durante o tratamento com RQT. Neste grupo foram
contabilizados 52 episodios infeciosos em contraste com R (3) e QT (6). A diferenca
significativa encontrada entre os grupos QT e RQT podera constituir um artificio visto
que a grande incidéncia de episddios de infe¢cdo durante o regime com QT esta bem
descrita (Garcia-Suéarez, 2003). Este resultado podera ser influenciado pelo reduzido
namero de individuos recrutados neste grupo. Relativamente ao grupo tratado com R,
e de forma semelhante ao regime com QT, podem encontrar-se relatos de aumento da
incidéncia de infe¢cdes em contexto de tratamento com este anticorpo (Gea-Banacloche,
2010; Kelesidis, 2011).
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7. Conclusodes

Este trabalho comparou a reconstituicao imunitaria de doentes com LNH B tratados com

imunoterapia, quimioterapia ou imunoguimioterapia.
Os resultados obtidos permitem concluir:

1. O grupo de doentes tratado com quimioterapia apresentou, no momento de
diagndstico, um nimeros de leucdcitos e linfécitos significativamente superiores
aos outros grupos de tratamento. Os niveis de leucécitos parecem estar
aumentados a custa do numero de neutréfilos, causados pela infecao, e de
linfécitos B neoplasicos presentes na periferia, caracteristicos da doenca
predominante neste grupo (leucemia linfatica crénica);

2. O numero de linfécitos B periféricos encontra-se significativamente reduzido nos
grupos de doentes tratados com rituximab e no grupo tratado com rituximab em
associacao a quimioterapia no periodo T1 — T3;

3. O compartimento linfocitario T ndo mostrou ser alterado pelos tratamentos com
imunoterapia, quimioterapia ou imunoquimioterapia no intervalo de seguimento
estudado;

4. As concentracdes séricas de IgM e de IgG ndo parecem ser alteradas pelos
tratamentos com imunoterapia, quimioterapia ou imunoquimioterapia no
intervalo de seguimento estudado;

5. A reatividade das imunoglobulinas IgM e 1gG ndo mostrou alteracbes
significativas entre grupos de tratamento no intervalo de seguimento estudado;

6. O grupo tratado com RQT mostrou ser significativamente, o grupo com maior
namero de intercorréncias infeciosas bacterianas durante o decorrer do

tratamento.
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9. Anexos

9.1. Imagens complementares
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Figura A 1. Representagdo esquematica dos diversos marcadores CD durante os estadios de diferencia¢do linfocitaria B (Adaptado

(Dalakas, 2008)).
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9.2. Resultados adicionais

9.2.1. ANALISE COMPARATIVA ENTRE GRUPOS DE TRATAMENTO

Leucdcitos

Tabela A 1. Teste de Kruskal Wallis para a comparagio da recuperagdo da populagdo de leucdcitos (N x103/uL) em doentes com LNH

B tratados com R, QT e RQT.

ar R R-QT
T | n Mediana (103/pL) (12qrt;32qrt)] N Mediana (103/pL) (12grt;32qrt)] N Mediana (103/uL) (12qrt;32qrt)| P value
0 |11 10,6 (7,23;34,72) 9 5,55 (4,92; 6,39) 30 7,89 (5,97, 11,04) 0.0327
1]s8 4,75 (3,96; 6,93) 8 5,11 (4,58; 6,19) 21 5,32 (3,97; 6,21) 0,9780
2 | s 4,8 (3,91;7,45) 5 5,41 (5,21; 5,69) 21 5,72 (4,78; 6,60) 0,9239
3 7 5,43 (5,04; 6,83) 5 4,75 (4,48;5,17) 20 5,13 (4,51;7,08) 0,3796
4|7 5,4 (3,92; 8,68) 6 5,08 (4,31; 5,46) 17 6,34 (5,65; 7,22) 0,1229
5 |4 5,32 (4,78; 6,04) 5 5,22 (4,68; 5,38) 15 6,6 (5,98; 8,07) 0,0539

Linfécitos totais

Tabela A 2. Teste de Kruskal Wallis para a comparagio da recuperacdo da populag¢io de linfécitos totais (n x 103/uL) em doentes

com LNH B tratados com R, QT e RQT.

Tabela A 3. Teste de Kruskal Wallis para a comparagdo da recuperagdo da populagio de linfocitos B CD19 (n/uL) em doentes com

LNH B tratados com R, QT e RQT.

Linfécitos B CD19

ar R R-QT
T | n Mediana (103/pL) (12qrt;32qrt)] N Mediana (103/pL) (12qrt;32qrt)] N Mediana (103/uL) (12qrt;32qrt)| P value
0 |11 2,91(1,49; 9,03) 9 1,85 (1,62; 1,97) 30 1,60 (1,08;2,17) 0,0895
118 1,33 (1,06; 1,84) 8 1,55 (1,14; 1,97) 21 1,11 (0,77; 1,40) 0,1869
2 |8 1,03 (0,83;1,35) 5 1,39 (1,19; 1,74) 21 1,20 (0,80; 1,63) 0,4635
3|7 1,53 (1,08;1,74) 5 1,33 (1,01; 1,50) 20 1,22 (0,92;1,81) 0,8913
4|7 1,20 (1,03; 2,85) 6 1,45 (1,31; 1,59) 17 1,65 (1,13; 1,86) 0,8387
5 |4 1,50 (1,34;1,72) 5 1,42 (1,33;1,65) 15 1,76 (1,47; 1,90) 0,7009

ar R R-QT
T | n Mediana (U/pL) (12grt;32qrt) | n  Mediana (U/uL) (12qgrt;32qrt) | n I Mediana (U/uL) (12qrt;32qrt) | p value
0 |11 7761,50(598,30;32050,00) 7 205,95 (174,90; 449,20) 29 270,00 (155,20; 978,00) 0,0019
1 8 540,38 (78,02;1226,00) 8 0,00 (0,00; 0,00) 21 0,00 (0,00; 1,81) 0,0000
2 8 729,41(110,00; 2819,00) 5 0,00 (0,00; 7,40) 21 0,00 (0,00; 7,21) 0,0008
3 7 521,28 (188,00; 3430,00) 5 1,58 (1,55; 8,96) 20 4,65 (0,00; 69,11) 0,0039
4 7 292,52 (94,66; 4692,00) 6 94,53 (19,88; 152,70) 17 305,10 (144,60; 533,90) 0,1696
5 4 608,69 (60,54; 1688,00) 5 123,38 (10,76; 135,70) 15 249,86 (178,00; 649,30) 0,0644
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Linfocitos T CD3

Tabela A 4. Teste de Kruskal Wallis para a comparagdo da recuperagéo da populagio de linfécitos T CD3 (n/uL) em doentes com LNH

B tratados com R, QT e RQT.

Tabela A 5. Teste de Kruskal Wallis para a comparagdo da recuperagdo da populagdo de Linfocitos T CD4 (n/uL) em doentes com

LNH B tratados com R, QT e RQT.

Tabela A 6. Teste de Kruskal Wallis para a comparagdo da recuperagdo da populacdo de Linfocitos T CD8 (n/uL) em doentes com

LNH B tratados com R, QT e RQT.

Linfocitos T CD4

Linfécitos T CDS8

103

QT R R-QT
T | n Mediana (U/uL) (12qrt;32qrt) | n  Mediana (U/pL) (12qgrt;32qrt) | n I Mediana (U/uL) (12qrt;32qrt) p value
0 |11 1724,63 (976,00; 1977,00) 8 2402,85 (2067,00; 3148,00) 30 2448,08 (2036,00; 3394,00) 0,1130
1 8 1738,80(1231,00; 2631,00) 8 1570,84 (1784,00; 2554,00) 21 2304,18 (929,30; 2454,00) 0,5933
2 8 1559,73 (1110,00; 1937,00) 5 2017,05 (1980,00; 2071,00); | 21 2065,80 (1300,00; 2670,00) 0,6274
3 7 1513,02 (829,00; 2458,00) 5 1695,75 (1273,00; 2209,00) 20 2124,65 (1492,00; 2867,00) 0,4649
4 7 1680,96 (1039,00; 2314,00) 6 2222,14 (2012,00; 2505,00) 17 2183,61 (1800,00; 2971,00) 0,4001
5 4 1848,88 (1409,00; 2303,00) 5 2073,58 (2066,00; 3483,00) 15 3719,94 (2505,00; 4530,00) 0,1371

ar R R-QT
T | n Mediana (U/pL) (12grt;32qrt) | n  Mediana (U/uL) (12grt;32qrt) | n I Mediana (U/uL) (12qrt;32qrt) | p value
0 |11 836,45 (1132,00; 2055,00) 8 1579,82 (1132,00; 2055,00) 30 1352,00 (750,50; 750,50) 0,1171
1 8 788,27 (435,00; 1423,00) 8 1661,22 (1008,00; 1844,00) 21 1661,22 (435,50; 1016,00) 0,0722
2 8 640,33 (333,10; 975,60) 5 1033,51 (893,60; 1043,00) 21 778,88 (397,30;1174,00) 0,6914
3 7 643,03 (235,40;1141,00) 5 1376,95 (884,60; 1387,00) 20 934,29 (544,80; 1415,00) 0,3231
4 7 457,23 (418,90; 1040,00) 6 1374,58 (1008,00; 1687,00) 17 987,65 (716,50; 1299,00) 0,0843
5 4 790,80 (481,80; 1206,00) 5 1547,37 (1286,00; 2066,00) 15 1307,90 (805,70; 1688,00) 0,3058

ar R R-QT
T | n Mediana (U/pL) (12grt;32qrt) | n  Mediana (U/uL) (12qgrt;32qrt) | n I Mediana (U/uL) (12qrt;32qrt) | p value
0 |11 542,63 (327,50; 953,50) 8 656,80 (464,10; 809,20) 30 1076,42 (708,20; 1326,00) 0,0951
1 8 744,06 (393,10; 1123,00) 8 479,29 (275,20; 756,10) 21 716,39 (407,70; 1060,00) 0,3366
2 8 764,73 (424,10; 949,60) 5 566,17 (439,70; 784,00) 21 913,01 (588,80; 1477,00) 0,1898
3 7 786,77 (358,40;1172,00) 5 486,14 (296,50; 709,00) 20 1034,57 (696,50; 1581,00) 0,0964
4 7 1063,33 (287,60; 1204,00) 6 605,83 (350,90; 858,60) 17 1172,60 (732,10; 1652,00) 0,1100
5 4 925,80 (653,10; 1106,00) 5 756,91 (647,00; 1195,00) 15 1441,27 (1141,00; 2825,00) 0,0296



Tabela A 7. Teste de Kruskal Wallis para a comparagido da recuperagdo dos niveis séricos de IgM (mg/dL) em doentes com LNH B

tratados com R, QT e RQT.

IgM

ar R R-QT
T | n Mediana(mg/dL) (12qrt;32qrt)] n Mediana (mg/dL) (12qrt;32qrt)] n Mediana (mg/dL) (12qrt;32qrt)| p value
0 |11 51,00 (40,50; 83,50) 8 81,00 (48,25; 130,50) 33 85,00 (51,00; 145,00) 0,3090
1 ]10 51,50 (38,25; 60,00) 7 116,00 (62,00; 230,00) 21 37,00 (21,00; 58,00) 0,0663
2 |10 59,00 (50,75; 78,25) 7 84,00 (56,00; 140,50) 24 43,50 (27,25; 76,25) 0,1037
318 80,50 (47,50; 156,80) 6 81,00 (47,25; 138,80) 20 54,50 (29,50; 110,80) 0,4028
4 18 61,00 (45,50; 129,80) 6 127,00 (80,50; 219,20) 21 48,00 (33,00; 74,00) 0,1134
5 6 60,00 (55,25;119,50) 5 157,00 (88,00; 314,00) 19 49,00 (36,00; 78,00) 0,2096

Tabela A 8. Teste de Kruskal Wallis para a comparagido da recuperagio dos niveis séricos de IgG (mg/dL) em doentes com LNH B

tratados com R, QT e RQT.

IgG

ar R R-QT
T | n Mediana (mg/dL) (12grt;32qrt)] n Mediana (mg/dL) (12qrt;32qrt)] n Mediana (mg/dL) (12qrt;32qrt)| p value
0 |11 973,00 (747,50; 1340,00) 8 884,50 (765,80; 1001,00) 33 956,00 (866,00; 1238,00) 0,3713
1 ]10 829,50 (665,00; 1015,00) 6 1063,00 (896,50; 1141,00) 21 719,00 (622,00; 860,00) 0,0439
2 8 752,50 (612,00; 938,80) 6 1032,00 (932,50; 1076,00) 20 821,50 (725,50; 1070,00) 0,3878
3 8 883,00 (785,20;1192,00) 6 1010,00 (931,80; 1067,00) 21 835,00 (650,80; 1112,00) 0,7804
4 8 907,00 (524,80; 1156,00) 6 1124,50(912,50; 1174,00 21 794,00 (700,00; 913,00) 0,2982
5 6 1012,50 (865,00; 1123,00) 5 1122,00 (873,00; 1150,00) 19 792,00 (703,50; 976,50) 0,2643

104



9.3. Reagentes

o 2-mercaptoetanol 99,0% (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Acido 6-aminohexanoico = 99,9 % (Merck Millipore, Billerica)

o Acido acético glacial = 99,85 % (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Acido cloridrico fumegante (d = 1,19) 37% (MERCK, Darmstadt)

o Acido etilenodiaminotetracético, (Sigma-Aldrich, St. Louis)

o Acrilamida (40%) + bisacrilamida (1,07%) BioRad , Hercules

o Albumina do soro bovino (bovine serum albumin BSA))

o Anticorpo anti-CD19 PE (BD Pharmingen, San Jose)

o Anticorpo anti-CD3 PeCPey55 (BD Biosciences, San Jose)

o Anticorpo anti-CD4 Pacific Blue (BD Bjosciences, San Jose)

o Anticorpo anti-CD8 AP“"7 (BD Biosciences, San Jose)

o Anticorpo IgG anti humana (produzida em cabra) conjugada com fosfatase alcalina (Southern
Biotechnology, Birmingham)

o Anticorpo IgM anti humana (produzida em cabra) conjugada com fosfatase alcalina (Southern
Biotechnology, Birmingham)

o Azul de bromofenol (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Azul de cloreto nitrotetrazélico (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Azul de Coomassie Brilhante R- 250 (Bio Rad, Hercules)

o Azul de tripano (Invitrogen™, Carlsbad)

o Calibrador de proteinas Specific Protein Multiconstituent Calibrator - 1E78-02 (Abbott
diagnostics, Santa Clara)

o Cloreto de amoénio (Sigma, St. Louis)

o Cloreto de magnésio hexahidratado 99.995% (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Cloreto de potassio (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

o Cloreto de sédio (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

o Ditrioteitol 99,0 % (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Duodecilssulfato de sédio (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

o Etanol absoluto = 99,8% (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Formaldeido 37 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

o Fostato dissddico 5-bromo-4-cloro-3-indolil (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Glicina 2 99 % (Sigma Aldrich, St. Louis)

o Gradiente de densidade de 1,077+0,001 g/mL (Histopaque® — 1077 Sigma-Aldrich®, St.

Louis);

o Hidrogenocarbonato de s6dio NaHCO3 (MERCK, Darmstadt)

o Hidrogenofosfato de sddio anidro 99%, (MERCK, Darmstadt)
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@)

o

Hidrogenofosfato dipotassio 99,5% (MERCK, Darmstadt)

Inibidor de protéases Aprotinina (Thermo Fisher Scientific, Whaltam)

Inibidor de protéases Pepstatina (Thermo Fisher Scientific, Whaltam)

Inibidor de protéases TLCK (Sigma Aldrich, St. Louis)

Isobutanol 299% (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

Kit detecdo Imunoglobulina A Clinical Chemistry — IgA (Abbott Diagnostics, Santa Clara)
Kit detecdo Imunoglobulina G Clinical Chemistry — IgG (Abbott Diagnostics, Santa Clara)
Kit detecdo Imunoglobulina M Clinical Chemistry — IgM (Abbott Diagnostics, Santa Clara)
Kit Pirce® BCA Proteina Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham)

L& de vidro (Sigma Aldrich, St. Louis)

Membranas de nitrocelulose (Bio Rad, Hercules)

Metanol = 99,9 % (Sigma Aldrich, St. Louis)

Papel de filtro Whatman® 20 x 25 cm (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

Persulfato de amonio (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

Protease Inhibitor Cocktail Set | — Calbiochem® (Merk Millipore, Billerica)

Solugéo de ouro coloidal Protogold (BioCell, Cardiff)

Tampao de lise de eritrécitos (RBCL) (preparado em laborat6rio)

Tampao fosfato salino (PBS) (preparado em laborat6rio)

Tampao salino tris (TBS) (preparado em laborat6rio)

Tampao de fosfatase alcalina (preparado em laborat6rio)

Tris-Base 99.9% (Sigma-Aldrich®, St. Louis)

Tween 20 (BioRad, Hercules)

N, N, N’, N’ — Tetrametiletilenodiamina (TEMED) ~99% (Sigma Aldrich, St. Louis)

Sustrato de fosfatase alcalina de desenvolvimento colorimétrico BCIP/NBT (Promega

Corporation, Madison)
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9.4.

Equipamento

Agitador de placas modelo S2025-XLD-B, ProBlot Rocker 25XL (Labnet)

Agitador vortex Genie Il modelo G560 (Scientific Industries)

Analisador bioquimico automatico Architect® modelo C8000/Ci8200 (Abbott diagnostics)
Autoclave modelo VA-SV 35 (Bluestone)

Balanca analitica ME103E (Mettler Toledo)

Células verticais de eletroforese Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad)

o Centrifuga refrigerada Multifuge 1S-R (ThermoScientific)

o Espectrofotdmetro para leitura de microplacas modelo xMark™ (Bio-Rad)

o Estufa bacteriol6gica e de cultivo modelo Heratherm™ (Thermo Fisher Scientific)
o FACSAria lll (BD Biocsiences),

o Fonte de corrente Brl 250 (Gibco Life Technologies)

o Homogeneizador de sonda de ultra-sons modelo 450 (Branson Sonifier)

o Homogenizador de tecidos modelo PT 3100 (Polytron)

o Medidor de pH modelo CyberScan pH 510 (Eutech)

o  Microcentrifuga modelo EasySpin Plus (Eppendorf)

o Placa aquecimento/agitagdo para microtubos modelo Eppendorf™ Thermomixer™ R (Fisher
Scientific)

@)

@)

@)

Placa de agitacdo modelo SP87325 (Thermo Scientific)
Sistema de eletroforese Mini-Protean-3 (BioRad)
Ultracentrifuga regriferada L7-55 (Beckman)

Unidades de incubacéo Miniblotter® 28 SL (Immunetics)
Unidades de transferéncia Semi Dry Electroblotter (Sartorius)
Scanner HP Scanjet G2410 Flatbed Scanner (Hewlett-Packard)
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9.5. Material

o Cémara de Neubauer

o Erlenmeyers

o Espatulas

o Frascos de vidro

o Gobelés

o Luvas descartaveis

o Magnetos

o Micropipetas P1, P5, P10, P100, P200, P1000 pL e respetivas pontas
o Microplacas de 96 pocos com fundo plano, Nunc™

o Microplacas de fundo redondo

o Microtubos de 1,5e 2,0 mL

o Pipeta eletronica e respetivas pipetas sorologicas 5, 10, 20 mL
o Pipetas de Pasteur estéreis

o Pipetas de vidro de 10 mL e de 20 mL

o Pipetas multicanais P100, P200, P1000 pL e respetivas pontas
o Placas retangulares de poliestireno ThermoScientific™ Nunc™ OmniTray™
o Provetas50mL, 1L, 2L

o Suportes de microtubos e de tubos de fundo cénico de 15 mL

o Tubos de plastico com fundo cénico de 15 mL estéreis

o Tubos de plastico com fundo cénico de 50 mL estéreis

o Tubos de vacuo com citrato de sodio, V=5 mL, BD Vacutainer™
o Tubos de vacuo secos colheita de sangue, BD Vacutainer™

o Tubos de vidro com fundo redondo de 15 mL estéreis

o Pelicula aderente

o Esponjas finas para immunoblotting

o Cassettes descartaveis Miniblotter® de 28 pocos, 50 uL cada
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