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RESUMO

Machado LN. Avaliacao dos niveis de I1L10, IL12, IL17 e STLR2 e sua relacao
com complicacées em pacientes submetidos a quimioterapia em alta dose com
resgate de células hematopoiéticas progenitoras autélogas. Sao Paulo; 2012.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Introdug¢do: Complicagdes decorrentes da quimioterapia de alta dose com resgate de
c¢lulas hematopoiéticas progenitoras autdlogas sdo especialmente resultantes do
dano direto dos agentes utilizados no condicionamento sobre os 6rgdos e sistemas. A
liberacdo de citocinas decorrente desta injuria pode ser responsavel pela patogénese
de muitas destas complicagdes, mas ainda necessita ser melhor investigada.
Objetivo: Avaliar os niveis séricos de IL10, IL12, IL17 e sTLR2, e sua relacdo com
as complicagdes mais freqiientes durante o TCTH: febre, mucosite, diarréia,
insuficiéncia respiratoria e sepse. Metodologia: Estudo de coorte prospectiva, que
incluiu 60 pacientes, com diagnéstico de mieloma maultiplo (MM), linfoma de
Hodgkin (LH) e linfoma nao-Hodgkin (LNH), submetidos a TCTH, no periodo de
maio de 2010 a setembro de 2011. As concentragdes de IL10, IL12, IL17 e sTLR2
nas amostras de soro foram medidas utilizando-se ELISA de captura e
correlacionadas com as caracteristicas clinicas, de tratamento e com o0s eventos
supracitados. Resultados: A média de idade foi de 50,6 anos (16-72), com 53% do
sexo feminino. Quarenta e oito porcento tinha diagnéstico de MM e 52% encontrava-
se em resposta completa. Trinta e oito por cento apresentava ECOG 0 e o indice de
comorbidade especifico (HCT-CI) foi de 0 para 52 pacientes. Observamos 132

eventos de interesse do estudo; destes, 98 tiveram amostras coletadas para analises



das proteinas, sendo 54 eventos de febre, 31 de diarré¢ia e 13 de mucosite. A
ocorréncia de diarreia esteve associada com o diagndstico de mieloma multiplo
(p=0,008) e com a realizacdo prévia de radioterapia (p=0,051) e o uso de antifungico
foi associado com sepse (p=0,034). A elevagdo de sTLR2 esteve associada com a
ocorréncia de diarréia, mucosite e febre, e apresentou correlagdo com o tempo de
internacdo. As outras proteinas avaliadas ndo estiveram associadas com nenhum dos
desfechos. Conclusdo: Pacientes com mieloma e aqueles submetidos a radioterapia
tem maior potencial para a ocorréncia de diarreia durante o transplante. Elevacao de

sTLR2 esta associada com desenvolvimento de febre, mucosite e diarréia.



SUMMARY

Machado LN. [IL10, IL12, IL17 and sTLR2 serum quantification and its
association with complications in patients submitted to high dose chemotherapy
and autologous hematopoietic stem cell transplantation]. Sao Paulo; 2012.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Background: Complications due to high dose chemotherapy and autologous
hematopoietic stem cell transplantation (ASCT) occur specially owing to the direct
damage the drugs employed during conditioning cause on organs and systems. The
cytokines released during this injury can be responsible for the pathogenesis of many
of these complications, and needs further investigation. Objectives: Quantify serum
IL10, IL12, IL17 and sTLR2 and test their association with the most common
complications during ASCT: fever, mucositis, diarrhea, respiratoty insuficiency and
sepsis. Methods: This is a prospective cohort that included 60 patients diagnosed
with multiple myeloma (MM), Hodgkin's lymphoma (LH) and non-Hodgkin
lymphoma (NHL), submitted to ASCT. IL10, IL12, 1117 and sTLR2 serum
concentration was determined by sandwich ELISA. Their association with clinical
and treatment characteristics, as well as, with the above mentioned complications
was tested. Results: Median age was 50,6 years-old (16-72), with 53% female. 48%
had a MM diagnosis and 52% were in complete response. 38% was ECOG-0 and the
specific comorbidity index (HCT-CI) was 0 for 52 patients. 132 events were
observed. We collected 98 serum samples, 54 during fever, 31 during diarrhea and
13 during mucositis. The occurrence of diarrhea was associated with multiple

myeloma (p=0,008) and with radiotherapy (p=0,051) and the use of antifungal



treatment was associated with sepsis. STLR2 elevation was associated with diarrhea,
mucositis and fever, and was correlated with the duration of hospitalization. The
other proteins were not associated with the complications analyzed. Conclusion:
Myeloma patients and those undergoing radiotherapy has greater potential for the
occurrence of diarrhea during the transplant. STLR2 elevation is associated with the

development of fever, mucositis and diarrhea.
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1 INTRODUCAO

O transplante de células hematopoiéticas foi utilizado inicialmente por
THOMAS et al. em 1957, para o tratamento de doengas hematologicas (THOMAS et
al. 1957) com o intuito de substituir o tecido hematopoiético doente. Desde entdo,
vem sendo largamente utilizado para o tratamento de uma grande variedade de
doencas. Atualmente, cerca de 50 mil transplantes sdo realizados no mundo, a cada
ano, para o tratamento de doencas neoplédsicas, metabdlicas e deficiéncias
imunologicas (PASQUINI e WANG 2011).

O procedimento consiste na substituicdo do sistema hematopoiético do
paciente por células obtidas de doador Human Leukocyte Antigen (HLA) compativel
(transplante de células tronco hematopoiéticas — TCTH) alogénico, ou por células do
proprio paciente - TCTH autologo, coletadas e preservadas antes do uso dos agentes
citotoxicos empregados no condicionamento (quimioterapia em alta dose e
radioterapia administradas previamente a infusdo das células hematopoiéticas
progenitoras) (CUTLER e ANTIN 2005).

O racional do transplante autdlogo ¢ permitir a intensificagdo terapéutica com
o emprego de altas doses de quimioterapia, por vezes associada a irradiagao corporal
total, para atingir melhores taxas de resposta (BUCHMANN et al. 2009).

O TCTH consiste na administracdo de quimioterapia em doses altas,
normalmente com esquemas contendo algum alquilante, seguida de um intervalo sem
quimioterapia de 24 a 48 horas e, posteriormente, da infusdo de células

hematopoiéticas progenitoras (CHP) obtidas do proprio paciente através de pungdo



da medula 6ssea ou de aférese de CHP circulantes, mobilizadas da medula 6ssea com
fatores de crescimento (G-CSF, plerixafor) associados ou ndo a quimioterapia.
Normalmente se observa entdo um periodo de aplasia medular, quando,
potencialmente, ocorrem as complicagdes como infecgdes, sangramentos e mucosite,
seguido da pega (recuperagdo da fungdo medular com neutréfilos circulantes

>500/mm’ e plaquetas >20.000/mm”) e reversdo das demais complicacdes.

ADM Infusao Enxertia
Condiclonamento Aplasia medular Alta
D-8... ...D0... -..D#10...

Figura 1 - Representacdo esquematica do transplante. ADM: momento da admissio do
paciente para inicio de transplante; condicionamento: periodo de administragdo dos agentes
citotoxicos (periodo contado em dias negativos, onde o numero de dias € variavel de acordo com o
esquema proposto); infusdo: momento da infusdo das células progenitoras hematopoiéticas; aplasia
medular: periodo de tempo variavel onde se apresenta ablacdo da medula dssea; enxertia: momento
considerado a pega medular (primeiro de 3 dias consecutivos com contagens de granuldcitos > 500
células/mm’); Alta: alta hospitalar; D: dias de transplante.

1.1 INDICACOES DO TRANPLANTE AUTOLOGO

O uso de TCTH para o tratamento de algumas doengas ja ¢ bem estabelecido
e considerado tratamento padrdo, enquanto para outras ainda ¢ considerado
experimental. As indicagdes mais comuns para o TCTH foram, segundo dados
coletados pelo Center for International Blood and Marrow Transplant Research
(CIBMTR) em 2010, o Mieloma Multiplo (MM), seguido por Linfoma Nao-Hodgkin

(LNH) e o Linfoma de Hodgkin (LH) (PASQUINI e WANG 2011).



1.1.1 Mieloma Multiplo

O mieloma multiplo ¢ uma doenca maligna hematoldgica que resulta da
proliferacio neoplasica de wum TUunico clone plasmocitario, produtor de
imunoglobulinas monoclonais. A proliferagdo difusa das células plasmaticas na
medula éssea ou seu acimulo nos ossos formando multiplas lesdes liticas, resultam
nas caracteristicas clinicas da doenga: anemia, dor 6ssea, hipercalcemia, faléncia
renal e imunodeficiéncia (HODGSON 2008). Sua etiologia ndo ¢ conhecida, mas
esta claro que envolve multiplas e complexas alteragdes cromossomicas (FONSECA
2004), podendo ser associadas a exposicdo prévia a radiacdo, certas substancias
quimicas, como produtos petroliferos, ou evoluir a partir de uma gamopatia
monoclonal de significado indeterminado (MGUS) (HODGSON 2008). O mieloma ¢
classificado de acordo com o tipo de imunoglobulina que se encontra aumentada, em
IgG, IgA, IgM; e ainda em kappa ou lambda dependendo da cadeia leve envolvida.
(BAITALLE e HAROUSSEAU 1997). Para o estadiamento dos mielomas os
critérios mais usados sd3o os de Durie-Salmon (DURIE e SALMON 1975) e o

Sistema de Estadiamento Internacional - ISS (GREIPP et al. 2005).



Quadro 1 - Estadiamento de Durie-Salmon

Estadio Critérios
Baixa massa tumoral (< 0,6 células X 10'*/m?)
Todos os seguintes:
Hb> 10 g/dl; calcio normal

I IgG < 5g/dl, IgA < 3g/dl.
Proteina urinaria monoclonal < 4g/24h
Auséncia ou lesdo 6ssea Unica

II Intermediario (entre os estadios II e III)
Alta massa tumoral (1,2 células X 10'*/m?)
Qualquer um dos seguintes:

I Hb< 8,5 g/dl; célcio > 12 mg/dl; IgG >7 g/dl,
IgA> 5g/dl, proteina urinaria monoclonal >12 g/24h
Multiplas lesdes osteoliticas, fraturas

Subclasse A — se creatinina < 2mg/dl
B — se creatinina > 2mg/dl

Quadro 2 - Sistema Internacional de Estadiamento (ISS)

Estadio I B2 microglobulina sérica <3,5 mg/dl
Albumina sérica >3,5g/dl

Estadio 11 Nem I nem IIT*

Estadio 111 B2 microglobulina sérica >5,5mg/dl

*Existem 2 categorias no estadio II:

B2 microglobulina sérica <3,5 mg/dl mas albumina sérica <3,5g/dl

B2 microglobulina sérica >3,5 mg/dl mas albumina sérica >3,5g/dl

O Mieloma ¢ uma doenga considerada incuravel, que apresenta uma mediana
de sobrevida de aproximadamente 4 anos (SCHMIT-POKORNY 2009). Atualmente,
o TCTH ¢ o tratamento padrdo, embora haja controvérsias quanto ao melhor
momento para realizagdo do transplante e quanto a sua eficacia (TAN et al. 2007;

SCHMIT-POKORNY 2009). Nas recidivas, o TCTH ¢ o tratamento recomendado e




com resultados superiores aos da quimioterapia convencional. Embora a sobrevida
nestes casos seja similar a terapia convencional, o transplante pode reduzir a
freqliéncia de mielodisplasia causada pelos alquilantes convencionais (SCHMIT-
POKORNY 2009) e melhorar a sobrevida livre de eventos. Um segundo transplante
autélogo pode ser indicado nas recaidas, principalmente para pacientes com periodo
livre de progressao maior que 18-24 meses apos o primeiro transplante. Outra
abordagem para casos de alto risco de recaida precoce apos o primeiro transplante ¢ a
consolida¢dao com transplante alogénico (PASQUINI e WANG 2011), pois em teoria
agregaria o beneficio do efeito enxerto contra a doenga, podendo ainda se utilizar de
um esquema de condicionamento de menor intensidade. De qualquer modo, a
resposta a terapia inicial parece ser crucial para o sucesso do tratamento, e neste
sentido, esfor¢cos tém sido feitos no desenvolvimento e incorporagdo de novos
agentes aos esquemas terapéuticos de indu¢do, como novos imunomoduladores e
inibidores de proteassoma, entre outros, contribuindo para o aumento da sobrevida

global (SCHOTS 2011).

1.1.2 Linfomas

Os linfomas s3o neoplasias malignas que se originam nos orgaos linfoides.
Podem ser definidos como um acumulo progressivo, de um unico clone de células
linfoides, resultantes de multiplas alteragdes genéticas que ocorrem no genoma da
célula (KLUMB 2001). Em 85% dos casos ocorre a expansdo clonal maligna de
células B e em 15% das células T (NOVAK et al. 2011). Sao divididos em duas
categorias, linfoma de Hodgkin e linfoma nao-Hodgkin, de acordo com a presenca

ou auséncia, respectivamente, das células de Reed-Sternberg (RS) - célula



caracteristica da doenca de Hodgkin descrita por Sternberg na Austria, em 1899, e
Dorothy Reed nos Estados Unidos em 1902 (NOVAK et al. 2011).

Os linfomas constituem um grupo heterogéneo de desordens
linfoproliferativas do sistema imunolégico, classificados em diversos subtipos. A
sintomatologia pode se apresentar com linfadenomegalias indolores axilares,
cervicais e inguinais, ¢ ainda com febre, sudorese noturna, perda de peso e prurido
corporal. Além de sintomas associados a localizagdo como dispneia, dores
retroesternais, abdominais, entre outros (PINTER-BROWN e CASCIATO 2009).
Dentre os possiveis fatores de risco estdo deficiéncias imunoldgicas por doengas
genéticas hereditarias, drogas imunossupressoras, agentes virais como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus Epstein-Barr (EBV), virus linfotrépico
humano tipo 1 (HTLV1), herpes virus tipo 8 humano (HHVS), virus da hepatite C
(HCV), e ainda, infec¢do pela bactéria Helicobacter pylori, exposi¢do a agentes
quimicos, como pesticidas, solventes e fertilizantes, além da exposi¢ao a altas doses
de radiagdo (PINTER-BROWN e CASCIATO 2009; NOVAK et al. 2011). Para o
estadiamento dos linfomas, o sistema mais comumente usado ¢ a classificacdo de

Ann Arbor.



Quadro 3 - Sistema de Estadiamento de Ann Arbor

Estadio Critérios

I Envolvimento de uma tnica cadeia ganglionar
(I) ou de uma 6rgdo ou local extra ganglionar

(IE)

I Envolvimento de duas ou mais cadeias
ganglionares do mesmo lado do diafragma (II)
ou com contiguo envolvimento de 6rgdos extra

ganglionares (IIE)

I Envolvimento de cadeias ganglionares de ambos
os lados do diafragma (III), que podem incluir o
baco (IIIs) ou com extensdo contigua a 6rgaos

extra ganglionares (IIIE) ou ambos (II1Es)

v Miultiplos ou  disseminados  focos  de
envolvimento de mais que um oOrgdo extra

ganglionar com ou sem envolvimento linfatico

E agregada uma subdivisdo destes estagios aos pacientes que apresentam o0s

chamados sintomas B, tais como febre, sudorese noturna, perda de peso significativa.

> Linfoma nao-Hodgkin

Os Linfomas nao-Hodgkin incluem mais de 20 tipos diferentes, podem ser
divididos em dois grandes grupos: indolentes e agressivos. Os chamados indolentes
apresentam crescimento relativamente lento. Os pacientes podem permanecer
assintomaticos ou com poucos sintomas por varios anos. Entretanto, a cura nestes
casos ¢ menos provavel do que nos pacientes com formas agressivas. Esses ultimos
podem levar rapidamente ao 6bito se ndo tratados, mas, em geral, sdo mais curdveis.
Os linfomas indolentes correspondem aproximadamente a 40% dos diagnosticos, e
0s agressivos, aos 60% restantes (Ministério da Satde 2012a).

Para avaliagdo prognostica, é utilizado o Indice de Prognéstico Internacional



— IPI, onde quanto maior o numero de fatores presentes maior a chance de progressao

da doenca e menor ¢ o tempo de sobrevida global (Anonymous 1993).

Quadro 4 - Indice prognéstico internacional (IPT)

idade > 60 anos;

DHL aumentada

performance status diminuido (ECOG > 2)

estadiamento pela escala de Ann Arbor III or IV

mais de um sitio extranodal

Grupos de risco™

Risco baixo IPI = 0-1

Risco intermediario-baixo IPI =2

Risco intermediario-alto IPI = 3

Risco alto IPI = 4-5

Existem outros indices prognosticos utilizados como o FLIPI, para o linfoma
folicular, outras variacdes do IPI, como IPI ajustado a idade ou ajustado ao uso de
rituximabe (anticorpo anti-CD20).

O tratamento dos LNH varia de acordo com o tipo histologico e com a
agressividade clinica, de uma maneira geral, consiste do uso de drogas
quimioterapicas e anticorpos monoclonais (NOVAK et al. 2011). A radioterapia ¢é
usada, em geral, para reduzir a carga tumoral em locais especificos, para aliviar
sintomas relacionados ao tumor, ou também para consolidar o tratamento
quimioterdpico, diminuindo as chances de recaida em certos sitios no organismo
mais propensos a recaida (Ministério da Satde 2012a). Para os LNH difusos de
grandes células B (LNH DGCB), o tipo mais frequente dentre os linfomas ndo-

Hodgkin, o TCTH ¢ considerado mais efetivo que a quimioterapia convencional e




recomendado para pacientes com doenca quimiossensivel em primeira recaida, ou
em primeira remissdo naqueles com risco alto/intermedidrio-alto segundo o
International Prognostic Index (IPI) (PASQUINI e WANG 2011). Indica-se ainda o
TCTH para LNH DGCB em primeira remissao parcial apés um curso completo da
terapia de inducdo e para aqueles considerados refratdrios ao tratamento
convencional, mas ainda quimiossensiveis (PASQUINI e WANG 2011).

Para os linfomas foliculares, o TCTH ¢ indicado quando se obtém uma
resposta pobre a terapia inicial, uma remissdo de curta duracdo (<12 meses), € na
segunda recaida (PASQUINI e WANG 2011).

Pacientes com bom estado geral e sem comorbidades importantes, portadores
de linfomas de células do manto também podem receber TCTH como tratamento de
consolidagao (KHOURI et al. 1998; PASQUINI ¢ WANG 2011). Da mesma forma,
varios grupos tém demonstrado que a administragdo de TCTH para individuos
portadores de linfomas agressivos de células T aumenta a sobrevida global e
sobrevida livre de doenca, quando empregado como terapia de consolidagdo

(RODRIGUE-Z et al. 2003; KIM et al. 2007; NUMATA et al. 2010).

> Linfoma de Hodgkin (LH)

E responsavel por cerca de 30% dos linfomas. E mais comum na idade adulta
jovem, dos 15 aos 40 anos, atingindo maior freqiiéncia entre 25 a 30 anos. Uma
caracteristica dos LH ¢ que eles tendem a disseminar por contigiiidade, seguindo para
areas contiguas de linfonodos, disseminando difusamente apenas em estadios mais

avancgados. O local mais comum de envolvimento ¢ o mediastino (Ministério da

Saude 2012b).
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Para avaliagdo prognostica de casos avangados, ¢ utilizado o Escore de
Prognéstico Internacional — IPS, onde quanto maior o nimero de fatores presentes
maior a chance de progressdo da doengca e menor ¢ o tempo de sobrevida global

(HASENCLEVER e DIEHL 1998).

Quadro 5 - Escore de Progndstico Internacional — IPS

sexo masculino

idade >= 45 anos

estadio IV

albumina sérica < 4 g/dL

hemoglobina < 10,5 g/dL

leucocitose > 15.000/mm?3

linfopenia <600/mm’ e/ou <8%

Grupos de risco*

Baixo 0-1

Baixo-intermediario 2

Alto-intermediario 3

Alto 4-5

* Atribuindo uma pontuacdo de (0-1) a cada variavel, resulta nos grupos de risco

O tratamento do linfoma de Hodgkin pode incluir radioterapia isolada ou em
combina¢do com quimioterapia (PINTER-BROWN e CASCIATO 2009). O uso do
TCTH ¢ considerado terapia padrdo para pacientes com LH na recaida
quimiossensivel e pode ser realizado eventualmente para doenca refrataria, embora
seu sucesso seja diretamente dependente do grau de sensibilidade a terapia de resgate
pré-transplante (BARTLETT 2005). Dados do CIBMTR mostram que a presenga de

doenca no momento do transplante, bem como o numero de tratamentos



11

quimioterdpicos anteriores, tem influéncia significativa na sobrevida apds o

transplante (PASQUINI e WANG 2011).

1.1.3 Leucemias

Nas leucemias agudas, o transplante autélogo é uma alternativa a
quimioterapia com citarabina em alta dose para consolidagdo ou quando da auséncia
de doador alogénico (TAN et al. 2007; PASQUINI e WANG 2011), e em leucemias
de alto risco, na auséncia de doenca residual minima. Devemos salientar que ndo
existem evidéncias que suportem um claro beneficio desta conduta para esta doenca
(PASQUINI e WANG 2011).

Na leucemia linféide cronica, o TCTH também pode ser considerado no
contexto de estudos clinicos para pacientes de alto risco em remissao completa ou

boa remissdo parcial (SCHMIT-POKORNY 2009; PASQUINI e WANG 2011).

1.1.4 Tumores Sélidos

Cirurgia, em combinacdo ou ndo com quimioterapia ou radioterapia, ¢ o
tratamento de primeira escolha para a maior parte dos tumores s6lidos. No entanto, o
TCTH tem mostrado seu papel no tratamento de diversos tumores quimio-
radiosensiveis como neuroblastoma, tumores de células germinativas, sarcomas de
Ewing, entre outros (TAN et al. 2007; SCHMIT-POKORNY 2009). Segundo dados
de paises europeus, o nimero de transplantes para tumores s6lidos tem oscilado nos
ultimos 15 anos. Transplantes para cancer de ovario, pulmio ¢ mama tém declinado

devido a resultados desapontadores dos estudos até agora realizados, por outro lado
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vemos um aumento significativo para neuroblastoma e sarcoma de Ewing

(GRATWOHL et al. 2004).

1.1.5 Doencas ndo-malignas

Uma grande variedade de desordens nao-malignas ¢ tratada com transplante
de medula 6ssea. O transplante autdlogo ¢ realizado, principalmente, para doengas
autoimunes, entre elas esclerose multipla, lupus eritematoso e artrite reumatoide de
dificil controle ou refratirias aos tratamentos convencionais (TAN et al. 2007;

SCHMIT-POKORNY 2009).

1.2  COMPLICACOES ASSOCIADAS AO TCTH

O insucesso deste tratamento geralmente esta relacionado a refratariedade ou
a recidiva da doenca de base, ou ainda, pode ser resultado da ocorréncia de
complicacdes, que, dependendo do condicionamento utilizado e da condicao clinica
do paciente, podem ser bastante significativas. Mesmo quando ndo associadas a
mortalidade, as complicagdes agudas poés-transplante representam uma fonte
importante de morbidade para o paciente.

As complicagdes podem ser resultantes do proprio procedimento ou serem
resultado da agdo direta dos agentes utilizados no condicionamento sobre os diversos
orgdos e sistemas (PATON et al. 2000). A alta dose de quimioterapia utilizada no
condicionamento ¢ diretamente toxica para todos os tecidos com alta taxa de divisao
celular, e a liberacdo de citocinas resultante desta injuria pode ser responsavel pela

patogénese de muitas das complicagdes (CUTLER e ANTIN 2005).
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A maioria dos pacientes candidatos a transplante ¢ bastante pré-tratada com
quimioterapia, com o objetivo de atingir a remissdo da doenga. O impacto disto na
inducdo de inflamag¢do ainda ndo esta claro, mas ha indicacdes de que tenha
influéncia nos resultados do transplante. Os tecidos parenquimatosos podem ser
sensibilizados para os efeitos potencialmente toxicos do condicionamento pela
terapia prévia, predispondo ao aumento da reacdo inflamatoria nestes pacientes
(CUTLER e ANTIN 2005).

A mucosa da boca e trato gastrointestinal sdo extremamente sensiveis aos
efeitos deletérios da quimioterapia e radioterapia, resultando no desenvolvimento de
mucosite, com perda da integridade da barreira mucosa, surgimento de ulceragdes ¢
comprometimento da imunidade local (CUTLER e ANTIN 2005; EILERS e
MILLION 2007). Além de causar intenso desconforto ao paciente, interfere no seu
estado sist€émico, principalmente nutricional, favorece infecgdes locais, e pode levar
a infeccdo sistémica, através da transloca¢dao de bactérias do Iumen intestinal para a
corrente sanguinea. Esta translocagdo de microorganismos do intestino também leva
a producgdo e liberagdo de citocinas inflamatorias (CUTLER e ANTIN 2005). A
mucosite acomete cerca de 40% dos individuos que recebem quimioterapia e 75% a
100% entre os transplantados de medula 6ssea (WARDLEY et al. 2000). Varios
fatores estdo associados com um maior risco de desenvolvimento de mucosite grave
em pacientes submetidos a TCTH, como exposi¢ao prévia a radiagdo, diagnostico de
linfoma nao-Hodgkin e condicionamento com esquema contendo etoposideo
(BOLWELL et al. 2002).

Diarréia também ¢é uma ocorréncia frequente em transplantados de medula, e

cerca de 80% dos pacientes desenvolvem esta complicagdo, tanto de origem
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infecciosa, onde o Clostridium difficile figura como o agente etiol6gico mais comum,
quanto de origem ndo-infecciosa, resultado do dano direto & mucosa intestinal
(ANAISSIE 2010).

O figado ¢ frequentemente afetado, pela SOS (sindrome da oclusdo
sinusoidal), uma das complicagdes mais comuns (10% a 60%) e graves apds o
transplante. A alta dose de quimioterapia ou radioterapia, bem como as citocinas
inflamatorias circulantes (CUTLER e ANTIN 2005), podem causar dano ao
endotélio sinusoidal hepatico, produzindo hepatomegalia, dor no quadrante superior
direito, ictericia e retencdo de liquido, com aumento de peso. A forma grave,
freqlientemente resulta em faléncia de multiplos 6rgaos e morte (KUMAR et al.
2003).

Os pulmdes sdo importantes alvos da toxicidade do condicionamento, sendo
que 10% a 50% dos pacientes desenvolvem insuficiéncia respiratoria. Dentre os
principais fatores de risco observamos a atividade da doen¢a maligna no momento do
transplante e a idade mais avancada (CRAWFORD e PETERSEN 1992; KOTLOFF
et al. 2004). As causas mais comuns sdo hemorragia alveolar e a pneumonite
idiopatica, que apresentam alta taxa de mortalidade, ¢ a sindrome da pega do enxerto.
A etiologia e fisiopatologia destas formas de dano pulmonar envolvem a ativagdo da
cascata inflamatoria pela acdo da quimioterapia/radioterapia usada no
condicionamento (KOTLOFF et al. 2004; CUTLER e ANTIN 2005). Além disso, o
uso de fator estimulador de crescimento de granuldcitos para a redug¢ao do periodo de
neutropenia também tem contribuido para o aumento das complicagdes

inflamatorias. Cerca de 23% daqueles que desenvolvem insuficiéncia respiratoria
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necessitam de ventilagdo mecanica, o que estd associado com menor sobrevida
(KOTLOFF et al. 2004).

Uma das complicagdes mais comuns que acomete os pacientes submetidos ao
TCTH ¢ a infec¢do, que ocorre em mais de 75% dos casos e apresenta taxas de
mortalidade entre 5% a 10% no transplante autdlogo (OFFIDANI et al. 1999). Esta
alta incidéncia de infec¢des se deve, principalmente, ao periodo de neutropenia e
representa um dos maiores obstidculos ao sucesso dos transplantes. Em uma série
com 117 pacientes submetidos a TCTH para tumores hematologicos (mieloma
multiplo e linfoma) e tumores solidos observou-se que 63% tiveram febre com
necessidade do uso de antibidticos, € 35,4% foram classificadas como febre de
origem indeterminada. Neste estudo nao se encontrou diferenga na freqiiéncia e tipo
de infecc¢des entre individuos com tumores hematologicos e tumores s6lidos (REICH
et al. 2001). A maioria das infec¢des em pacientes neutropénicos ¢ causada por
bactérias gram-positivas, seguido de bactérias gram-negativas (na nossa institui¢ao a
maioria das infec¢des nesta populagdo € causada por bactérias gram-negativas
dados ndo publicados), embora s6 seja possivel o isolamento de um agente causal em
20-30% dos casos (FREIFELD et al. 2011).

A neutropenia, definida como a contagem de granuldcitos <1500/mm’, no
TCTH dura em média 12 dias e resulta da acdo dos agentes citotoxicos causando
ablacdo da medula 6ssea e predispondo o paciente as infecgdes. Neste periodo, ¢é
comum a ocorréncia de febre. Cerca de 80% dos pacientes desenvolve neutropenia
febril, o que constitui a principal sindrome observada no pés-transplante (OFFIDANI
et al. 1999). Esta decorre, na maior parte das vezes da translocacdo bacteriana de

agentes procedentes do trato gastrointestinal acometido pela mucosite, especialmente
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as bactérias gram-negativas, ou por agentes provenientes do uso dos cateteres
centrais de longa permanéncia, principalmente os estafilococos e as micobactérias
atipicas (OFFIDANI et al. 1999). A evolugdo para uma resposta sistémica a infecgdo
(sepse) ocorre em 30 a 40% dos pacientes no pds-transplante (LJUNGMAN et al.
1995).

Aproximadamente 20 a 40% dos pacientes necessitam de cuidados intensivos
(BARNES e STALLLARD 2001), o que estd associado a um prognéstico
desfavoravel. Dentre os principais eventos que demandam estes cuidados estdo:
insuficiéncia renal aguda (20%), infec¢dao (16%), insuficiéncia respiratoria (14%),
insuficiéncia cardiaca (9,7%) (SCALES et al. 2008).

Tem sido de grande interesse a investigacdo de marcadores que possam ser
confidveis na detec¢do precoce das complicagdes em TCTH, devido ao impacto que
representam na morbidade e mortalidade relacionada ao tratamento. Diversos
pesquisadores discutem a utilidade das proteinas de fase aguda e citocinas como
ferramentas diagnoésticas e progndsticas na neutropenia febril, como preditores de
infec¢io grave e detecgdo precoce de outras complicagdes (FERRA et al. 1998;

SAUER et al. 2000; MIN et al. 2001; PRAT et al. 2008).

1.3 CITOCINAS

As citocinas fazem parte de um grupo de proteinas e glicoproteinas capazes
de modular a atividade e a funcdo de células e tecidos, tanto em condicOes
fisiologicas, como patologicas. Sua producdo e liberagdo ocorrem em resposta a

estimulos produzidos por microorganismos e outros antigenos, e promovem diversas
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atividades das células envolvidas na imunidade ¢ na inflamacao. Na fase de ativagao
da resposta imune, as citocinas estimulam o crescimento e a diferenciacdo dos
linfocitos, e, na fase efetora da imunidade inata e adquirida, elas ativam diferentes
células efetoras para eliminar microorganismos e outros antigenos, além de atuarem
no desenvolvimento das células hematopoiéticas (MIN et al. 2001).

As citocinas nao ficam normalmente estocadas, sua sintese ¢ liberagdo sdo
iniciadas a cada vez por uma nova transcri¢do génica, resultado de uma nova
ativacao celular. Esta transcricdo ¢ um evento transitorio, pois os RNAs mensageiros
que codificam a maioria das citocinas sdo instaveis. Uma vez sintetizadas, sdo
rapidamente secretadas (MIN et al. 2001).

As principais citocinas que participam dos processos celulares ¢ moleculares
associados aos fendmenos inflamatérios sdo a IL1, IL6, TNFA e alguns membros da

familia das quimiocinas.

1.4 INFLAMACAO, CITOCINAS E TMO

A imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa contra patdgenos e exerce um
papel fundamental na ativacdo e orquestracdo da resposta imune adaptativa para
manutencdo da integridade e reparo dos tecidos (GORDON 2002). Mecanismos de
defesa inatos incluem o reconhecimento de patogenos e de tecidos danificados
mediado por receptores de reconhecimento de padrdes (pattern recognition
receptors, PRRs) celulares e humorais. Esses receptores sdo capazes de reconhecer
estruturas altamente conservadas presentes nos microrganismos conhecidas como

PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) (TAKEUCHI e AKIRA 2010).
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Os PRRs celulares pertencem a diferentes grupos estruturais e funcionais, que
incluem receptores do tipo Toll (Toll-like receptors, TLR), receptores de remogao ou
scavengers, receptores de lecitinas, receptores do tipo NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain), entre outros (BEUTLER 2004).

A familia TLR ¢ uma das familias de PRRs mais bem caracterizada e ¢
responsdvel por perceber patdgenos invasores extracelulares e em endossomos e
lisossomos intracelulares (LEE e KIM 2007). Essas proteinas se caracterizam pela
porcao N-terminal rica em leucinas (LRRs) e por uma regido transmembrana seguida
por um dominio de homologia Toll/IL-1R (TIR). Dez TLRs foram identificados em
humanos e cada uma dessas moléculas reconhece determinados padrdes moleculares
expressos por patogenos, sendo que TLR2 e TLR4 s3o os principais responsaveis
pelo reconhecimento de produtos bacterianos e de fungos (TLR2 — lipoproteinas
bacterianas, dacido lipoteicdico, zymosan; e TLR4 — lipopolissacarideo)
(KIRSCHNING e SCHUMANN 2002, VASSELON et al. 2005 TAKEUCHI et al.
1999), além de serem os TLRs mais frequentemente envolvidos em respostas
inflamatorias contra agentes nao-microbianos, como produtos liberados por células
necroticas. Estes receptores interagem com varios adaptadores intracelulares que
contétm o dominio TIR como MyD88, TRIF (TIR domain-containing adaptor
inducing IFN-b), TIRAP/Mal, TRAM (TRIF related adaptor molecule) e SARM
(Sterile-alpha and Armadillo adaptor motif-containing protein) (TAKEDA e AKIRA
2004). O complexo ligante, receptor ¢ molécula adaptadora ativa fatores de
transcricdo como NFKB, AP1 e IRF3 e promovem a transcrigdo de citocinas (TNFA,
IL12, IL6) e interferons que promovem ¢ modulam a resposta imune (ARBIBE et al.

2000; PARKER et al. 2007).
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Os PRRs s3ao moléculas extremamente conservadas ao longo da evolugdo e
reconhecem produtos microbianos que sdo essenciais para sobrevivéncia destes
organismos e que, consequentemente, t€ém pouca probabilidade de sofrer mutagdo
(PAMPs) (ABBAS et al. 2010). Os PRRs humorais também apresentam diversidade
estrutural e funcional e dentre eles estdo as colectinas (lecitina ligadora de manose,
proteina surfactante A e D), ficolinas, componentes do complemento e as pentraxinas
(KIM et al. 2007).

Grande parte dos estudos desenvolvidos com marcadores inflamatorios em
TMO, foram em séries de transplantados alogénicos. Os resultados dos mesmos t€ém
demonstrado existir uma relagdo do aumento de IL6 e IL8 com complica¢des poOs-
TMO, tais como a desenvolvimento de febre, mucosite, disfun¢do renal e pulmonar.
Estes eventos parecem desencadear a liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatorias.
A IL6 tem sido util na deteccdo de infeccdo mesmo em pacientes em aplasia
medular, pois células de origem ndo-hematopoiética assumem a producdo desta
citocina (PECHUMER et al. 1995), e seus niveis elevados parecem estar associados a
uma menor sobrevida pos-TMO (FERRA et al. 1998; MIN et al. 2001).

O interesse na investigacdo dos processos inflamatorios relacionados as
complicacdes resultantes do transplante de células-tronco hematopoiéticas tem sido
grande desde a década de 90, no entanto em revisdo da literatura observa-se que 20
trabalhos foram realizados com coortes de pacientes submetidos a transplante
alogénico, outros 3 envolvendo simultaneamente transplantes autdlogos e alogénicos,
e apenas 2 estudaram especificamente inflamagao nos transplantes autélogos. Dentre
as complicagdes analisadas, maior énfase foi dada aquelas de maior complexidade e

que representam maior gravidade e, consequentemente, relacionam-se a indices
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elevados de obito, como a doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECHa),
SOS e sindrome do extravasamento capilar. As citocinas e proteinas de fase aguda
avaliadas nestes estudos foram: PCR (SCHOTS et al. 1998, 2002, 2003; ORTEGA et
al. 2004; BLIJLEVENS et al. 2005; PIHUSCH et al. 2006; SCHMIDT et al. 2007;
FUIJI et al. 2008; MCNEER et al. 2010), PCT (BLIJLEVENS et al. 2000; PIHUSCH
2006; ORTEGA et al. 2006; SCHMIDT et al. 2007), sIL-2R (FOLEY et al. 1998),
IL-6 (PECHUMER et al. 1995; MIN et al. 2001; SCHOTS et al. 2003; ANDERSEN
et al. 2005; MOHTY 2005; PIHUSCH et al. 2006; FUJI et al. 2008), IL-7 (SINHA et
al. 2002) IL-8 (MIN et al. 2001; SCHOTS et al. 2003; ANDERSEN et al. 2005;
MOHTY 2005) IL-10 (BAKER et al. 1999; MIN et al. 2001; ANDERSEN et al.
2005; MOHTY 2005) IL-12 (ANDERSEN et al. 2005; MOHTY 2005), 1L-17
(DANDER et al. 2009), IL-18 (MOHTY et al. 2005), TNFA (MIN et al. 2001;
SCHOTS et al. 2003; ANDERSEN et al. 2005; MOHTY 2005) sTNFRI1, IL-1Ra
(ANDERSEN et al. 2005), INF y e FASL (MOHTY et al. 2005).

As complicagdes mais graves poés-transplante alogénico, como a SOS,
DECHa, sindrome do extravasamento capilar, foram associadas a niveis elevados de
IL6, IL8 e TNF e também com mortalidade precoce nestes pacientes (MIN et al.
2001), assim como o aumento nos niveis de IL10, sSTNFR1 e sTNFR2 também foram
claramente associados com o desenvolvimento dos sintomas de DECHa (SCHOTS et
al. 2003).

Dentre os trabalhos exclusivamente com transplantes autélogos, temos o de
TEGG et al. (2001), que avaliou o valor prognoéstico da dosagem da IL6 no dia do
transplante, bem como sua relacdo com tempo de recuperacdo medular e periodo de

hospitalizagdo (TEGG et al. 2001), e o de SAUER et al. (2003), que comparou os
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niveis de PCT com PCR como indicador de risco de morte por sepse em criancas

p6s-TMO (SAUER et al. 2003).

1.4.1 Interleucina 12

Interleucina 12 (IL12) (70 kDa) ¢ um heterodimero composto pelas
subunidades p40 e p35. E uma citocina fundamental para a iniciago e progressio da
resposta imune tipo 1 (Th-1) (O’GARRA e MURPHY 2009), ou seja, resposta contra
antigenos intracelulares que se caracteriza pela producdo de IFNG. Tem como
principal fonte as células dendriticas, macrofagos ativados (que sdo as primeiras a
reconhecer um patégeno e as principais responsaveis pela producdo de IL12) e
linfocitos B (D’ANDREA 1992; CAR et al. 1999). A IL12 ¢ produzida em resposta a
produtos bacterianos, citocinas e outros estimulos liberados durante infeccdes e
reacdes imunes mediadas por células, atua na resposta contra tumores, parasitas
intracelulares, fungos, bactérias e virus. E responsavel por estimular a proliferagdo de
células T e NK a partir das células progenitoras hematopoiéticas. E frequentemente a
primeira citocina a ser liberada na presenga do antigeno. A ativagdo de linfécitos T e
células NK pela IL12 é acompanhada pela sintese e liberagdo de IFNG. E essencial
para iniciar uma seqiiéncia de resposta envolvendo os macrofagos, as células NK e
os linfocitos T, que resulta na erradicagdo de microorganismos intracelulares (CAR
et al. 1999).

Altos niveis de IL12 circulantes estiveram correlacionados com
desenvolvimento de mucosite grave em portadores de adenocarcinoma de pulmao
submetidos a quimioterapia com 5-fluorouracil, cisplatina e leucovorin (SCHAUER

et al. 2010). A IL12 também foi envolvida em lesdes pulmonares resultantes de
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endotoxemia. Em modelos animais de lesdo pulmonar aguda induzida por
endotoxemia e hemorragia alveolar, observou-se elevacao da expressdo de I1L12
apenas no modelo de endotoxemia (ARNDT et al. 2000).

Num estudo com 117 neonatos, correlacionando o diagndstico bacteriologico
de sepse com dosagens de IL6, PCR, TNF, IL12, IL10, ILS, IL1B, PCT e contagem
de células brancas, as dosagens de IL12 e IL10 foram as que apresentaram a maior
especificifidade no diagnostico de sepse (SHERWIN et al. 2008). Em contrapartida,
outro estudo nao encontrou associagdo da mortalidade por sepse em pacientes
internados na UTI com os niveis circulantes de IL12, nem destes com o escore
APACHE (PRESTERL et al. 1997).

YOSHIMURA et al. (2002) ndo observaram elevagdo dos niveis circulantes
de IL12 em portadores de linfoma submetidos a TCTH, mas esta interleucina estava
elevada em portadores de cancer de pulmao também submetidos a TCTH, uma e trés
semanas apds o transplante, e esteve correlacionada também, neste grupo, com
aumento do numero de células NK e linfécitos T citotéxicos (YOSHIMURA et al.
2002).

O tnico estudo que avaliou exclusivamente os niveis de IL12, em pacientes
submetidos a transplante de medula 6ssea, era formado por uma amostra mista de
individuos submetidos a transplante autélogo e alogénico. Este estudo observou
elevagdo dos niveis de IL12 em pacientes submetidos ao autdlogo, mas ndo naqueles

submetidos ao alogénico (BONNOTTE et al. 1996).
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1.4.2 Interleucina 10

A IL10 (3540kDa) ¢ produzida, principalmente, por mondcitos e
macrofagos, mas também por linfocitos B, queratindcitos e outros tipos celulares.
Seus efeitos bioldgicos resultam da capacidade de inibir muitas fungdes dos
macrofagos ativados. Atua como inibidor da capacidade das células Thl para
sintetizar interferon, assim sendo, inibe a sintese de muitas outras citocinas, como
IL1, IL2, TNFA, INFG, entre outras, especialmente a IL12. Também inibe a sintese
de citocinas pelas células T e regula a proliferagdo e diferenciacdo das células B,
mastocitos e timécitos (MOORE et al. 1993). Embora seus efeitos sejam
predominantemente anti-inflamatérios, pode promover atividade citotoxica mediada
por CD8 e alguma resposta das células B, por exemplo a secrecao de IgA (IZCUE
2009).

Recentemente, um grupo de Ribeirdo Preto — Sdo Paulo, encontrou uma
associagdo entre polimorfismos nos genes da IL10 e do TLR2, com a severidade ¢
mortalidade associada a sepse em pacientes internados na UTI (CARREGARO et al.
2010).

HAUBER et al. (2002) avaliaram a expressao do RNA mensageiro das
citocinas TNFA, IL10 e IL18 em células do lavado broncoalveolar de pacientes
submetidos a transplante alogénico e com complica¢des pulmonares. Obsevaram
elevagdo da expressdo de TNFA e IL10 e redugdo da expressdo de IL18, contudo a
expressdo de IL10 s6 esteve aumentada nos paciente com pneumonia infecciosa e
nao naqueles com pneumonia idiopatica/bronquiolite obliterante. Apenas a expressao

de TNFA esteve associada com maior mortalidade (HAUBER et al. 2002).
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Outro estudo demonstrou asssociacdo de baixos niveis circulantes de 1L10
com maior probabilidade de desenvolvimento de mucosite GIII/IV associada a
quimioterapia com cisplatina, S5-fluorouracil e leucovorin em portadores de
adenocarcinoma de es6fago (SCHAUER et al. 2010).

Em uma amostra de pacientes submetidos a transplante autélogo ou
alogénico, foi observado que altos niveis séricos de IL10 foram significativamente
associados com evolugdo fatal. Uma vez que IL10 € um forte supressor da imunidade
de células T, alta produgdo nas complicacdes graves pode levar a imunodeficiéncia
funcional contribuindo para um pior prognéstico (HEMPEL et al. 1997).

Foi verificado que células mononucleares mobilizadas pré-transplante
apresentaram niveis mais altos de RNAm para 1L4, IL8, IL10, IFNG e TNFA.
Especificamente, linfocitos T CD8+ expressaram niveis mais altos de RNAm para
IL10 e IL8 do que linfocitos CD4+, e os monocitos expressaram niveis mais
elevados de RNAm para IL10, IL8 e TNFA do que os observados em linfocitos
CD8+ do produto de mobilizagdo e do que mondcitos de individuos normais
(VARNEY et al. 1999). Entretanto, ndo ha, por exemplo, demonstracdo da
associagdo da produgdo de IL10 por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes submetidos a TCTH e a imunossupressdo ou reconstituicdo imune pos-
transplante (GUILLAUME et al. 1994).

Interessantemente, a IL10 que se eleva em pacientes expostos a quimioterapia
em alta dose (LIEM et al. 1998) e estd, normalmente, associada a inibicdo da
resposta imune, parece ser necessaria para produgdo de PTX3 por células dendriticas,

mesmo apds estimulagdo com lipopolissacarideo (LPS) (DONI et al. 2006).
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E conhecido que IL10 tem papel fundamental na prevengdo de inflamagdo
intestinal, mantendo o equilibrio entre os microorganismos que compdem a flora e as
defesas do hospedeiro. A microbiota balanceada promove a produgdo em niveis
adequados da IL10 prevenindo contra colites. Defeitos nos genes IL10 desregulam a
relacdo simbidtica entre microbiota e o hospedeiro através de alteragdes na resposta
imune da mucosa intestinal, levando a quadros de inflamagdo. Camundongos
deficientes de IL10 desenvolvem enterocolites espontaneas (SARAIVA e O’ GARRA
2010).

Num estudo com camundongos deficientes para IL10 e submetidos a ligadura
e perfuragdo cecal, que promove uma infec¢do polimicrobiana, apresentaram maior
mortalidade, devido a menor atividade fagocitaria, menor producdo de NO e menor
atividade antimicrobiana dos neutréfilos, apesar da atividade migratoria destes estar
preservada, em decorréncia da diminui¢cdo da producdo de IFNG (MORENO et al.

2006).

1.4.3 Interleucina 17

A IL17 (35 kDa) é uma citocina intimamente ligada ao tecido epitelial,
particularmente & mucosa intestinal. E produzida por varios tipos de células,
incluindo subpopulagcdes de células T ativadas, células NK e neutrofilos.
Desempenha um papel essencial na resposta imune contra bactérias e fungos. Sua
acdo pro-inflamatéria ¢ devido a sua capacidade de induzir a secrecdo de
quimiocinas que recrutam mondcitos e neutrofilos, facilita a ativagdo de células T e
sua infiltragdo nos tecidos, regula a expressdo de moléculas de adesdao e amplifica a

resposta imune induzindo a producao de IL6, prostaglandina E2, fator estimulante de
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colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF) e fator estimulador de colonias de
granuléceitos (G-CSF) (BARNES e STALLARD 2001). Além disso, a IL17 atua
sinergicamente com outras citocinas, especialmente IL1B, TNFA e IFNG (KOLLS e
LINDEN 2004). Células produtoras de IL17 tém sido recentemente implicadas na
patogénese de uma vasta gama de doencas inflamatdrias e auto-imunes (BARNES e
STALLARD 2001).

Num modelo animal, onde a expressdo de IL17A e IL17F pode ser regulada
por estreptomicina, de enterocolite induzida pela inoculagdo de S. typhimurium, os
niveis de IL17A e de IL17F ndo se correlacionaram com o grau de severidade da
mucosite observada, ou o risco de disseminagao sistémica da infeccdo (SONGHET et
al. 2010). Em outro estudo, observou-se que IL17 é necessaria para promover a
migracdo de neutréfilos para os sitios de infeccdo no modelo de infecgdo
polimicrobiana (ligadura e perfuragdo cecal), além disso, esses animais
desenvolveram mais infeccdo disseminada, apresentaram resposta inflamatoria mais
intensa e apresentaram maior mortalidade (FREITAS et al. 2009). Em modelos de
infec¢do por C. albicans, a auséncia de expressdo do receptor de IL17A (IL17AR)
promoveu menor migracdo de neutr6filos, maior numero de fungos nos sitios de

infec¢do e maior mortalidade (VAN DE VEERDONK et al. 2010).

1.4.4 sTLR2
TLR2 ¢ um TLR que reconhece vdarios componentes de bactérias,
micoplasmas, fungos e virus através da formacdo de heterodimeros com TLRI1 ou

TLR6, e essas diferentes interagdes conferem capacidades distintas de

reconhecimento de padrdes moleculares (TAKEUCHI e AKIRA 2010).
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LEBOUDER et al. (2003) demonstraram a existéncia natural de formas
soluveis de TLR2, capazes de modular a ativacdo celular, que t€ém sua produgdo
basal por monocitos do sangue, mas cuja producdo aumenta apds ativagdo celular.
sTLR2 foi encontrado no sangue e no leite, e no leite foi observada uma correlagao
espelhada com os niveis de sCD14. Foi verificado também niveis mais baixos de
sTLR2 em portadores de tuberculose, e a deplecdo deste ligante no soro aumentou a
resposta celular a lipoproteina (LEBOUDER et al. 2003).

A deficiéncia de TLR2 em camundongos promove a formagdo de abscessos
cerebrais por S. aureus dependente da producdo local de IL17 por linfécitos Th17
(NICHOLS et al. 2009), a mesma coisa se observa em modelos de infec¢do pulmonar
por inoculagdo intratraqueal com P. brasiliensis onde existe um desvio da resposta
para um padrdo Th17, com aumento do infiltrado neutrofilico e diminuig¢do da carga
fingica, sem alteragdo na mortalidade dos animais (LOURES et al. 2009).

DULAY et al. (2009) avaliaram os niveis de sTLR2 no liquido amniético de
partos normais a termo, partos prematuros com e sem infec¢do. Viram que sTLR2 ¢
expresso constitutivamente no liquido amnidtico e que sua presenca modula a
intensidade da inflamagdo provocada por bactérias gram-positivas, o que é perdido
com a deplec¢ao de STLR2 no liquido amniotico (DULAY et al. 2009).

Células que superexpressam sTLR2, ou s3o estimuladas na presenca desta
proteina sdo hipossensiveis aos ligantes de TLR2. Soro depletado de sTLR2 deixou
os leucécitos hipersensiveis a estimulacdo mediada por TLR2. Camundongos
injetados com componentes derivados de bactérias gram-positivas e sTLR2
apresentaram menores niveis de KC, menor numero de neutr6filos (PMN) e redugdo

da apoptose tardia de PMNs no lavado peritoneal. Contudo, isto ndo interferiu com a
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capacidade dos camundongos de clarear a infec¢do por gram-positivos (RABY et al.

2009).

1.4.5 Proteina C reativa (PCR)

E uma proteina plasmatica produzida pelos hepatdcitos em resposta a reagio
inflamatoria, que pode ser motivada por diferentes tipos de agressdo tecidual, como
infecgoes, agressdes fisicas, quimicas e imunolédgicas. Diante da reagdo inflamatoria,
os monocitos secretam IL6, IL1 ¢ TNFA, que levam ao hepatdcito a informacao da
necessidade de sintese das denominadas proteinas de fase aguda. A proteina C
reativa ¢ considerada uma das mais sensiveis proteinas de fase aguda, por apresentar
algumas caracteristicas, como meia-vida curta (entre 8 a 12 horas) e valores normais
muito baixos (<0,5mg/dL), que, em resposta a estimulos inflamatérios, pode atingir
valores até 100 vezes o normal em menos de 24 horas. Além de se elevar
rapidamente apos o estimulo inflamatério (4 a 6 horas), na auséncia de estimulo
cronico normaliza-se em 3 a 4 dias. Tem sua concentragdo elevada em diversos
processos inflamatorios como infec¢des bacterianas cronicas e agudas, necroses
celulares, tromboembolias pds-cirirgicas, leucemias, colite ulcerativa, entre outras.
Tem sido utilizada como auxiliar no diagnostico, controle terapéutico e
acompanhamento de diversas patologias, uma vez que ¢ o mais sensivel e precoce
indicador de processos inflamatérios (ARBER et al. 2000; FLEISCHHACK et al.
2000; SAUER et al. 2003).

A PCR, bastante estudada como marcador diagnodstico e prognostico para
processo inflamatdrios e infecciosos, em uma série de transplantados alogénicos,

mostrou-se ser bastante util na identificacdo de individuos de maior risco para
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complicagdes graves e como preditor da gravidade destas alteracdes. A elevagao dos
niveis séricos da PCR ocorreu dias e até semanas antes do aparecimento das
complicagdes, o que podemos considerar de interesse clinico para intervengdes
precoces (SAKATA et al. 2001). Niveis muito elevados de PCR também foram
relacionados a infecgdes bacterianas invasivas (HEMPEL et al. 1997) e a desfecho
fatal em pacientes com febre persistente no periodo de neutropenia pds-TMO
(SORROR et al. 2005). O acompanhamento de seus niveis séricos pode ser util tanto
no diagnostico quanto na discriminagdo entre sepse ¢ sepse grave (ORTEGA et al.
2004).

E certo que o envolvimento desses multiplos mediadores biologicos na
patogénese de complicacdes em diversos 6rgdos e sistemas ainda precisa ser melhor
investigado, para tanto nos propomos a estudar os niveis séricos de algumas
proteinas pouco estudadas em transplantes autélogos (IL10, IL12, IL17), bem como
propor outro elemento ainda nao avaliado em TMO, como o sTLR2, ¢ utilizar a PCR
como um comparador.

Nossa proposta foi avaliar a associacdo destas com o0s eventos mais
freqlientes no poés-transplante autdélogo, como mucosite e diarréia, que além de
contribuirem para complicagdes maiores, por si s representam intenso desconforto e
morbidade para o paciente e até hoje foram pouco pesquisadas especificamente nesta
populacdo, e, paralelamente, também com os demais eventos mais graves como
sepse, insuficiéncia respiratoria e outros que levam a necessidade de terapia
intensiva, podendo prolongar a permanéncia intra-hospitalar do paciente e elevando
os custos do procedimento. Nao sabemos também se os resultados encontrados na

nossa populagdo serdo similares aqueles observados em populagdes norte-americanas
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e européias, haja visto a maior exposicdo da nossa populagdo a patdgenos
ambientais, traduzida na maior mortalidade associada a causas infecciosas (World

Health Organization-WHO 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar os niveis de IL10, IL12, IL17 e STLR2 através de ELISA no soro de
pacientes adultos submetidos a quimioterapia em alta dose com resgate de células
hematopoiéticas progenitoras autélogas pelo diagnéstico de mieloma multiplo (MM),

Linfoma de Hodgkin (LH) ou Nao-Hodgkin (LNH).

2.2  OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Correlacionar os niveis dos marcadores supracitados com a freqiiéncia de
ocorréncia de:

Sepse

Insuficiéncia respiratoria aguda

*  Febre

*  Mucosite GIVIII/IV

Diarréia

Ocorréncia de complicagdes que demandem cuidados intensivos

2. Testar a associag¢do de variaveis clinicas e de tratamento com a frequéncia das
complicacdes estudadas.

3. Verificar a correlagao entre si dos niveis das diversas citocinas.
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4 Avaliar a correlacdo entre os niveis destas citocinas e o tempo de pega

medular e o tempo de hospitalizagao.
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3 JUSTIFICATIVA

Existe uma grande necessidade de se identificar grupos de risco para
complicagdes infecciosas ou nao pos-transplante, permitindo, desta maneira, tratar de
forma precoce os individuos com potencial de complicagdo, o que resultaria na
melhora dos resultados da quimioterapia em alta dose. Esperamos contribuir para
identificacdo de tais individuos através da andlise de um perfil de citocinas que
eventualmente se correlacione com os desfechos anteriormente citados.

Atualmente, visando reduzir o tempo de internagcdo na unidade de transplante,
alguns servi¢os adotam a conduta de alta hospitalar precoce, ou seja, antes da pega
medular. Este estudo pode contribuir para selecionar de forma mais precisa pacientes
de baixo risco para complicacdes infecciosas ou ndo, capazes de seguir a terapia em

regime de hospital-dia no pos-TCTH imediato.
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4 METODOLOGIA

41 CASUISTICA

Foram analisados todos os pacientes com idade superior ou igual a 16 anos,
com diagndstico de mieloma multiplo ou linfoma, submetidos a quimioterapia de
altas doses com resgate de células-tronco hematopoiéticas autdlogas, na unidade de
transplante de medula 6ssea do Hospital A.C. Camargo, no periodo de maio de 2010
a setembro de 2011. Um total de 60 pacientes foram incluidos no estudo apos lerem e

assinarem o termo de consentimento pds-informado (Anexos 3-4)

4.2 DEFINICAO DOS EVENTOS

. Sepse - caracterizada por dois ou mais dos seguintes eventos, somados a
presenca de infec¢ao: Temperatura >38°C ou <36°C, freqiiéncia cardiaca >90
bpm, freqiiéncia respiratoria >20 rpm, leucodcitos >12.000 células/mm3,
<4.000 células/mm3, ou >10% de formas imaturas (ANONYMOUS 1992).

. Insuficiéncia respiratéoria — definida como a incapacidade do sistema
respiratorio em manter os valores da pressdo arterial de oxigénio (PaO;) e/ou
da pressdao arterial de gas carbonico (PaCO;) dentro dos limites de
normalidade (PaO, > 60 mmHg e PaCO2 < 50 mmHg) ou satO, < 90% na
oximetria de pulso (BERNARD et al. 1994).

. Febre - consideramos temperatura axilar > 37,5°C em duas medidas isoladas
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ou com duracgao de pelo menos 1h.

Mucosite GII/III/IV — presenca de dor importante em cavidade oral e/ou
orofaringe que necessitasse de analgésico em infusdo continua (BEARMAN
et al. 1988).

Diarréia — consideramos presenga de fezes liquidas ou semi-liquidas em
volume igual ou maior que 500 ml/dia (BEARMAN et al. 1988).

Ocorréncia de complicagdes que demandem cuidados intensivos:
qualquer evento que necessitasse transferéncia para UTI.

Tempo de pega medular: consideramos o primeiro dia de 3 consecutivos
com granulécitos > 500/mm’(HANSEN et al. 1998).

Tempo de hospitalizacdo: tempo decorrido entre o inicio do

condicionamento € a alta.

Para a obten¢do de dados sobre as comorbidades existentes pré-transplante

que pudessem ter influéncia nos resultados foi utilizado o Hematopoietic cell

transplantation—specific comorbidity index (HCT-CI), validado para pacientes com

mieloma multiplo submetidos a transplante autélogo (SORROR et al. 2005;

LABONTE et al. 2008).

4.3

COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Foram coletados 5,0 ml de sangue, em tubos Vacuntainer secos, na data de

admissao do paciente na unidade de transplante, no dia da infusdo das células-tronco,

no dia da ocorréncia do primeiro e segundo eventos, 24h e 72h apos estes eventos e
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na alta hospitalar. Na auséncia de qualquer evento acima descrito foram apenas
coletadas as amostras de admissao, infusdo e alta.

Obtivemos ainda os resultados de hemograma e coagulagdo realizados nos
dias das coletas das amostras.

As coletas de sangue foram realizadas por pun¢do periférica, com método
asséptico, ou através de cateter venoso central; neste caso a via do cateter foi lavada
com 10 ml de 4gua destilada, em seguida 5,0 ml de sangue foram aspirados e
desprezados, e por fim foram aspirados os 5,0 ml destinados ao estudo. Na maior
parte dos casos houve recusa do paciente pela puncao venosa e, portanto, as amostras
foram obtidas através do cateter venoso central.

As amostras foram coletadas em tubo seco e mantidas a 37°C, em banho-
maria, por 30 minutos para coagulagdo, imediatamente foram centrifugadas a
2000rpm por 10 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada. O soro entdo foi separado,
aliquotado e armazenado a -80°C até o momento do uso. Vinte e quatro horas antes

do uso foram descongeladas em refrigerador.

44 QUANTIFICACAO DAS CITOCINAS

A quantificagdo das citocinas e receptor solivel foi realizada empregando-se
o método de ELISA de captura, usando-se kits DuoSet da R&D Systems. As

quantidades foram expressas em concentragao por pg/ml.
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4.4.1 Método ELISA (enzyme linked immunoabsorbent assay) de captura

Foi realizado de acordo com as especificagdes do fabricante dos kits (R&D
Systems), para tal utilizamos microplacas de alta afinidade, com 96 pogos de fundo
chato, half-area (Greiner #675061 e Corning Costar #3590). Para cada proteina foi
utilizado kit especifico, conforme mostra Tabela abaixo, bem como as concentragdes

utilizadas para cada um.

Tabela 1 - Kits (R&D Systems) e as concentracdes utilizadas dos anticorpos e
proteinas.

Anticorpo Anticorpo de Curva Padrao
Kit ELISA / Catalogo de Captura Deteccao Proteina*
(pg/ml) (ng/ml) (pg/ml)
DuoSet human IL-10 (#DY217B) 2 150 2000
DuoSet human IL-12 p 70 (#DY 1270) 4 100 2000
DuoSet human IL-17 (#DY317) 4 150 1000
DuoSet human TLR2 (#DY2616) 0.8 400 8000

*Concentragdo empregada para o ponto maximo da curva padrdo

A Solu¢odes Utilizadas:

1. Solugdo tamponada de fosfato PBS “phosphate buffered saline” - solucao
contendo 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 8,1mM Na2HPO4, 1,5mM KH2PO4,
pH 7,2-74.

2. Reagente Diluente — BSA1% em PBS, pH 7,2 — 7.4. (R&D Systems Catalog
#DY995) .

3. Solugdo Substrato — 1:1 mistura de Color Reagente A (H»,O,) e Color
Reagente B (Tetramethylbenzidine). (R&D Systems Catalog #DY999).

4. Solugdo de Lavagem — 0.05% Tween® 20 em PBS, pH 7,2 — 7.4. (R&D
Systems Catalog #WA126) .

5. Solugdo de Parada - H,SO4 2N. (R&D Systems Catalog #DY994) .
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B Processo de lavagem das placas

Foi realizado em lavadora automatica de placas (HydroSpeed, RChisto-
Tecan). Realizada aspiragdo simultanea dos 96 pogos, e injecdo de 180uL de solugdo
de lavagem por pogo, permanecendo em agitacdo por 20 segundos, seguidos de nova
aspira¢ao. Cada etapa de lavagem foi composta de 5 ciclos de lavagem e aspiragdo.
Este processo foi repetido apés cada etapa do ensaio, exceto ap6s a adi¢ao do

substrato.

C Incubacio
Todos os periodos de incubagdo necessarios em cada etapa do ensaio foram
realizados em incubadora com agitagdo orbital, sob condi¢gdes de temperatura fixa a

25°C, sob agitagao a 50rpm e protegidos da luz.

D Etapas do Ensaio

Etapa 1 - Sensibiliza¢ao

As placas foram sensibilizadas com 50 pL/pogo do anticorpo monoclonal primario,
de captura, diluido em PBS conforme orientacdo do fabricante, permanecendo em

incubagdo “overnight”.

Etapa 2 — Bloqueio
Foram distribuidos 150 puL/poco de solugdo de bloqueio (Reagente Diluente) para
preenchimento dos espagos ndo ocupados nos pocos, com o objetivo de evitar

reagdes inespecificas e, incubou-se por mais 2h.
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Etapa 3 — Distribui¢cdo das amostras e curva padrao

Uma curva padrao foi construida com 7 pontos, através de diluigdes seriadas da
proteina recombinante de interesse a partir da concentracdo maxima recomendada.
As amostras de soro (50 pL) foram distribuidas em duplicatas, sem dilui¢ao e foram
incubadas overnight.

Dois pogos foram destinados a caracterizacdo do branco, recebendo apenas o

Reagente Diluente.

Etapa 4 — Anticorpo secundario
O Ac secundario policlonal de detecg¢ao, conjugado a Biotina, diluido em Reagente

Diluente foi entdo adicionado (50 puL/pogo) seguido por 2 horas de incubagao.

Etapa 5 — Streptavidina
Streptavidina diluida em reagente diluente na concentragdo 1:200 foi distribuida 50

pL/pogo e incubada por 20 minutos.

Etapa 6 — Solugdo substrato
A reacdo foi revelada com a adi¢do do substrato enzimatico, 50 ul/pogo de Reagente

A e B 1:1 v/v (R&D#DY999), seguida de 20 minutos de incubagao.

Etapa 7 — Leitura
A solucdo de parada utilizada foi distribuida a 25 pl/pogo e imediatamente procedeu-

se a leitura.
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A leitura foi realizada em espectrofotometro (Infinite M200PRO, RChisto-
Tecan) nos comprimentos de onda 450nm e 540nm. A fim de corrigir quaisquer
imperfei¢des Opticas da placa os valores de densidade optica (DO) encontrados na
leitura de 540nm foram subtraidos da leitura feita em 450nm. Além disto, foi feita a

subtracao do branco e realizada média das duplicatas.

45 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram coletados através de instrumento de coleta elaborado
especialmente para este trabalho (Anexo 2).

Para as varidveis quantitativas foram apresentadas as principais medidas
resumo, como média, desvio-padrdo, valor minimo e valor maximo e para as
variaveis qualitativas foram apresentadas as respectivas distribui¢cdes de frequéncias
absolutas e relativas.

AssociacOes entre variaveis clinicas ¢ a ocorréncia dos eventos foram
avaliadas por meio do teste qui-quadrado. No caso de frequéncias esperadas
inferiores a cinco foi realizada a corre¢do de continuidade proposta por Yates
(YATES 1934). A associag¢do dos tempos de pega e hospitalizagdo com a ocorréncia
dos eventos foi avaliada por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para cada proteina, um modelo de anélise de varidncia com medidas repetidas
(PINHEIRO e BATES 2000a-c; NETER et al. 2005) foi utilizado para verificar a
existéncia de variacdo da concentracdo de uma determinada proteina ao longo da
internacdo. Esse modelo contempla a estrutura de dependéncia entre as observacgoes

de um mesmo paciente devido as avalia¢des realizadas ao longo da internagdo. Para
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reduzir a variabilidade dos dados, cada modelo teve como varidavel resposta o
logaritmo neperiano da concentragdo da proteina considerada. O momento da
internacdo (admissdo, infusdo, Oh, 24h, 72h e alta) foi utilizado como varidvel
explicativa, sendo a admissdo a categoria basal.

O nivel de significancia adotado foi o de 5% e os softwares R versao 2.12

(www.r-project.org) ¢ Microsoft Excel 2010 (www.microsoft.com) foram utilizados

nas analises.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DA

AMOSTRA

Foram incluidos 60 pacientes no estudo, o que constitui 100% da amostra
proposta inicialmente, com uma média de idade de 50,6 anos, variando entre 16 e 72
anos, com 53% do sexo feminino (Tabela 2). Quanto aos diagnésticos, nossa
casuistica vem de encontro aos dados do Center for International Blood and Marrow
Transplant Research (CIBMTR), publicados em 2010, quanto as principais
indicacdes do transplante autdlogo: Mieloma Multiplo, seguido por Linfoma nao-
Hodgkin e Linfoma Hodgkin. A maior parte dos pacientes encontrava-se em resposta

completa e o transplante foi utilizado como terapia de consolidagao (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes quanto as caracteristicas demograficas e
patoldgicas.

Caracteristica Categoria N (%)

Masculino 28 47
Género o

Feminino 32 53
Branca 45 75
Raca Negra 6 10
Parda 9 15
Mieloma Multiplo 29 48
Diagnostico Linfoma de Hodgkin 13 22
Linfoma nao-Hodgkin 18 30
Doenga refrataria 14 23
Indicaciio Doenga recaida 21 35
Consolidagdo de 1a. linha 25 42
RC 31 52
VGPR 10 17
Resposta pré-TMO PR 15 25
DE 1 2
PD 3 5

*RC: resposta completa, VGPR: very good parcial response, PR: resposta parcial, DE:doenga estavel,
PD: progressédo de doenga.

A maior parte dos individuos com diagnostico de linfoma apresentava doenca
avangada ao diagnostico, e 23% apresentavam doenga bulky. O grupo dos mielomas
também apresentava estadiamento mais avan¢ado ao diagndstico, conforme mostra a

Tabela 4, quase 70% dos pacientes com ECIII (Durie-Salmon) (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 - Distribuicao dos pacientes quanto a dados do estadiamento dos linfomas

ao diagnostico

DIAGNOSTICO
ANN_ARBOR Linfoma de Hodgkin Linfoma ndo-Hodgkin N (%)
I 3 2 5 17
m 5 4 9 30
v 5 12 17 53
SINTOMAS B
SIM 5 6 11 37
NAO 8 12 20 63
BULKY
SIM 3 4 7 23
NAO 10 14 24 77

Tabela 4 — Distribuicao dos pacientes quanto ao estadiamento do mieloma multiplo.

Estadio N (%)
DS
A 6 20
1A 15 52
1B 4 14
ND* 14
ISS N (%)
1 10 35
2 4 14
3 7 24
ND* 8 27
Total 29 100

* ND: Nao disponivel, DS: Durie-Salmon, ISS: International Staging System

Analisando o tratamento prévio ao transplante, considerando os diferentes

grupos diagnosticos (Tabela 5), observamos que todos os pacientes com diagnostico

de linfoma, tinham feito tratamento quimioterapico e que, com exce¢do de trés

paciente, todos os demais haviam recebido duas ou mais linhas de quimioterapia.
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Além disto, sete dos 31, haviam sido também tratados em algum momento com
radioterapia. Dentre os mielomas, apenas dois pacientes receberam esquemas
quimioterapicos como terapia de inducdo: VAD (Vincristina, Doxorubicina e
Dexametasona) e CCNU/CTX/MEL/DEXA (Lomustina, Ciclofosfamida, Melfalano
e Dexametasona) ¢ uma paciente ja havia realizado um transplante autélogo,
utilizando melfalano 200mg/m®. Os demais receberam esquemas com talidomida ou
bortezomibe associados a dexametasona, ou ainda mais recentemente, associado a
ciclofosfamida. Todos os pacientes do grupo mieloma receberam ciclofosfamida e
fator estimulador de colonias de granulocitos (GCSF) para mobilizacdo das células-
tronco hematopoiéticas. Dentre os linfomas, apenas uma paciente recebeu este
esquema, os demais foram mobilizados com associagdo do GCSF ao esquema

quimioterapico de indugao.

Tabela 5 - Distribui¢do dos pacientes quanto ao tratamento prévio ao transplante.

Diagnéstico

Mieloma Linfoma de Hodgkin Linfoma niao-Hodgkin Total

QUIMIOTERAPIA
SIM 3 13 18 34
NAO 26 0 0 26
N_ESQUEMAS
1 16 1 2 19
2 9 9 6 24
3 3 1 7 11
Mais de 3 1 2 3 6
RADIOTERAPIA
SIM 6 4 3 13
NAO 23 9 15 47
Total 29 13 18 60

*Inclui todos os esquemas terapéuticos utilizados para reducdo da doenga ou consolidag@o de resposta,
realizados antes da internagdo na unidade de transplante.
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Como observamos nas Tabelas 6, 7 ¢ 8, a maior parte dos pacientes nao
apresentavam comorbidades e mantinham um bom performance status antes do
transplante. Dos 21 que apresentavam comorbidade, alguns tinham duas ou mais
associadas. Dentre as comorbidades agrupadas como “outras” tivemos hepatite B,
obesidade, osteoporose, ICC (insuficiéncia cardiaca congestiva), IAM (infarto agudo
do miocardio), ICo (insuficiéncia coronariana), uma paciente com historia de cancer

de reto tratado com cirurgia em 1997 e outra com historia de aspergilose prévia.

Tabela 6 - Distribui¢do dos pacientes quanto as comorbidades.

DIAGNOSTICO Total
Comorbidade = Mieloma Miiltiplo Linfoma de Hodgkin Linfoma nio-Hodgkin

Nenhuma 15 12 12 39
DM 3 0 1 4

HAS 10 0 1 11
DPOC 1 0 1 2

IRC 1 0 0 1
Hipotireoidismo 2 1 1 4
Outras 5 1 4 10

Total 29 13 18 71

*DM: diabetes mellitus,HAS: hipertensdo arterial sistémica, DPOC: doenga pulmonar obstrutiva
cronica, IRC: insuficiéncia renal cronica.

Tabela 7 — Distribui¢ao dos pacientes quanto ao escore HCT -CI.

DIAGNOSTICO
HCT-CI Mieloma Miuiltiplo Linfoma Hodgkin  Linfoma nio-Hodgkin  Total
0 25 13 14 52
1 2 0 0 2
2 0 0 2 2
3 2 0 2 4
Total 29 13 18 60

*HCT-CI - Hematopoietic cell transplantation-specific comorbidity index
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Tabela 8 - Distribuigdo dos pacientes quanto ao Performance status.

DIAGNOSTICO
ECOG Mieloma Multiplo Linfoma Hodgkin Linfoma niao-Hodgkin Total
0 17 7 14 38
1 12 5 4 21
2 0 1 0 1
Total 29 13 18 60

52 DADOS RELEVANTES SOBRE O TRANSPLANTE

O condicionamento utilizado para todos os transplantes dos pacientes com
Mieloma Multiplo foi melfalano 200mg/m” sendo feito com ajuste de dose para
140mg/m” em 3 deles, devido a disfungdo renal. Para os pacientes com linfoma nio-
Hodgkin predominou, conforme nos mostra a Tabela 9, o esquema BEAM
(Carmustina, Etoposide, Citarabina e Melfalano), ja os linfomas de Hodgkin
receberam igualmente o esquema BEAM ou CBV (Carmustina, Etoposide e
Ciclofosfamida). Dos 60 transplantados, 6 necessitaram de terapia intensiva e as
causas foram: insuficiéncia respiratoria, sepse ¢ bacteremia. Com relagdo ao uso de
nutri¢do parenteral, um ter¢o dos pacientes fez uso, sendo a principal indicagdo a
presenga de mucosite, impossibilitando a ingesta adequada. Observou-se que nao
houve diferenga significativa entre os grupos diagnoésticos, sugerindo um grau
semelhante de dano a mucosa com o uso destes esquemas terapéuticos. A instituicao
de antibioticoterapia foi necessdria em quase 100% dos pacientes, seja por
neutropenia febril, sinusopatia ou diarréia. Vinte e cinco por cento do total da

amostra necessitou de terapia antifingica.
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Tabela 9 - Principais informagdes sobre o transplante. Inclui esquemas
quimioterdpicos, necessidade de terapia intensiva, suporte nutricional parenteral e
uso de antimicrobianos.

DIAGNOSTICO
Mieloma Linfoma de Linfoma nio-
Total
Multiplo Hodgkin Hodgkin
CONDICIONAMENTO
BEAM 0 6 13 19
CBV 0 5 0 5
MEL200 26 0 0 26
MEL140 3 0 0 3
OUTROS 0 1 5 6
UTI
SIM 1 2 3 6
NAO 28 11 15 54
NPP
SIM 6 8 6 20
NAO 23 5 12 40
Antibiético
SIM 28 13 18 59
NAO 1 0 0 1
Antifungico
SIM 3 4 8 15
NAO 26 9 10 45
Total 29 13 18 60

*BU/CTX/VP16 -bussulfano/ciclofosfamida/etoposideo, LACE - lomustina/citarabina/ciclofosfamida/
etoposideo e BU/MEL — bussulfano e melfalano

Todos os pacientes submetidos ao transplante receberam profilaxia infecciosa
com antiviral (valaciclovir ou aciclovir), antifungico (fluconazol) e antibidtico
(sulfametoxazol-trimetoprim). Verificamos que 55 pacientes apresentaram febre e 25
agentes etioldgicos foram identificados, dentre os quais 10 bactérias gram-positivas.
As infecgdes e os microorganismos relacionados estdo listados na Tabela 10. A
antibioticoterapia empirica foi necessaria na quase totalidade dos pacientes, com

excecao de um e foi introduzida na vigéncia de temperatura axilar maior ou igual a
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37,5° C, ou na presenga de outros sinais infecciosos.

Tabela 10 - Infeccdes e agentes identificados

Tipo Nimero
Corrente sanguinea 11
Tiflite 5
Sinusite 4
Pneumonia 3
Endocardite 1

Agentes Infecciosos

S. epidermidis 8
K. Pneumoniae 3
S. galactus 1
S. hominis 1
S. maltophilia 1
E. coli 1
P. aeruginosa 1
R. radiobacter 1
Fusarium 1
Candida parapsilosis 1
Clostridium difficile 4
Citomegalovirus 2

O tempo de pega medular (Tabela 11) foi em média de 9 dias, variando entre
7 - 13 dias, e conforme verificamos ndo houve diferenga entre os 3 diagnosticos. Ja o
periodo de hospitalizacdo foi em média 23 dias (14-58) e foi menor nos casos de
mieloma, isto devido, provavelmente, ao menor tempo do condicionamento utilizado

para estes pacientes.
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Tabela 11 - Tempo de pega medular e tempo de hospitalizagao

Desvio

Diagnéstico Média padrio Minimo Mediana Maiximo N

Mieloma Multiplo 10,03 1,27 7 10 14 29

Tempo de pega*  Linfoma de Hodgkin 9,38 0,87 8 9 11 13
Linfoma ndo-Hodgkin 9,56 0,92 8 9.5 11 18

Mieloma Multiplo 20,52 6,32 14 19 43 29

Tempo de
Linfoma de Hodgkin 23,50 8,31 17 20,5 48 13
Hospitalizacio*

Linfoma nao-Hodgkin 25,44 4,34 20 25,5 35 18

*Tempo em dias

53 RESULTADOS DAS ANALISES DAS VARIAVEIS CLINICAS E
SUA RELACAO COM A OCORRENCIA DOS EVENTOS

Os 60 pacientes submetidos a quimioterapia de altas doses, apresentaram 132
eventos de interesse do estudo. Destes eventos, 98 tiveram amostras coletadas para
analises das proteinas, sendo 55 eventos de febre, 31 de diarréia e 13 de mucosite.

Trés dos pacientes estudados ndo apresentaram nenhum evento de interesse,
foram, portanto coletadas amostras de sangue apenas nos momentos da admissao,
infusdo e alta; 5 apresentaram apenas um, 23 tiveram os 2 eventos coletados para o
estudo e alguns ainda, apresentaram além destes, outros eventos, mas que nao foram
incluidos no estudo por estarem previstas apenas coletas de 2 eventos por paciente.
Estes eventos, no entanto, foram considerados e incluidos nas analises de correlagdo
com as variaveis clinicas.

Ao analisarmos as associagdes feitas entre as principais varidveis clinicas
com a freqiiéncia de ocorréncia de febre e mucosite, observamos que estes nao
estiveram associados com nenhuma destas varidveis (Tabela 12 e 14). Diarréia esteve

associada com o diagndstico de mieloma multiplo e com a realizagdo prévia de
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radioterapia (Tabela 13). Sepse esteve associada ao uso de antifungicos (Tabela 15).
O tempo para pega ¢ o tempo de hospitalizacio ndo estiveram associados ao

desenvolvimento de febre, diarréia ou mucosite (Tabelas 16 ¢ 17).

Tabela 12 - Relagdo entre as variaveis clinicas e a ocorréncia de febre.

Febre
Variavel Categoria Niao Sim Total P
n (%) n (%)
F 23,4 27(46,5) 29
Sexo 1,0

M 1(1,7) 28(48,3) 29
LH 1(1,7) 12 (20,7) 13

Diagnéstico LNH 1(1,7) 17 (29,3) 18 0,864
MM 1(1,7) 26(44,8) 27
Refratarios 1(1,7) 13 (22,4) 14

Indicacio Recaidos 0(0) 21 (36,2) 21 0,399
Consolidagdo 1*.linha 2(3.4) 21 (36,2) 23
Nao 0(0) 19 (32,8) 19

Quimioterapia ) 0,544
Sim 3(,1)  36(62,0) 39
Nao 2(3,4) 44759 46

Radioterapia 0,508
Sim 1(1,7) 11 (19,0) 12
Nao 3(5,1) 49(84,9) 52

HCT-CI 0,947
Sim 0(0) 6(10,2) 6
Nao 3(51) 40(69,0) 45

Antiflingico 0,561

Sim 0(0) 15259 15




Tabela 13 — Relagdo entre as variaveis clinicas e a ocorréncia de diarreia.

Diarréia
Variavel Categoria Nao Sim Total P
n (%) n (%)
F 6 (10,3) 22 (37,9) 28
Sexo 1,0
M 7(12,1) 23 (41,4) 30
LH 7(12,1) 6 (10,3) 13
Diagnostico LNH 3(5,1) 15 (25,9) 18 0,008
MM 3(5,1) 24 (41,4) 29
Refratarios 5(8,6) 9 (15,5) 14
Indicacio Recaidos 6 (10,3) 15 (25,9) 21 0,112
Consolidaggo 1°linha 23,4 21 (36,2) 25
L. . Nao 2(3,4) 17 (29,3) 19
Quimioterapia . 0,117
Sim 11 (19,0) 28 (48,3) 39
. . Nao 13 (22,4) 33 (56,9) 47
Radioterapia . 0,051
Sim 0(0) 12 (20,7) 13
Nao 12 (20,7) 40 (69,0) 54
HCT-CI . 1,0
Sim 1(1,7) 5(8,6) 6
. Nao 9(15,5) 34 (58,6) 45
Antifungico ) 0,724
Sim 4 (6,8) 11 (19,0) 15
Tabela 14 - Relagdo entre as variaveis clinicas e a ocorréncia de mucosite.
Mucosite
Variavel Categoria Niao Sim Total P
n (%) n (%)
F 17 (29,3) 11 (19,0) 28
Sexo 0,421
M 20 (34,5) 10 (17,2) 32
LH 5(8,6) 8 (13,8) 13
Diagnéstico LNH 8 (13,8) 10 (17,2) 18 0,588
MM 8 (13,8) 19 (32,8) 27
Refratarios 7 (12,1) 7(12,1) 14
Indicacio Recaidos 15 (25,9) 6 (10,3) 21 0,427
Consolidagdo 1%linha 15 (25,9) 8 (13,8) 23
L. . Nao 14 (24,1) 5(8,6) 19
Quimioterapia . 0,212
Sim 23 (39,7) 16 (27,6) 39
. . Nio 28 (48,3) 18 (31,0) 46
Radioterapia . 0,506
Sim 9 (15,5) 3(,1) 12
Nao 5(8,6) 1(1,7) 6
HCT-CI ) 0,402
Sim 32 (55,2) 20 (34,5) 52
. Nio 27 (46,6) 16 (27,6) 43
Antifingico . 1,0
Sim 10(17,2) 5(8,6) 15




Tabela 15 - Relagao entre as variaveis clinicas e a ocorréncia de sepse.
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Sepse
Variavel Categoria Nao Sim Total P
n (%) n (%)
F 25 (43,1) 3(5,1) 28
Sexo 1,0
M 27 (46,6) 3(,1) 30
LH 12 (20,7) 1(1,7) 13
Diagnostico LNH 16 (27,6) 23,4 18 0,938
MM 24 (41,4) 3(,1) 27
Refratarios 12 (20,7) 2 (3,4) 14
Indicacio Recaidos 19 (32,6) 234 21 0,853
Consolidaggo 1°linha 21 (36,2) 234 23
L. . Nao 17 (29,3) 2(3,4) 19
Quimioterapia . 1,0
Sim 35 (60,3) 4 (6,8) 39
. . Nao 42 (72,4) 4 (6,8) 47
Radioterapia . 0,362
Sim 10 (17,2) 2(3,4) 12
Nao 48 (82,8) 4 (6,8) 52
HCT-CI ) 0,112
Sim 4 (6,8) 234 6
. Nao 41 (70,7) 2(3,4) 45
Antifungico ) 0,034
Sim 11 (19,0) 4 (6,8) 15

Tabela 16 - Relagdo entre a ocorréncia dos eventos e o tempo de pega medular.

Evento  Categoria n média  desvio padrio Minimo mediana maximo
Nao 6 9.5 1.0 8 9.5 11
Febre . 0,5752
im 54 10.9 8.4 7 10 71
Nao 29 11.9 11.4 8 10 71
Diarréia . 0,65
Sim 31 9.7 1.2 7 10 13
Nao 47 11.0 9.0 7 10 71
Mucosite . 0,947
im 13 9.9 1.5 8 10 14

Tabela 17 - Relagao entre e a ocorréncia dos eventos € o tempo de hospitalizacao.

Evento  categoria n  média  desvio padrio minimo mediana maximo
Nao 6 22.2 9.4 14 20 40
Febre . 0,2607
Sim 54 249 9.3 14 22 7
Nao 29 229 6.6 14 21 4
Diarréia . 0,2887
Sim 31 26.2 11.2 14 23 73
Nao 47 24.4 10.0 14 22 7
Mucosite ) 0,2143
Sim 13 25.3 6.2 18 23 4
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54 RESULTADOS DAS ANALISES DAS PROTEINAS SERICAS

As amostras sanguineas dos 60 pacientes foram coletadas nos momentos de
admissdo na unidade de transplante, imediatamente antes do inicio do tratamento,
sem que houvesse sido iniciado uso de antimicrobianos profilaticos, quimioterapicos
ou mesmo soroterapia, para evitar qualquer interferéncia e distor¢do dos resultados
(3 pacientes ja estavam em uso de antibidticos no momento da internacdo). As
amostras referentes a infusdo, foram coletadas antes da infusdo endovenosa das
c¢lulas hematopoiéticas, para avaliar o grau de inflama¢do desencadeado até aquele
momento, ou seja, refletir o dano induzido pelo condicionamento. As amostras dos
eventos foram coletadas nos momentos Oh, 24h e 72h aproximadamente, alguns
pacientes apresentaram mais de um evento simultaneamente, sendo entdo colhida
apenas uma amostra para analise dos 2 eventos. As amostras de alta foram coletadas
no dia da alta hospitalar.

Vinte e oito amostras foram perdidas, seja por falta de coleta no momento de
interesse, ou por identificagdo inadequada. Trés pacientes ndo tiveram as amostras de
alta coletadas pois evoluiram a ébito.

As andlises dos soros foram feitas através do método ELISA de captura e as
concentragdes das proteinas foram expressas em pg/ml. Na maioria dos casos,
independente do instante avaliado, as concentracdes de IL12 e IL17 foram
indetectaveis. Ja IL10 e sSTLR2 apresentaram mais amostras consideradas positivas.

Nao obtivemos éxito em dosar a proteina C-reativa, que havia sido proposta
como um parametro de comparacdo com as demais proteinas do estudo. O kit

comercial escolhido (Human C-Reactive Protein DuoSet DY1707 da R&D
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SYSTEM) apresentava alta sensibilidade, detectando niveis entre 15,62 pg/ml e
1000 pg/ml de PCR. Tentamos inicialmente a realizacdo do teste utilizando as
amostras de soro puras, porém todas as amostras ultrapassaram o valor maximo de
detecgdo do teste, posteriormente repetimos o experimento com uma dilui¢ao 1:100,
a qual também se mostrou insuficiente. Observamos que nossas amostras de soro
apresentavam concentragdes muito elevadas de PCR para uso deste kit, optamos
portanto por excluir a dosagem desta proteina do estudo, uma vez que nio

dispunhamos de tempo para importagao de outro teste.

5.4.1 Interleucina 12

No momento da admissdo todos os individuos apresentaram concentragdes de
IL12 indetectaveis. Dois pacientes apresentaram concentragdes diferentes de zero
(VCT 45,738 e AAZ 127,56 pg), na infusdo e na alta respectivamente. Analisando as
amostras coletadas nos momentos dos eventos, observamos 5 pacientes com niveis
detectaveis de 1L12 (VCT 62,213, FAP 47,359, JODS ¢ WJL com o mesmo valor
59,195 ¢ AMMI1 103,82 ). Sendo que VCT e FAP apresentavam simultaneamente
febre e diarréia nos momentos de coleta; JODS e WIL compartilharam o mesmo

valor (59,195) durante a febre e AMMI1 apresentava mucosite.

5.4.2 Interleucina 17

Interleucina 17 foi detectada em apenas um paciente no momento da sua
admissdo para o transplante (AAZ 74,838). Na infusdo, foi detectada em outros 3
individuos (FFJ 137,41, COL 71,731 e FAL 102,93). E na alta em 7 (AMM2 54,914,

COL 33,858, EMB 22,821, FAL 81,343, ICGB 125,51, IGC 43,26, LCPM 20,03).



56

Durante a febre, 2 pacientes apresentaram todas as amostras com niveis detectaveis
de IL17 (COL 19,821, 53,218, 51,945) e (FAL 120,21, 64,989, 45,994), sendo que
este ultimo apresentava diarréia simultaneamente. Outros 2 tiveram uma uUnica
amostra detectavel na febre (EMB 21,673 ¢ MTCB 25,221). Quando analisamos o
evento diarréia, vemos que além do paciente FAL, outros dois apresentaram 2
amostras positivas (COL 108,74, 15.,671) e (IGC 58,731, 55,355) e um terceiro
apresentou uma amostra isolada (EMB 21,673) na hora zero da diarréia. Durante a
ocorréncia de mucosite, outros pacientes (MTCB 25,221, 41,949) e (AMMI1 41,916)

tiveram elevagao de IL17.

5.4.3 Interleucina 10

Interleucina 10 foi mais frequentemente detectada nas amostras da populagio
estudada que as citocinas anteriormente citadas. Cinco pacientes ja apresentavam
niveis elevados de IL10 na admissdo para o transplante. Imediatamente antes da
infusdo das células hematopoiéticas, 8 amostras apresentavam elevacdo de IL10.
Durante a febre, 28% dos pacientes apresentaram niveis elevados de IL10, durante a
ocorréncia de diarréia 35.4% dos individuos e durante mucosite, em 38,5% das
amostras foram detectados valores mais elevados de IL10.

Um individuo apresentou todas as amostras positivas (WJL — admissao
313,46, infusdo 150,94, febre 53,779/ 50,649/ 43,298, diarréia 88,151/ 89,882/
46,845 ¢ alta 147,73); outros dois deram inicio ao tratamento com indices
indetectaveis de IL10, porém apos o condicionamento apresentaram elevagdo e assim
se mantiveram até a alta (MACA 44,911/ 50,772/ 261,19/ 128,42/ 212,86/ 205,26/

110,03) e (NFS 141,67/ 129,36/ 101,5/ 62,804/ 77,521/ 151,22/ 133,33). E ainda
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outro paciente, VCT, teve sete de nove amostras com IL10 detectavel (285,78/
183,16/ 150,14/ 144,03/ 137,75/ 189,45/ 175,41).

Ao analisarmos os valores obtidos durante os eventos, notamos que a
concentragdo de IL10 parece ndo variar ao longo do tempo quando consideramos a
febre (p=0,125), diarréia (p=0,43) e mucosite (p=0,128), conforme observamos nas

Figuras 1 a 3.
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Figura 2 - Variacao da concentragao de IL10 em funcao dos momentos de coleta. As

amostras foram colhidas na admissdo, imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas,

nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio da febre e na alta hospitalar.
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Figura 3 - Variagdo da concentragdo de IL10 em fun¢@o dos momentos de coleta. As

amostras foram colhidas na admissdo, imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas,

nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio da diarréia e na alta hospitalar.
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Figura 4 - Variagdo da concentragdo de IL10 em fun¢@o dos momentos de coleta. As

amostras foram colhidas na admissdo, imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas,

nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio da mucosite e na alta hospitalar.
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Podemos também observar que nao ha maior expressao de IL10 logo apos o
término do condicionamento (amostras referentes a infusdo), nem tdo pouco
apresenta uma correlacdo entre os diferentes momentos dos eventos (Oh, 24h e 72h) o
que poderia ser esperado. Na Tabela 18, observamos os valores minimos ¢ maximos,
bem como média, mediana e desvio padrdo, e suas variagdes no transcorrer do

transplante e na presenca dos diferentes eventos.

Tabela 18 - Concentracdo de IL10 na admissao, imediatamente antes da infusao das
c¢lulas hematopoiéticas, nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio dos eventos e na alta
hospitalar.

Evento  Momento n média  desvio padrao minimo mediana maximo NA
ADM 51 17.5 59.6 3.1 3.1 313.5 3
INFUSAO 51 26.1 62.9 3.1 3.1 329.9 3
Oh 52 17.3 36.9 3.1 3.1 171.0 2
Febre
24h 53 42.7 128.9 3.1 3.1 880.8 1
72h 52 20.0 433 3.1 3.1 225.6 2
ALTA 42 27.3 52.9 3.1 3.1 196.5 12
ADM 29 28.4 77.9 3.1 3.1 313.5 2
INFUSAO 28 38.1 78.4 3.1 3.1 3299 3
Oh 28 335 73.2 3.1 3.1 3299 3
Diarréia
24h 29 25.6 58.6 3.1 3.1 284.6 2
72h 29 27.4 49.8 3.1 3.1 175.4 2
ALTA 27 38.4 60.8 3.1 3.1 196.5 4
ADM 12 3.1 0.0 3.1 3.1 3.1 1
INFUSAO 13 6.3 11.6 3.1 3.1 449 0
Oh 12 13.6 36.2 3.1 3.1 128.4 1
Mucosite
24h 13 339 64.7 3.1 3.1 212.9 0
72h 11 36.4 62.1 3.1 3.1 205.3 2
ALTA 8 22.2 39.0 3.1 3.1 110.0 5

* ADM: admissdo. NA: ndo se aplica (amostras perdidas).
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5.4.4 sTLR2

Do total de pacientes transplantados, 24 (40%) ja apresentavam niveis
detectaveis de sTLR2 no momento da admissdo na unidade de transplante, 22
(36.7%) amostras pré-infusdo de células-tronco e 27 (45%) das amostras no
momento da alta hospitalar apresentaram detec¢do de sSTLR2. Quando analisamos as
amostras de soros referentes aos eventos, temos que na ocorréncia de febre 30
(55.5%) destas amostras apresentavam elevacdo de sTLR2, 19 (61%) na diarréia e 10
(77%) na vigéncia de mucosite (Tabela 19).

O paciente ICGB iniciou o tratamento e infundiu as células-tronco com niveis
indetectaveis de sSTLR2, porém durante os dois eventos (febre e diarréia) apresentou
indices elevados em todas as amostras, se mantendo assim até a alta. Sete pacientes
apresentaram todas as amostras elevadas. Quatro apresentaram todas as amostras
com niveis acima do valor maximo da curva padrao. Para um deles, com exce¢do da
admissdo, todas as demais amostras apresentavam altos valores de sTLR2. Seis
outros com excecdo de uma das amostras, as demais todas apresentavam altos

valores.
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*A concentragdo de sTLR2 variou sigficativamente ao longo do tempo (p<0,0001).
Figura 5 - Variacdo da concentragdo de sSTLR2 em funcdo dos momentos de coleta. As

amostras foram colhidas na admissdo, imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas, nos

momentos Oh, 24h e 72h do inicio da febre e na alta hospitalar.
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Figura 6 - Variacdo da concentracdo de sTLR2 em fun¢do dos momentos de coleta.
As amostras foram colhidas na admissdo, imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas,
nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio da diarréia e na alta hospitalar. A concentragdo de sTLR2

variou significativamente ao longo do tempo quando consideramos os eventos febre (p=0,001).
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Figura 7 - Variacdo da concentracdo de sTLR2 em fun¢do dos momentos de coleta.
As amostras foram colhidas na admissdo, imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas,
nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio da mucosite e na alta hospitalar. A concentragdo de sTLR2

variou significativamente ao longo do tempo (p<0,0001)
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Tabela 19 - Concentracao de sTLR2 na admissao, imediatamente antes da infusao
das células hematopoiéticas, nos momentos Oh, 24h e 72h do inicio dos eventos € na
alta hospitalar.

Evento  Momento n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maiximo NA

ADM 45 1656.0 2892.0 6.3 131.1 8000 9

INFUSAO 45 1381.1 2608.9 6.3 6.3 8000 9

Oh 52 1079.7 2551.9 6.3 6.3 8000 2

Febre

24h 53 1389.2 2664.1 6.3 6.3 8000 1

72h 52 1699.8 2863.0 6.3 231.0 8000 2
ALTA 36 2700.9 3342.2 6.3 680.9 8000 18

ADM 28 1420.7 2811.0 6.3 6.3 8000 3

INFUSAO 27 1494.5 2875.6 6.3 6.3 8000 4

Oh 28 1694.7 3052.7 6.3 6.3 8000 3

Diarréia

24h 29 1572.4 2783.2 6.3 6.3 8000 2

72h 28 1981.1 3018.9 6.3 251.9 8000 3

ALTA 26 2894.2 3263.8 6.3 1211.6 8000 5

ADM 12 1735.8 3036.4 6.3 99.7 8000 1

INFUSAO 13 543.6 1316.9 6.3 6.3 4811 0

Oh 12 1047.1 2289.7 6.3 6.3 8000 1

Mucosite

24h 13 1016.1 2172.4 6.3 367.9 8000 0

72h 11 2830.4 3452.9 6.3 727.1 8000 2

ALTA 8 2923.6 3411.6 6.3 1213.0 8000 5

* ADM: admissdo. NA: ndo se aplica (amostras perdidas).

A concentragdo de sTLR2 parece variar ao longo do tempo quando
consideramos os eventos febre (p<0,0001), diarréia (p=0,001) e mucosite
(p<0,0001), sendo estatisticamente significativa apenas a diferen¢a de concentragdo
entre alta e a admissdo (Figuras 4, 5 ¢ 6).

Nenhum fator clinico mostrou-se associado a variagdo da concentragao de

sTLR2 na alta e a na admissdo, como podemos observar na Tabela 20.
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Tabela 20 - Variagdao da concentragdo de sTLR2 na admissao e na alta segundo as
variaveis clinicas.

Momento Variavel
Género n Média  Desvio padrio Minimo Mediana Miximo NA
J— F 26 1938.7 3179.9 6.25 6.25 8000 2
M 25 1285.9 2610.5 6.25 6.25 8000 7
F 19 3480.0 3605.9 6.25 1777.2 8000 9 08674
Alta M 22 1712.1 2679.0 6.25 506.59 8000 10
Diagnéstico
LH 11 2334.0 3656.1 6.25 6.25 8000 2
Admissio LNH 14 1624.9 2816.4 6.25 242.0 8000 4
MM 26 1312.7 2660.3 6.25 6.25 8000 3
LH 7 3898.9 3824.4 6.25 2598 8000 6 0626
Alta LNH 13 2225.6 3338.5 6.25 551.9 8000 5
MM 21 2264.9 2994.3 6.25 549.4 8000 8
Indicagao
1 12 1886.8 2968.7 6.25 667.6 8000 2
Admissao 2 16 2808.4 3696.9 6.25 242.0 8000 5
3 23 651.2 1843.8 6.25 6.25 8000 2
1 7 2870.0 3554.8 6.25 1366.1 8000 7 04842
Alta 2 13 4067.1 3729.1 6.25 2598.0 8000 8
3 21 1467.8 2436.3 6.25 6.3 8000 4
Quimioterapia
Admissio N.io 21 811.1 1984.2 6.25 6.25 8000 1
Sim 30 2184.0 3320.6 6.25 242.015 8000 8
Nao 17 1863.3 2805.1 6.25 294.8 8000 02491
Alta Sim 24 3004.6 3475.1 6.25 983.635 8000 14
Radioterapia
T N‘ﬁo 39 1437.7 2717.1 6.25 6.25 8000 8
Sim 12 2207.0 3513.9 6.25 186.12 8000 1
Nao 29 2534.1 3216.6 6.25 551.94 8000 18 06384
Alta Sim 12 2524.9 3396.7 6.25 801.97 8000 1
Antifungico
Admissio Nnﬁo 39 1633.0 2906.6 6.25 6.25 8000
Sim 12 1572.1 3025.8 6.25 172.5 8000
Nao 33 2147.4 3026.9 6.25 544.0 8000 12 02739
Alta Sim 8 4115.3 3750.9 6.25 3985.3 8000 7
HCT _CI
Admissio Ooul 45 1610.3 2910.2 6.25 6.25 8000 9
20u3 6 1681.6 3134.2 6.25 276.4 8000 0 0.7704
Alta Ooul 35 2468.9 3148.5 6.25 549.4 8000 19
20u3l 6 2895.7 3966.1 6.25 680.9 8000 0
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O tempo de pega ndo se correlacionou com a variacdo da concentragdao de

STLR2 (p=0.46)

TLR2 na alta- TLR2 naadmissao vs Tempo de Pega
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Figura 8 - Correlagdo entre a variagao da concentracdo de sTLR2 entre a admissao e

a alta e o tempo de pega medular (teste de Spearman).
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O tempo de hospitalizagao correlacionou-se fracamente com a variacdo da
concentragdo de sTLR2 (p=0.03). Parece que quanto maior o tempo de

hospitalizagdo maior a variagdo da concentracao de sTLR2.

TLR2 na alta - TLR2 na admissao vs Tempo de Hospitalizacao
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Figura 9 - Correlagdo entre o tempo de hospitalizag@o e a variagcdo da concentragdo

de sSTLR2 entre a admissdo e a alta (teste de Spearman).
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6 DISCUSSAO

Apesar da quimioterapia em altas doses com infusdao de células progenitoras
hematopoiéticas estar sendo cada vez mais indicada e realizada em todo o mundo ao
longo das ultimas décadas (PASQUINI e WANG 2011), ainda nos dias de hoje o
manejo da toxicidade inerente a este regime quimioterapico intensivo ¢ desafiador. O
interesse em estudar novas medidas para reduzir a agressividade do regime de
condicionamento sobre os tecidos e de desenvolver novas estratégias para reducao da
incidéncia e gravidade das principais complicagdes ¢ crescente, objetivando reduzir a
morbimortalidade, reduzir o tempo de hospitalizagao, bem como custos hospitalares.
Neste sentido nos propomos a estudar o processo inflamatorio envolvido nas
complicagdes mais freqiientes, buscando desvendar o envolvimento de algumas
proteinas que possam ser atuantes neste contexto. Além de tracar as caracteristicas
demograficas e clinicas dos pacientes que se submetem a este tratamento, € buscar a
relagdo destas com as complicagdes, tentando desenhar perfis de riscos.
Desenvolvemos, portanto este estudo prospectivo, onde analisamos uma populagdo
submetida a quimioterapia em altas doses com resgate de células progenitoras
hematopoiéticas para o tratamento das doengas: mieloma multiplo, linfoma de
Hodgkin e linfoma ndo-Hodgkin. No total incluimos 60 pacientes, em um periodo de
16 meses.

A maior parte dos pacientes estudados encontrava-se em resposta completa
(52%) e o transplante foi utilizado como terapia de consolidagdo (42%), a principal

indicagdo deste tratamento (CUTLER e ANTIN 2005), distribuidos quase que
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igualmente entre ambos os sexos (32/28).

Metade da amostra foi composta por pacientes com mieloma multiplo, o que
provavelmente contribuiu para uma media de idade um pouco mais elevada (51
anos), que ¢ compativel com a epidemiologia desta doenga.

Com relagdo as caracteristicas clinicas, a populacio estudada apresentava, de
uma maneira geral, condi¢des favoraveis a tolerancia do tratamento com altas doses
de quimioterapia, como bom performance status, 39 em 60 ndo tinham
comorbidades, ¢ 52 em 60 tiveram HCT _CI zero. O tempo de pega medular
observado em nossa casuistica foi em média 9 dias, e de internacdo 23 dias, o que
vem de encontro ao descrito na literatura (PASQUINI ¢ WANG 2011). Apenas 6
(10%) pacientes demandaram cuidados intensivos, € 3 (5%) evoluiram ao o6bito,
indices também compativeis com dados publicados (BARNES e STALLARD 2001;
PASQUINI e WANG 2011). As causas dos 6bitos foram insuficiéncia respiratoria e
faléncia de multiplos 6rgaos.

O perfil infeccioso da populacdo estudada vem de encontro ao descrito na
literatura entre pacientes neutropénicos, com predominio de bactérias gram-positivas
(FREIFELD et al. 2011), sendo a maior parte dos epsodios febris considerados de
origem indeterminada. Dois pacientes apresentaram reativa¢ao de citomegalovirus no
transcorrer do transplante e dois outros apresentavam hepatite B ativa no momento
da admissao na unidade de transplante e iniciaram terapia antiviral antes do inicio do
condicionamento.

Encontramos uma associacdo do uso de antifungicos com a ocorréncia de
sepse (p=0,034). Este dado pode indicar que os pacientes que tiveram a terapia

antifingica instituida, encontravam-se em situacdo de maior gravidade, com



72

potencial maior de desenvolver sepse, j& que a terapia com antifingicos nesta
populacdo era iniciada, de forma empirica, quando sinais e sintomas clinicos
sugestivos de infec¢do fungica surgiam, ou na presenca de febre prolongada na
vigéncia de antibioticoterapia de largo espectro, ou seja denotando infec¢do de dificil
controle. Também ¢é conhecido o fato que as infecgdes fingicas em transplantados de
medula representam alta morbidade e mortalidade (NUCCI 2007).

Inicialmente haviamos considerado a necessidade de UTI como um evento de
interesse do estudo, porém nenhuma amostra sanguinea foi coletada destes
individuos no momento desta ocorréncia, assim como dos 4 pacientes que
desenvolveram sepse e dos 4 que manifestaram insuficiéncia respiratoria, por terem
estas complicagdes, ocorrido posteriormente a coleta de dois primeiros eventos.
Talvez o fato da limitacdo do nimero de eventos para coleta de amostras estar
restrita aos dois primeiros, tenha prejudicado o estudo destas complicacdes, que
ocorreram mais tardiamente durante o transcorrer do transplante. Portanto dos
eventos propostos para o estudo, realizamos analises das proteinas apenas de casos
de mucosite, febre e diarréia, os eventos mais incidentes nesta casuistica € 0s
primeiros cronologicamente. Foram incluidos 55 eventos de febre, 31 de diarréia e
13 de mucosite.

Observamos associagcdo estatisticamente significativa em relagdo ao
diagnéstico de mieloma multiplo e a ocorréncia de diarreia (p=0,008).
Provavelmente este fato se deve a utilizagdo do melfalano em dose mais elevada nos
pacientes com mieloma, quando comparada com a dose desta droga no esquema de
condicionamento BEAM, utilizado para a maior parte dos pacientes com linfoma. E

conhecido que a toxicidade do melfalano a mucosa do trato gastrointestinal ¢
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considerada de moderada a grave e ¢ dose dependente (SAMUELS e BITRAN
1995).

Outro achado foi a associagdo de radioterapia prévia e a acorréncia de
diarreia. Observamos uma maior ocorréncia de diarréia entre os pacientes
previamente expostos a esta modalidade de tratamento (p=0,051), sugerindo que a
radioterapia tenha o potencial de promover a sensibilizagdo dos tecidos, agravando o
processo inflamatorio desencadeado pelo condicionamento (HILL 2009). O mesmo
ndo observamos com relagdo a mucosite, seja por que nesta populagdo o campo
irradiado na maioria dos casos ndo envolveu cabega e pescogo, ou assim como
STROBEL et al. (2007), que analisaram freqiiéncia, gravidade e fatores de risco para
mucosite, em uma sériec de 50 pacientes com LNH e LH submetidos a TMO,
utilizando BEAM como regime de condicionamento, concluiram que o risco de
mucosite maior que G2 em pacientes previamente tratados com e sem radioterapia
foi 39% x 46% (p= 0,89; OR 0.7; 95%CI 0.2 — 2.7), respectivamente; resultados de
significincia comprometida provavelmente pelo nimero limitado de pacientes
incluidos no estudo (STROBEL et al. 2007). Interessantemente, também nao
observamos correlagdo entre mucosite e os diagnosticos, embora haja na literatura
uma gama de estudos mostrando a contribuicdo dos diferentes esquemas
quimioterapicos utilizados no tratamento destas doengas, na incidéncia de mucosite.
E sabido que alguns agentes estio mais associados a danos a mucosa como a
citarabina e o etoposideo em alta dose, e que os agentes que sdo ciclo-especifico, sdo
mais toxicos para mucosa do que aqueles ciclo-celular ndo-especificos. Além disso, a
maior parte das drogas citotdxicas alcancam a membrana mucosa através do sangue,

mas algumas como o etoposideo, podem ser encontradas na saliva, tendo um efeito
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direto sobre o epitélio, resultando em maior grau de dano (NISCOLA et al. 2007).

A ocorréncia de mucosite, que ainda possui uma incidéncia bastante elevada
de 75 a 100% entre os transplantados (WARDLEY et al. 2000), apesar do advento da
laserterapia, que contribuiu substancialmente para reducdo da incidéncia e gravidade
da mucosite, ainda representa um papel importante na morbidade dos pacientes e no
aumento dos custos do tratamento. Sabemos que alguns fatores de risco sdo inerentes
ao individuo como os extremos de idade, mas condi¢des de higiene e satde bucal,
variagdes genéticas na resposta farmacodindmica, desnutri¢do, elevados niveis de
creatinina que parecem aumentar a toxicidade a mucosa, o fumo, diminui¢do de
produgdo salivar; e outros inerentes ao tratamento, como o tipo de agente
quimioterapico utilizado, irradiacao prévia, e os cuidados bucais empregados durante
o tratamento.

A ocorréncia de mucosite em nossa amostra, ndo se correlacionou com o
tempo de pega medular, conforme também ja havia sido descrito por MCCANN et
al. (2009), que publicaram resultados de um estudo observacional, multicéntrico
europeu, que incluiu 197 pacientes com mieloma multiplo ou linfoma nao-Hodgkin
submetidos a tratamento com altas doses de melfalano ou BEAM, respectivamente,
também nao encontrou relacdo entre a incidéncia ou gravidade da mucosite e o
tempo de pega medular. A pega medular, no entanto, foi positivamente
correlacionada com a duracdo da mucosite grave (Coeficiente de correlacdo de
Spearman 0,27; p=0,012) (MCCANN et al. 2009). A mucosite também nao mostrou
relacdo com o tempo de hospitalizagdo em nossa casuistica, onde incluimos mucosite
G2-4, ja o estudo de MCCANN et al. (2009) , mostrou que a mucosite grave

(considerada G3 e 4) prolongou a hospitalizacdo em 2,3 dias (p=0,013) em pacientes
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com MM, mas ndo nos pacientes com LNH (estes ultimos j& tendiam a uma
internacao mais longa) (MCCANN et al. 2009).

Também ndo encontramos nenhuma relagdo entre o tempo de pega com a
ocorréncia de febre ou diarréia. Embora fosse esperado que o tempo prolongado de
neutropenia contribuisse para maior incidéncia de febre. Assim como o tempo de
hospitalizagdo parece também ndo ter sido influenciado pela ocorréncia destes
eventos em nosso estudo.

Analisando as concentragdes séricas das proteinas estudadas, observamos que
com relacdo a IL12, apenas 5 pacientes tiveram niveis elevados desta proteina em
nossa amostra de transplantados. Os valores variaram de 45.738pg/ml a 127.56pg/ml,
portanto ndo pudemos fazer qualquer associagdo com os eventos ou com as
diferentes etapas do transplante. Esses resultados s3o similares aos de BONNOTTE
et al. (1996), que analisaram concentragdes séricas de IL12 em uma coorte de
pacientes submetidos a transplante autélogo e alogénico e encontraram resultados
similares a de doadores saudaveis (183pg/ml) e também ndo conseguiu associar o
desenvolvimento de infec¢do com a inducdo de IL12 (BONNOTTE et al. 1996).

Esperavamos ainda verificar associagdo do aumento de IL12 com infecgdes
virais incidentes em TMO como infec¢des por herpes simplex, citomegalovirus, e
outros que pudessem se apresentar durante o transplante, uma vez que o papel de
IL12 na resposta viral ja foi demonstrado por NOVELLI e CASANOVA (2004). Em
nossa casuistica, 2 pacientes apresentaram infecgdes virais, porém os niveis de 1L12
nestes casos se mostraram abaixo do nivel de deteccdo. Com relacdo a resposta a
infecgdes por outros agentes etiologicos, MARRIOTT (2004) estudaram

camundongos deficiente para IL-12 e/ou IL-23 (citocina pertencente a mesma
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familia) e mostraram um aumento na suscetibilidade a infec¢des bacterianas,
parasitarias e fingicas. Foi demonstrado inclusive a capacidade de IL12 de atuar na
eliminagdo de bactérias intracelulares como foi observado por MARRIOTT (2004),
que verificou a habilidade de osteoblastos infectados por S aureus de elaborar IL12,
aumentando a resposta imune de células T auxiliares, o que parece ser um avango no
entendimento da eliminagdo de bactérias intracelulares (MARRIOTT 2004). Nos,
entretanto ndo pudemos relacionar qualquer evento infeccioso com o aumento de
IL12.

Com relagdo a IL17, ao incluirmos esta proteina no estudo, tinhamos a
intengdo de verificar qual seu papel nos processos inflamatorios nesta amostra de
pacientes, que apresenta como principal caracteristica um periodo prolongado de
neutropenia grave. E ainda de investigar a participagdo da IL17 na febre, mucosite e
diarréia, mas especialmente na insuficiéncia respiratoria desencadeada pela
“sindrome da pega” uma das complica¢des pos recuperagdo medular, caracterizada
pelo acimulo de neutréfilos no tecido pulmonar. Existem evidéncias experimentais
e clinicas sobre o envolvimento da IL17A e possivelmente IL17F, como um
promotor da granulopoiése, acumulo e ativagdo de neutrofilos no pulmaio,
articulagoes, sistema nervoso central ¢ tecido intestinal. Considerada fundamental na
defesa e autoimunidade, a IL17 com sua ampla e especifica distribui¢do de
receptores, estd envolvida em uma vasta gama de doengas inflamatorias (KOLLS e
LINDEN 2004). No intestino, ¢ considerada a guardid da barreira mucosa, atuando
através do recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os tecidos e da indugdo da
producdo de peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais. Animais deficientes

em IL17 se mostraram extremamente susceptiveis a infecgdes por bactérias e fungos
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(HIROTA et al. 2012). Nossos resultados, porém, ndo nos permitiram fazer nenhuma
associagdo com os eventos febre, mucosite ou diarreia, bem como nido podemos
afirmar que seus niveis tenham se alterado significativamente no transcorrer do
transplante. Tampouco pudemos associa-la a sindrome da pega, ja que ndo obtivemos
nenhuma amostra em casos de insuficiéncia respiratoria.

E sabido que IL10 é uma citocina antiinflamatéria, um potente supressor de
macrofagos e células T, e atua no controle dos processos infecciosos, impedindo
respostas inflamatdrias exacerbadas. Da nossa casuistica, cinco pacientes ja
apresentavam niveis elevados de IL10 na admiss@o para o transplante, porém destes,
trés ndao mantiveram esses niveis, refletindo provavelmente alguma condigdo
inflamatoria existentes antes do inicio do transplante. Cinco individuos apresentaram
elevagdo de IL10 imediatamente antes da infusdo das células hematopoiéticas, ou
seja, amostras que provavelmente traduzem o grau de inflamacao desencadeado pelo
esquema de condicionamento. Sendo que dois destes mantiveram altos niveis até a
alta. LIEM et al. (1998) ao analisar uma coorte de pacientes submetidos a transplante
alogénico, ja haviam observado que IL 10 se eleva em pacientes expostos a
quimioterapia em alta dose (LIEM et al. 1998). J4 ANDERSEN et al. (2005),
analisando um rol de citocinas em uma coorte de transplantados alogénicos
utilizando condicionamentos com TBI/VP16, TBI/CY, BU/CY associados ou nio a
uso de ATG, ndo verificaram nenhuma elevagdo significativa dos niveis de IL10
durante o condicionamento de um modo geral , constataram apenas um discreto
aumento transitorio de IL10 um dia ap6s infusdo de ATG, mas de modo geral, as
concentragdes ficaram proximas ou abaixo do valor de deteccdo (ANDERSEN et al.

2005).
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Durante a ocorréncia de mucosite, em 38,5% foram detectados valores
elevados de IL10, portanto a grande maioria dos que desenvolveram esta
complicacdo apresentaram indices indetectaveis, o que vem de encontro aos
resultados de SCHAUER et al. (2010), que publicou que baixos niveis circulantes de
IL10 foram relacionados com maior probabilidade de desenvolvimento de mucosite
GIII/IV associada a quimioterapia®™ Nos quadros de diarréia, 35.4% tiveram niveis
mais altos de IL10. E conhecido que esta citocina é fundamental na manutengio da
microbiota intestinal e na prevengdo de processos inflamatorios intestinais. Defeitos
no gene responsavel pela transcrigdo de IL10, levam a inflamacdo intestinal por
distarbio na relagdo simbidtica entre hospedeiro e a microbiota intestinal (CARIO
2010).

Quando analisamos a detec¢do do sTLR2 nas amostras de soro dos
transplantados, constatamos que 24 (40%) apresentavam niveis detectaveis no
momento da admissdo, 22 (36.7%) na infusdo e 27 (45%) das amostras na alta
hospitalar. Assim como durante a ocorréncia de febre 30 (55.5%) destas amostras
apresentavam elevagdo de sTLR2, 19 (61%) na diarréia e 10 (77%) durante quadro
de mucosite.

Sabemos que os receptores Toll-like atuam no reconhecimento de antigenos e
na indugdo de genes associados com resposta antimicrobiana, modulando a resposta
imune adaptativa. TLR2 reconhece padrdes moleculares associados a bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo lipopeptideos, lipoproteinas, acido
lipoteicoico, zymosan ¢ componentes de peptidoglicanos (DZIARSKI ¢ GUPTA
2000; GEORGEL et al. 2005; GOODRIDGE ¢ UNDERHILL 2008). RABY et al.

(2009) demonstraram a capacidade de sTLR2 em controlar a resposta inflamatoria
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mediada por TLR2, sendo que sTLR2 ¢ a tunica forma solivel dos TLR em
mamiferos identificados até o momento, sendo normalmente liberada por mondcitos
e estando presente no plasma, leite, saliva humanos ¢ em lavado peritoneal de
murinos. Ela parece proteger da excessiva agdo de TLR2, evitando os efeitos
deletérios resultantes. Esta regulagdo exercida pela forma soluvel sobre o TLR2 se da
pela sua capacidade de atuar como receptor microbiano falso (decoy receptor) ¢ pela
sua capacidade de romper a interagdo de TLR2 com seu correceptor TLR1/TLR6,
contribuindo para uma resposta imune inata eficiente e controlada contra agentes
microbianos (RABY et al. 2009). Encontramos em nossos resultados que 55.5% dos
casos de febre apresentavam elevacdo dos niveis de sTLR2 nas amostras de soro, ¢
dentre estes, oito pacientes apresentaram niveis extremamente elevados de sTLR2,
ao analisarmos mais profundamente estes individuos constatamos que o que tiveram
em comum foi a presenca de febre. Em um destes nao identificamos nenhum agente
causal, porém em 2 deles foi identificado em culturas a presenga de Staphylococcus
epidermidis (SE) em hemoculturas de sangue coletado por cateter central, ponta de
cateter ¢ sangue periférico, em outros 2 identificamos S hominis, nos demais
encontramos um paciente com p. aeruginosa, outro com candida papapsilosis ¢ uma
provavel encefalite herpética e por Gltimo um paciente apresentava hepatite B ativa
desde a internacdo e¢ ndo teve nenhum agente etioldgico identificado em suas
culturas. . Sabemos que o Staphylococcus epidermidis faz parte da microbiota da
pele e ¢ frequentemente associado a infeccdes de cateter central e em bacteremias,
especialmente em pacientes imunocomprometidos. STRUNK et al. (2010)
mostraram o papel do TLR2 no reconhecimento e elimina¢do do SE in vivo e in

vitro. Utilizando células transfectadas com TLR2, camundongos deficientes em TLR
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e anticorpos anti-TLR, estudaram o reconhecimento de SE mediado por TLR2 e
demonstraram que o SE ativa a produgdo de citocinas em sangue total humano via
TLR2; que este receptor atua prinicipalmente no reconhecimento de baixas
concentragdes de SE em macréfagos murinos, ja que em altas concentragdes SE pode
ativar outras vias independentes de TLR2; verificaram ainda que este receptor
intermedia precocemente (1h) a produgdo de citocinas apods infusdo venosa de SE in
Vivo e, por tltimo, ainda concluiram que TLR2 tem papel fundamental e seletivo em
mediar a eliminag¢do da bacteremia (SPILLER 2008; STRUNK et al. 2010; LAI et al.
2010).

Um outro agente etiolégico importante em infecgdes, particularmente em
pacientes imunocomprometidos ¢ o S aureus que frequentemente estd associado a
infecgdes de cateteres venosos centrais ¢ bacteremias, representa um risco de
infecgdes graves e contribuem para o aumento da mortalidade em transplantados de
células hematopoiéticas. Ha evidéncias que TLR2 tem papel crucial no
reconhecimento e resposta & infegdes por S. aureus. Este agente conduziu a aumentos
significantes da expressdo celular de TLR2 durante o curso de abscessos cerebrais. A
alta versatilidade de reconhecimento de ligantes por TLR2 possivelmente se deve a
sua acao em forma de heterodimeros com TLR1 ou TLR6. A ativagdo de TLR2 por S
aureus ainda precisa ser melhor estudada, assim como sua participagdo durante a
formagao de biofilme (PIETROCOLA et al. 2011).

E sabido que a hiperestimulagdo ou desregulagdo da resposta imune inata
provoca danos teciduais podendo resultar em sérias condi¢des inflamatorias como
disfun¢do pulmonar, renal, cardiaca, faléncia de multiplos 6rgdos, choque séptico ou

processos inflamatorios cronicos (RABY et al. 2009). TLR2, sendo um potente
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indutor de interleucina 10, que inibe as fungdes efetoras de macrofagos e células
dendriticas, atua limitando o desenvolvimento de uma resposta imune exagerada
(CARIO 2008b). Dos 60 pacientes incluidos no nosso estudo, 4 evoluiram com
insuficiéncia respiratoria, 4 desenvolveram sepse, porém nao dispomos de amostras
sanguineas colhidas nestes momentos para analise das proteinas envolvidas nestes
processos inflamatdrios.

Nossos resultados também mostraram niveis elevados de STLR2 em 19 (61%)
pacientes na vigéncia de quadros de diarréia e 10 (77%) durante o quadro de
mucosite. Em nosso estudo, foram considerados e incluidos nas analises, apenas os
pacientes que apresentaram mucosite oral, porém sabemos que todo o trato
gastrintestinal ¢ acometido pelo efeito citotoxico dos agentes quimioterapicos, assim
como a microbiota ¢ alterada, seja pela imunossupressdo, ou pelo uso de
antimicrobianos, alterando os mecanismos de defesa presentes em toda a extensdo da
mucosa gastrointestinal. Nao podemos claramente separar estes dois eventos diarréia
e mucosite, pois na maior parte das vezes a diarréia ocorre em fun¢do do dano a
mucosa intestinal causado pela acdo direta do condicionamento, ou seja, mucosite
intestinal.

Estudando o papel do TLR2 nos processos inflamatorios gastrointestinais,
nenhuma publicagdo foi encontrada sobre a acdo do TLR2 na mucosa oral
especificamente, porém vemos que, na ultima década varios estudos tem chamado a
atencdo para os TLRs, considerando-os como os mediadores chave na defesa inata do
intestino; responsaveis por manter a integridade da mucosa, além da homeostase da
microbiota intestinal (MESSLIK et al. 2009). No intestino, TLR2 e TLR4 estdo

presentes normalmente, apenas em pequenas quantidades, nas células epiteliais e
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células mononucleares da lamina propria, mantendo o estado basal de ativagao.
Mecanismos celulares e muitos reguladores negativos atuam impedindo a ativagdo
do TLR pela presenca da microbiota. Qualquer insulto a mucosa intestinal pode
resultar em dano tecidual com ativacdo da imunidade inata e adaptativa, seguido por
recrutamento celular, proliferacdo e migracdo, terminando com a cicatrizacdo da
ferida (CARIO 2008a).

Modelos murinos t€ém mostrado que o controle da funcdo do TLR na mucosa
intestinal ¢ exercido de forma altamente interativa entre fatores ambientais, genéticos
e fatores inerentes a imunidade do hospedeiro (CARIO 2010). Acreditamos que a
aplasia medular prolongada, além do uso de antibidticos, alterando a composi¢ao da
microbiota, durante o transcorrer do processo de transplante, possam promover um
desequilibrio neste mecanismo de defesa, podendo levar a sinalizagdo aberrante do
TLR e contribuindo para o desencadeamento de processos inflamatorios intestinais.
Alteragdes na composicdo da microbiota, por si s6, podem levar a diferente
modulacdo da responsividade do TLR, resultando em wuma atividade
predominantemente pro-inflamatdria, culminando em dano a mucosa intestinal
(CARIO et al. 2007).

Verificamos ainda que, a variacdo da concentracdo de sTLR2 no decorrer do
tratamento ndo se correlacionou com o tempo de pega medular (p=0,46). Porém,
mostrou-se associada ao tempo de hospitalizacdo (p=0,03), indicando que quanto
maior o tempo de hospitalizagdo maior a variagdo da concentracdo deste receptor.
Isso pode decorrer, por exemplo, de uma maior probabilidade de exposi¢do a agentes
bacterianos intra-hospitalares nos pacientes que permanecem internados por mais

tempo, com o desenvolvimento de infec¢des secundarias e consequente maior
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elevacdo ou elevacdo mais sustentada deste marcador. Ou ainda, esta elevagao
encontrada pode ser decorrente da ocorréncia de maior numero de complica¢des ou
complicag¢des mais severas, que demandaram maior tempo de hospitalizacao.

Nossos resultados sugerem haver uma associa¢ao entre a elevagdo da forma
soluvel de TLR2 e o desenvolvimento destas complica¢des (mucosite, diarréia e
febre), o que talvez merecesse uma investigagdo numa populagdo maior ¢ a
comparagdo com os niveis de individuos sdos ou submetidos a outras formas de

quimioterapia menos intensa.

Limitac¢des do Estudo

Dentre os objetivos propostos neste estudo, ndo conseguimos verificar a
correlacdo entre os niveis das diferentes proteinas entre si. Isto ocorreu devido ao
nimero reduzido de amostras com niveis detectaveis, com excecdo de sTLR2.
Possivelmente, em uma casuistica maior isto poderia ser realizado. Além disto, entre
os eventos que pretendiamos correlacionar com os niveis dos marcadores, ndo
obtivemos éxito na coleta de amostras nos casos de sepse, insuficiéncia respiratoria e
no momento da identificacdo da necessidade de terapia intensiva. Isto provavelmente
ocorreu em virtude de alguns fatores; a) estarem previstas apenas coletas de sangue
para os dois primeiros eventos que o paciente apresentasse, pois optamos por evitar
coletas de muitas amostras sanguineas em uma populacdo ja com grande potencial
transfusional; b) por falha na identificacdo da sepse e insuficiéncia respiratoria; c)
por recusa de pacientes no momento da coleta destas amostras; d) dificuldade de
coleta das amostras no momento da transferéncia para UTI, ou dificuldade logistica

na coleta destas amostras por colaboradores deste setor.
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Nossos resultados podem ainda ter sido prejudicados, pela heterogeneidade
da populagdo quanto as patologias estudadas e consequentes esquemas de
condicionamento, bem como pelo nimero de individuos admitidos. Além disso,
talvez a utilizacdo de kits de detecgdo com limites diferentes dos utilizados, nos
permitisse eventualmente perceber variagdes da IL10, IL12 e IL17 numa faixa
inferior a que avaliamos e nos permitisse dosar a proteina C-reativa, que encontrava-

se bastante elevada em nossas amostras.



85

CONCLUSOES

Foi observado uma variagdo significativa do nivel sérico de sTLR2 entre a
admissdo e alta dos pacientes na unidade de TMO em associacdo com o
desenvolvimento de febre, diarréia e mucosite.

A variagao dos niveis de sTLR2 entre a admissao e alta ndo se associou com
nenhuma outra variavel clinica e de tratamento.

A maior parte dos pacientes ndo apresentaram elevacdes significativas de
IL12 e IL17.

Embora tenhamos observado variacdes nas concentragdes séricas de IL10,
estas nao se associaram com os desfechos estudados.

Diarréia esteve associada com o diagnostico de mieloma multiplo e com a
realizagdo prévia de radioterapia.

O uso de antifiingico se correlacionou com a ocorréncia de sepse.
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Anexo 1 - Escala de Comorbidade

HCT-CI
Comorbidades Definicoes Escore
Arritmia Fibrilagdo ou flutter atrial, sindrome do noédulo sinusal, ou arritmias ventriculares 1
Cardiaca Doenca coronariana, * insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto do miocardio, ou FE < 50% 1
Doeng¢a inflamatoria intestinal | Doen¢a de Crohn ou colite ulcerativa 1
Diabetes Necessitando de tratamento com insulina ou hipoglicemiantes orais 1
Doenga vascular cerebral Isquemia transitéria ou acidente vascular cerebral 1
Disturbio psiquiatrico Depressdo ou ansiedade que requerem tratamento psiquitrico 1
Hepética leve Hepatite cronica, bilirrubina > LSN a 1,5X LSN, ou TGO/TGP > LSN a 2,5X LSN 1
Obesidade Indice de massa corporal > 35 kg/m2 1
Infeccdo Necessitando continuagdo de tratamento antimicrobiano apos o dia zero 1
Reumatoldgica Lupus eritematoso, artrite reumatoide, polimiosite, doengas do tecido conjuntivo, ou polimialgia reumatica 2
Ulcera péptica Necessitando de tratamento 2
Renal moderada/grave Creatinina sérica de > 2 mg / dL, em didlise ou transplante renal prévio 2
Pulmonar moderada DLco e/ou FEV1 66% -80% ou dispnéia durante atividade leve 2
Tumores s6lidos prévios Antecedente de tumores solidos tratados, exceto cancer de pele ndo melanoma 3
Doenga cardiaca valvar Exceto prolapso da valva mitral 3
Pulmonar grave DLco e/ou FEV1 < 65% ou dispnéia em repouso ou exigindo oxigénio 3
Hepatica moderada / grave Cirrose hepatica, bilirrubina > 1,5X LSN ou TGO/TGP > 2,5X LSN 3

FE indica a fra¢do de ejegdo, LSN, o limite superior do normal; DLco, capacidade de difusdo de monoxido de cabono.

*Uma ou mais artéria coronariana com estenose que necessite de tratamento médico, stent ou cirurgia de revascularizacao.

**Escores de 1 - 2 representam 1.5 vezes maior chance de morte ndo relacionada a recaida; scores > 3 representam 3 vezes maior chance.




Anexo 2 - Ficha de Coleta de Dados

Iniciais: RGH: Idade: Sexo: F (0) M (1)
Cor: Branca (1) Negra (2) Parda (3) Asiatico (4) NA (5)
Diagnostico: MM (0) LH (1) LNH (2) Data diagnodstico:  / /

Indicacdo: Doenga refrataria (1) Doenca recaida (2) Consolidacdo de primeira linha
(3) Outra (4) Qual:
Melhor resposta atingida pré-TAMO: RC (1)VGPR (2) PR (3) DE (4) PD (5) NA (6)

Estadiamento:

Linfomas (Ann-Arbor)
I(HIT2)IIGB)IV 4)
Sintomas B: Sim (1) Nao (2)
Bulky: Sim (1) Nao (2)

IPI (LNH):

IPS (LH avancado):

Grupo de risco (LH precoce):
Mieloma

DS: 1A (1) IB (2) IIA (3) IIB (4) IIIA (5) IIIB (6)
ISS:1(1)2(2)3(3)

Tratamentos Prévios:
Quimioterapia Sim (1) Nao (2)
Numero de esquemas 1 (1) 2 (2) 3 (3) Mais de 3 (4)

Quais: Datas de inicio: Datas de término:

Radioterapia Sim (1) Nao (2)

Data de inicio: Data de término:



Comorbidades: DM (1) HAS(2) DPOC (3) IRC (4) ICo (5) Dislipidemia (6)
Hipotireoidismo (7) Outra (8) Qual?
Escore HCT-CI : n°® _ comorbidade ECOGO(1)1(2)2(3)
Condicionamento: BEAM (1) CBV (2) Mel200 (3) Mel140 (4) Outro (4) Qual:

Data de inicio: Data de término:
Exames na admissdo: : Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Data da infusdo da medula (DO):

Exames no D zero: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Data do primeiro evento: Hora do evento:

Hora da coleta da amostra de sangue: 24h 72h

Tipo do evento: Mucosite (1) Febre (2) Diarréia (3) Insuficiéncia respiratéria (4)
SEPSE (5) Outro (6) Qual:

Grau inicial: I (1) II (2) III (3) IV (4)

Grau mais alto: I (1) II (2) IIT (3) IV (4)

Data de inicio: Data de término:

Exames no evento: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Exames 24h apos: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Exames 72h apds: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Data da resolucao do evento:

Data do segundo evento: Hora do evento:

Hora da coleta da amostra de sangue: 24h 72h

Tipo do evento: Mucosite (1) Febre (2) Diarréia (3) Insuficiéncia respiratoria (4)
SEPSE (5) Outro (6) Qual:

Grau inicial: T (1) IT (2) I (3) IV (4)



Grau mais alto: I (1) II (2) IIT (3) IV (4)

Data de inicio: Data de término:

Exames no evento: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Exames 24h ap6s: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Exames 72h ap6s: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Data da resolucao do evento:

Necessidade de suporte intensivo: Sim (1) Nao (2)

Motivo:

Uso de antibidtico: Sim (1) Nao (2)

Quais: Datas de inicio: Datas de término:

Nutri¢cao parenteral: Sim (1) Nao (2)

Data de inicio: Data de término:

Data da pega: Data da alta:

Exames na alta: Hb: Ht: Leuc: No: Eo:
Baso: Ly; Mo: Plaq: TAP:

Melhor resposta atingida p6s-TAMO: RC (1)VGPR (2) PR (3) DE (4) PD (5) NA (6)
Morte: Sim (1) Nao (2) Causa:

Data da morte (quando ocorrer):



Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

AVALIACAO DOS NiVEIS DE IL10, IL12, IL17 e sTLR2 E SUA RELACAO
COM COMPLICACOES EM  PACIENTES SUBMETIDOS A
QUIMIOTERAPIA EM ALTA DOSE COM RESGATE DE CELULAS
HEMATOPOIETICAS PROGENITORAS AUTOLOGAS

Este formuldrio de consentimento contém informagdes a respeito da
participagdo no estudo que esta sendo proposto para vocé. Uma vez compreendido os
objetivos do estudo e havendo o seu interesse em participar do mesmo, sera
solicitado a sua assinatura neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Vocé receberd uma copia para seu arquivo. Se vocé achar adequado,
consulte outros profissionais (médicos ou nao) antes de assinar este documento.

A sua decisdo de participar deste estudo ¢ voluntaria. Se vocé decidir nao
participar deste estudo de pesquisa, voc€ ndo sera penalizado de nenhuma forma,
nem perderd nenhum beneficio ao qual teria direito de outra forma. O mesmo
principio sera valido se vocé concordar em participar do estudo agora ¢ mudar de
idéia depois.

Se os investigadores descobrirem algum fato novo com relagdo aos
tratamentos em estudo que possa afetar a sua decis@o de participar ou ndo do estudo,
vocé sera informado assim que possivel, para que possa tomar novamente uma
decisdo consciente se deseja continuar a participar do estudo de pesquisa.

Mesmo que vocé decida participar deste estudo de pesquisa, o seu médico
tem o direito de encerrar a sua participa¢ao posteriormente por qualquer dos motivos
a seguir: seria prejudicial se vocé continuasse; vocé ndo seguir os procedimentos do
estudo conforme orientado pelo pesquisador responsavel pelo estudo € o mesmo
decidir encerrar o estudo. Além disso, o Comité de Etica também podera encerrar o
estudo.

Por fim, se vocé€ decidir encerrar a sua participacdo no estudo de pesquisa,
deve informar ao seu médico do estudo ou a pessoa de contato do estudo no

consultorio do seu médico. Eles irdo se certificar se os procedimentos apropriados



foram seguidos e que uma visita final ao consultério seja realizada para a sua

segurancga.

Proposta e plano de tratamento

O tratamento convencional de pacientes com doengas como mieloma multiplo
e linfomas recaidos (que voltaram) e refratarios (que ndo responderam ao tratamento)
resulta em baixas taxas de controle a longo prazo. Com a finalidade aumentar o
tempo de controle destes tumores (mieloma multiplo) ou chance de ficar curado
(linfomas), submeteremos vocé, que se encontra em alguma destas condigdes, a
quimioterapia em doses elevadas (para tentar eliminar as células do tumor mais
resistentes) e depois infundiremos no seu sangue as suas proprias células-tronco
(células que existem na medula Ossea — tutano — capazes de regenerar todas as
células do sangue) j& previamente colhidas. Tal procedimento pode estar associado a
um risco mais alto de desenvolvimento de algumas complicagdes (ja explicadas no
termo de consentimento do transplante) como vOmitos, nuseas, dor de cabeca, falta
de apetite, fraqueza, febre, infec¢des, diarréia, sangramentos, dor na boca e garganta,
feridas na boca, anus e vagina (mucosite), dificuldade para respirar, alteragcdes da
funcdo do figado ou rins, pressdao baixa, taquicardia (aumento dos batimentos
cardiacos), entre outros menos freqiientes. Atualmente ndo dispomos de ferramentas
para identificar que pessoas terdo ou ndo estas complicagdes, ou se elas serdo mais
intensas ou mais fracas, mais ou menos duradouras. Assim seria muito interessante
descobrir algo que possibilitasse descobrir que pessoas sao mais sensiveis aos efeitos
colaterais deste tratamento, e desta forma, iniciar tratamentos mais precoces € mais
eficientes, ou desenvolver novas estratégias que permitam reduzir o risco aos quais
estes pacientes (incluindo vocé€) estao expostos.

Neste sentido, este estudo pretende avaliar a associagao de um conjunto de
proteinas (substincias produzidas pelas células do seu corpo) presentes em seu
sangue, produzidas em resposta a uma inflamacdo qualquer e envolvidas com o
controle de diversas fungdes de seus oOrgdos, bem como com a ocorréncia de
complicagdes frequentemente verificadas durante a realizagdo de quimioterapia em
altas doses seguida resgate de células hematopoiéticas progenitoras autdlogas

(transplante autélogo de medula dssea). As complicacdes avaliadas serdo febre,



diarréia, mucosite (dor e feridas na boca), SEPSE (infec¢ao no sangue associada com
sintomas com febre, diminui¢ao da pressao ou da temperatura, aumento do nimero
de células brancas ou dificuldade respiratoria), insuficiéncia respiratdria (dificuldade

para respirar) ou necessidade de tratamento na UTI.

Exames durante e apds o tratamento

A participacdo neste estudo implicard na coleta de 5,0ml de sangue do brago
(preferido) ou do seu cateter (vocé serd solicitado a responder se vocé permite ambas
as formas de coleta ou apenas uma, ao final deste termo) em alguns momentos do
tratamento, a saber: na data de admissao na unidade de transplante e de 3 em 3 dias
até a ocorréncia de um dos eventos estudados. Também serdo coletadas amostras no
dia da infusdo das células-tronco (imediatamente antes da infusdo), no dia da
ocorréncia da primeira complicagdo (febre, mucosite, diarré¢ia, SEPSE, insuficiéncia
respiratoria ou qualquer complicagdo com necessidade de tratamento em UTI a
critério do médico da equipe de transplante), 24 h e 72 horas apds a ocorréncia desta
complicacdo e na data da alta. Eventualmente, serdo colhidas amostras de sangue
também apos a ocorréncia de uma segunda complicacdo, e 24 ¢ 72 horas apos este
novo evento, desde que vocé esteja de acordo. Caso ndo apresente nenhuma das
complicacdes estudadas, as amostras serdo coletadas de 3 em 3 dias até um total de 5.

Os resultados das andlises destas amostras ndo implicardo em nenhuma
mudan¢a em seu tratamento, uma vez que se trata da avaliagdo de fatores para os
quais nao existe nenhuma evidéncia de algum papel com relevancia e aplicagdo
médica em pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea. Estas amostras
servirdo Unica e exclusivamente aos objetivos deste estudo, ndo vindo a ser

empregadas em nenhuma outra analise ndo vinculada a este.

Riscos

Os riscos associados a este procedimento sdo devidos a manipulagdo do
cateter intravenoso (infec¢do do cateter) ou a puncgdo da veia (infeccdo do sitio de
pungdo), para os que serao adotadas medidas de antissepsia rigorosa, ja devidamente

padronizadas na rotina da Unidade de Transplante de Medula ¢ssea do HACC.



Custos

A participacdo no estudo nao implicard em gastos ou despesas extras para
vocé (paciente) ou para a sua seguradora de satide, sendo que todos os custos com a
coleta e processamento das amostras ja estdo incluidos dentro do projeto do mesmo.
Ou seja, vocé (e/ou seu convénio médico) ndo devera pagar por qualquer
procedimento ou teste exigido como parte deste estudo clinico. Vocé ndo terad

nenhum ganho financeiro, e também nenhum prejuizo por participar deste estudo.

Direito de recusar e de se retirar do tratamento.

A escolha de entrar ou ndo neste tratamento ¢ inteiramente sua. Caso voc€ se recuse
a participar deste estudo, voc€ sera tratada por estas terapéuticas tradicionais, sem
nenhum tipo de preconceito pelo seu médico. Vocé tem o direito de se retirar deste
estudo a qualquer momento. Se vocé decidir se retirar do estudo, vocé sera tratado
(a) de maneira convencional pelos mesmos médicos, sem nenhum tipo de

preconceito.

Dividas

Vocé tem o direito de fazer quaisquer perguntas relacionadas aos riscos
possiveis e/ou conhecidos deste estudo bem como sobre qualquer outro aspecto do
estudo, a qualquer momento.

Os médicos e pesquisadores responsaveis sao: Dr. Vladmir Claudio Cordeiro
de Lima e Luciane Nogueira Machado (Telefone: 2189-5000 Ramal: 1231) os quais
vocé devera contatar a qualquer momento em que enfrente qualquer problema ou
duvida relacionadas ao estudo. Apds o horario comercial, vocé poderd entrar em
contato no telefone (11) 2189-5000 (solicitar a telefonista para entrar em contato
com o telefone celular do pesquisador principal — Dr. Vladmir Claudio Cordeiro de
Lima). Se vocé necessita de maiores informagdes a respeito do estudo antes de
assinar o termo de consentimento, contate os médicos ou pesquisadores acima.

Caso tenha qualquer duvida sobre seus direitos como paciente de pesquisa,
vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (que é o

responsavel legal para a certificagdo de que os direitos dos pacientes estejam



protegidos e avaliou e aprovou a realizagdo deste estudo neste Hospital) pelo telefone
(11) 2189-5020.
Nao assine este termo de consentimento se ndo tiver a oportunidade de fazer

perguntas e tenha recebido respostas satisfatorias para todas elas.

Confidencialidade

Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos sob sigilo e
confidencialidade. A equipe do Patrocinador e Autoridades Regulatorias aplicaveis
tem o dever de verificar os seus documentos-fonte, ou seja, seus documentos
médicos originais, desde que autorizado pelo médico do estudo e pelo hospital. O
objetivo ¢ assegurar que as informagdes sdo verdadeiras e corretas. Todas as
legislagdes, resolugdes e codigos de ética brasileiros serdo cumpridos no decorrer

deste estudo.

DECLARACAO DO MEDICO OBTENDO CONSENTIMENTO POS-
INFORMADO

Eu declaro que expliquei este protocolo de estudo, com todos os detalhes
necessarios  para  o(a) paciente  (ou seu  responsavel  legal)

No meu julgamento,

houve acesso a todas informagdes disponiveis, incluindo os riscos e beneficios,

para que se possa fazer uma decisdo informada.

Assinatura do médico Data / /

Nome do médico CRM

DECLARACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Eu declaro que 1li e compreendi a proposta de tratamento. Declaro também que
discuti esta proposta pessoalmente com meu médico. Eu entendo os riscos da minha
doenga, o proposito do estudo, os métodos que serdo utilizados e os riscos e

beneficios da pesquisa. Entendo também que a minha entrada neste estudo ¢



voluntéria. A assinatura deste termo de consentimento nao suspende os meus direitos
legais. E eu ainda tenho direitos como participante de um estudo clinico.

Assinale com um X (xis) as autorizagdes com as quais vocé concorda:

( ) Concordo em participar do estudo.

( ) Concordo com a retirada de sangue apenas pelo cateter.

( ) Concordo com a retirada de sangue pelo cateter ou pela veia do brago.

( ) Concordo com a retirada de sangue nos momentos propostos no estudo, mas
incluindo apenas o primeiro evento de complicagao.

( ) Concordo com a retirada de sangue nos momentos propostos no estudo, incluindo

apoés a primeira e a segunda complicacao.

Assinatura do(a) paciente Data / /

Nome do(a) paciente R.G.




Anexo 4 — Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Hospital Sl P
' ' - omi € ca em
A.C.Camargo _ Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer :

Sdo Paulo, 10 de Maio de 2010.

Ao
Dr. Vladmir Cldudio Cordeiro de Lima

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1400/10 it
“Marcadores sorolégicos de inflamacio como preditores de complicacées em pacientes
submetidos 2 quimioterapia em alta dose com resgate de células hematopoiéticas
progenitoras autélogas”. :

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reunido de
27/04/2010, aprovaram a realizagio do projeto em referéncia, o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e tomaram conhecimento dos seguintes documentos: ;

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso’ do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho
Nacional de Satde; i : N .

Declaragéio sobre os Dados Coletados, Publicagiio dos Dados e Propriedade das
Informagdes Geradas; ' .

Declaragio sobre Uso e Destino do Material Biolégico, Publicaggo dos Dados e
-Propriedade das Informagdes Geradas; b

Declaragdo sobre o Plano de Recrutamento dos Sujeitos’ de Pesquisa,
Circunstancias e Responsaveis pela Obtengdo do TCLE;

Orgamento Financeiro Detalhado;

Declaragdo de Infra-Estrutura e Instalagdes;

Declaraggo de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncologia
Clinica.

VNN iy oy

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas 2 :
assistente do CEP dentro de 6 meses.

. Dr. rson IE:D%;?W
1° Vice-Coord do Comité de-Etica em Pesquisa

Atenciosamente,

/1

Fundagéo Antonio. Prudente - CNPJ/MF N. 60.961 .968/0001-06
Rua Prof. Anténio Prudente, 211 - Liberdade - S&o Paulo, SP — 01509900
Telefone: (11) 2189-5000

www.gccamargo.org.br



