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Pediatrics: Objective: To compare the biochemical and immunological profiles of pediatric patients with

Leukemia; acute myeloid leukemia (AML) with healthy children and adolescents.

Biochemical Methods: This was a cross-sectional study in which 21 therapy-naive patients with AML were
compared with a group of 24 healthy individuals. The following data were analyzed: serum
proteins, leucocytes and subgroups, erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, platelets, cytokines
in peripheral blood mononuclear cells cultures under spontaneous and BCG- or PHA-stimulated
conditions, immunoglobulin A. and erythrocytic glutathione. Statistical analysis was performed
using SPSS software, considering as significant p-values <0.05.

Results: Serum albumin levels were higher (p <0.0001) in the control group, as well as all the
parameters related to red blood cells (p <0.0001). For leucocytes and subgroups, no statistical
difference was found between the AML and the control groups. For cytokines, the concentrations
were significantly higher under spontaneous and BCG-stimulated conditions for TNF-«, IL-6, IL-
10, and IFN-vy in the control group. Under PHA-stimulated conditions, the concentration was
higher (p=0.002) only for IL-6. No difference was found between the two groups for the other
cytokines and for IgA in the saliva. Erythrocytic glutathione was higher (p<0.0001) in AML
patients.
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Conclusions: It was possible to characterize the biochemical and immunological profile of pedi-
atric patients with AML, as well as highlight some significant differences in these parameters
when comparing with healthy children and adolescents.

© 2015 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Comparacao do perfil bioquimico e imunolégico de pacientes pediatricos com
leucemia mieloide aguda e de individuos saudaveis

Resumo
Objetivo: Comparar o perfil bioquimico e imunoldgico de pacientes pediatricos portadores de
leucemia mieloide aguda (LMA) em relacao a um grupo de criancas e adolescentes saudaveis.
Métodos Estudo transversal, em que foram avaliados 21 pacientes com LMA virgens de terapia
e 24 individuos saudaveis. Foram analisados: proteinas séricas, leucocitos e subgrupos, eritroci-
tos, hematocrito, hemoglobina e plaquetas, citocinas em cultura de células mononucleares do
sangue periférico sob condicdo espontanea e estimulada por BCG ou PHA, imunoglobulina A e
glutationa eritrocitaria. Analise estatistica foi feita com o software SPSS considerando p < 0,05.
Resultados: Albumina sérica foi superior (p <0,0001) no grupo de controle, bem como todos
os parametros relacionados com os globulos vermelhos (p <0,0001). Para os leucocitos e sub-
grupos nao houve diferenca estatistica entre os pacientes com LMA e o grupo controle. As
concentracées foram significativamente mais elevadas sob condicdes espontanea e estimulada
por BCG para as citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IFN-y no grupo controle. Sob condicao estimulada
com PHA a concentracao foi superior (p=0,002) apenas para a IL-6. Nao houve diferenca esta-
tistica para as demais citocinas e para IgA salivar entre os dois grupos. Glutationa eritrocitaria
foi superior (p <0,0001) nos pacientes LMA.
Conclusoes: Diante do exposto, foi possivel caracterizar o perfil bioquimico e imunologico de
pacientes pediatricos com LMA, bem como evidenciar diferencas significativas em alguns desses
parametros ao se compararem os individuos doentes e o grupo de criancas e adolescentes
saudaveis.
© 2015 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos

reservados.

Introducao

Os tipos comuns de cancer na infancia sao: leucemias,
principalmente a leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia
mieloide aguda (LMA), tumor no sistema nervoso central,
linfoma, neuroblastoma, tumor de Wilms, osteossarcoma e
sarcoma de Ewing. De todos os casos de LLA, 80% ocorrem
em criancas, ao passo que apenas 10% dos casos de LMA ocor-
rem nessa faixa etaria. Tem sido observada uma ocorréncia
cada vez maior de cancer infantil no Brasil."*A leucemia
aguda € a principal neoplasia da medula 6ssea caracterizada
por um grupo heterogéneo de doencgas nas quais ocorre uma
substituicdo dos elementos medulares e sanguineos normais
por células imaturas chamadas blastos e um acumulo dessas
células em outros tecidos.*

Segundo Casciato,’ as células leucémicas se reproduzem
mais lentamente do que as células normais corresponden-
tes. A hematopoiese se torna anormal antes mesmo de a
proporcao de células na medula apresentar um aumento
perceptivel. Os precursores dos leucdcitos imaturos que
apresentam mau funcionamento substituem de maneira pro-
gressiva a medula dssea e se infiltram em outros tecidos.

Os sinais e sintomas da leucemia aguda resultam da queda
na quantidade de células sanguineas, o que leva a anemia,
fraqueza, desconforto geral, palidez, fadiga, palpitacao e
dispneia ao se exercitar. Podem ocorrer febre e infeccoes
como consequéncia da reducao dos granuldcitos.>®

A caracterizacao do perfil bioquimico e imunologico de
pacientes com LMA é importante para intervencoes nutrici-
onais e médicas e, apos o crescimento e o desenvolvimento
normais de criancas e adolescentes, melhorar a resposta
imunolodgica e a tolerancia de pacientes ao tratamento, bem
como sua qualidade de vida.

O objetivo desta investigacao foi comparar os perfis
bioquimico e imunoldgico de pacientes pediatricos com LMA
aos perfis de individuos saudaveis de mesma idade.

Métodos
Populacao

A amostra estudada foi de pacientes internados no Centro
Infantil Boldrini, Campinas, SP, Brasil, para tratamento de
leucemia imediatamente apds o diagndstico de leucemia
mieloide aguda (LMA) e participacdo em um ensaio clinico
de intervencao nutricional.

Os critérios de inclusdo de pacientes foram: diagnéstico
confirmado de LMA, nao ter recebido tratamento anterior,
faixa de 0-19 anos e Termo de Consentimento Livre e Esclare-
cido assinado pelo paciente ou por um responsavel legal apds
ter sido informado sobre os objetivos e os métodos usados
na pesquisa e estar ciente dos procedimentos e desconfor-
tos aos quais os participantes seriam submetidos. Estavam
livres para aceitar a participacao ou nao, sem restricoes.
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Um grupo de controle de criancas e adolescentes sauda-
veis da mesma faixa etaria também participou do estudo. Os
critérios de inclusao desse grupo foram: o individuo nao deve
apresentar patologia nem receber medicacdo no momento
da selecao ou da coleta de amostras, deve assinar o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e estar ciente dos
objetivos e do desconforto envolvidos.

Ao término da investigacdo, foram avaliados 21 pacien-
tes com LMA, 11 do sexo feminino e dez do masculino, com
idade média de 6,83 (0,58-19,83) anos. O grupo de controle
foi composto de 24 individuos entre criancas e adolescentes
distribuidos entre 17 do sexo feminino e sete do masculino,
com idade média de 9,67 (1,5-18,25) anos. A idade dos gru-
pos nao foi significativamente diferente (p=0,351), segundo
o teste de Mann-Whitney.

Avaliacao bioquimica e imunolégica

Coleta de amostras
As amostras bioldgicas foram coletadas dos pacientes pela
equipe de enfermagem do Instituto Infantil Boldrini, onde
todos os pacientes foram diagnosticados e recrutados. Entre
15-20mL de sangue foram cuidadosamente coletados e
evitou-se hemolise.

A coleta de sangue dos individuos saudaveis foi feita no
ambulatorio do Centro de Investigacdo em Pediatria (CIPED)
pelo enfermeiro responsavel. Uma pipeta de Pasteur plas-
tica, estéril e descartavel, com capacidade de 1mL, foi
usada para coleta de saliva. Os participantes foram orienta-
dos a ndao comer ou beber, exceto agua, uma hora antes da
coleta e a fazerem higiene bucal com agua limpa.

Dosagens das proteinas séricas do sangue

A fracao de pré-albumina sérica foi determinada por nefe-
lometria e a albumina sérica pela reacao colorimétrica com
verde de bromocresol e espectrofotometria. Essas analises
foram feitas no laboratorio de bioquimica do Departamento
de Patologia Clinica (DPC) do Hospital de Clinicas da Univer-
sidade Estadual de Campinas (Unicamp).

Hemogramas

Os hemogramas foram feitos no Instituto Infantil Boldrini
como parte de uma rotina durante o tratamento clinico. Para
individuos saudaveis (grupo de controle), os hemogramas
foram feitos no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital
de Clinicas da Unicamp.

Glutationa eritrocitaria reduzida

0 ensaio seguiu uma modificagao insignificante do método
descrito por Beutler,” proposto por Penna:® 200 pL (duzen-
tos microlitros) de sangue periférico EDTA foram lisados com
1,8 mL de agua destilada. Entao, foram adicionados 2 mL de
solucdo de acido metafosforico a 1,67% e a mistura foi fil-
trada; 4 mL de solucao Na;HPO,4 0,3 mol foram adicionados a
1 mL do filtrado claro e lidos a 412 nm em um espectrofoto-
metro Beckman. Uma segunda leitura de densidade otica
foi feita ap6s o acréscimo de 100 mL de solugao de acido
ditionitrobenzoico (DTNB) aos filtrados. Os resultados foram
expressos em mg/dL.

Estimulos usados em culturas

Bacilos de Calmette-Guérin (BCG) liofilizados (ampolas de
vacina, cepas Moreau Rio de Janeiro, Brasil) foram recém-
-reconstituidos com o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma,

Aldrich, EUA) e usados a 5 x 10° UFC/mL. Fito-hemaglutinina
(PHA, Sigma Aldrich, EUA) foi usada em um controle positivo
nao especifico a 7,5 pg/mL e um meio isolado foi usado como
controle negativo.

Concentracéo de citocina em sobrenadantes das culturas
de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

A concentracao de citocina foi medida em culturas de CMSP
por meio de uma modificacao do protocolo de Gaines et al. °
CMSP novas de pacientes e controles foram isoladas por
centrifugacao em gradiente de densidade com Histopaque®
(Sigma, Aldrich, EUA), lavadas, diluidas a 2 x 10° células/mL
em meio RPMI 1640 (Sigma, Aldrich, EUA), suplementadas
com soro AB humano a 10% (Sigma, Aldrich, EUA), gluta-
mina a 1% (Sigma, Aldrich, EUA) e gentamicina a 0,1% e
estimuladas por 48 horas com BCG, PHA ou meio isolado
reconstituidos a 37°C com CO; a 5% em placas para cultura
de tecidos com 96 pocos de fundo redondo (Nunc, Thermo
Fisher Cientific, EUA).

Os sobrenadantes das culturas foram coletados e arma-
zenados a -80°C para teste de imunoadsorcao enzimatica
(Elisa), sanduiche para deteccao de dois anticorpos mono-
clonais. Foram usados kits comerciais (Sistemas RD, Duoset,
EUA) para medir o interferao-y (IFN-y), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e concentracao da
IL-10, segundo o protocolo do fabricante. Os niveis do fator
de transformacao do crescimento beta (TGF-B) e IL-8 foram
medidos no plasma sanguineo. Todas as amostras foram
medidas em duplicidade e os resultados foram expressos em
pg/mL.

Imunoglobulina A na saliva

A saliva coletada foi centrifugada a 1.000g durante sete
minutos e, entdo, armazenada a -80°C até o momento
da anadlise, com resultados expressos em mg/mL. A
concentracao de imunoglobulina A (IgA) foi feita por meio
de nefelometria.

Aspectos éticos

Todos os aspectos éticos foram observados conforme reco-
mendado para pesquisa biomédica que envolve seres
humanos, de acordo com a resolucao n° 196, de 1996, do
Conselho Nacional de Salde. O protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (Conep)
e registrado sob o n° 14097.

Anélise estatistica

Todos os resultados foram analisados pelo software SPSS®
para Windows (Inc. Released 2007. SPSS for Windows, versao
16.0, EUA). A analise descritiva das variaveis foi apresentada
como mediana (valores minimos e maximos). A comparacao
da avaliacao bioquimica entre o grupo de pacientes e o de
controle foi feita com o teste nao paramétrico de Mann-
-Whitney, considerando p <0,05.

Resultados

Participaram desta pesquisa 21 pacientes com LMA e 24 indi-
viduos saudaveis pareados por idade e nao houve diferencas
estatisticas.



Profile of acute myeloid leukemia patients

Tabela 1  Niveis de albumina sérica e pré-albumina em
pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e em indi-
viduos saudaveis (controle) na mesma faixa etaria

Proteina LMA Controle

sérica (n=21) (n=24)

Albumina Mediana® 3,6 4,8
min.-max. (2,6-4,6) (4,4-5,4)
pP < 0,0001

Pré-albumina Mediana® 11,75 21,45
min.-max. (3,97-24,0) (13,1-34,6)
pP < 0,0001

3 Mediana entre (minimo e maximo).
b valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney.

De acordo com a classificacdo franco-americana-
-britanica (FAB), dentre os pacientes avaliados na pesquisa
nove foram classificados como M5; quatro como M2;
um como M1; um como M7 e seis nao apresentaram a
especificacdo de seu subtipo no grafico.

Proteinas séricas albumina e pré-albumina

A tabela 1 apresenta os resultados comparativos para os
niveis de albumina e pré-albumina séricas dos pacientes com
LMA e dos individuos saudaveis (controle). Constatou-se que
tanto os niveis de albumina sérica quanto de pré-albumina
sérica eram significativamente maiores (p < 0,0001) nos indi-
viduos saudaveis em comparagao com os pacientes com LMA.

Parametros hematolégicos

A tabela 2 apresenta os resultados comparativos referentes
aos parametros hematologicos entre pacientes com LMA e
individuos saudaveis.

N&o houve diferenca estatistica nos niveis medianos do
total de leucocitos e subgrupos (linfocitos, mondcitos e
granulocitos) entre os dois grupos. Contudo, os maiores valo-
res de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas
(p <0,0001) devem ser observados no grupo de controle em
comparagcao com os pacientes com LMA.

Concentracao de glutationa eritrocitaria reduzida
(GSH)

A concentracdo de GSH mediana no eritrocito de pacien-
tes com LMA era significativamente maior (p<0,0001) do
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Figura 1 Concentracao de glutationa eritrocitaria reduzida

(mg/dL) em pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e
em individuos saudaveis (controle) na mesma faixa etaria.
Glutationa eritrocitaria, (mg/dL), LMA Controle

*Diferenca significativa de p<0,05, calculada pelo teste de
Mann-Whitney.

que os valores medidos nos individuos saudaveis, conforme
ilustrado na figura 1. A concentracao de GSH era de 82,88
(61,94-151,77) mg/dL no grupo com LMA, em comparacao
com 61,72 mg/dL no grupo de controle.

Concentracao de citocina em sobrenadantes das
culturas de CMSP

A producdo comparativa de citocinas foi determinada em
sobrenadantes da cultura de células mononucleares do san-
gue periférico (CMSP) em trés diferentes condi¢des do grupo
com LMA e de controle: espontanea (meio de cultura sem
estimulo); meio de cultura mais a vacina BCG; meio de cul-
tura mais fito-hemaglutinina (PHA). Os resultados em termos
de valores do meio e a disseminacdo (minima-maxima) sao
apresentados na tabela 3.

Em condicao espontanea, a concentracao de TNF-a e IFN-
-y era significativamente maior nos pacientes com LMA do
que nos individuos saudaveis. Nao foi encontrada diferenca
entre os dois grupos com relacdo a IL-6 e IL-10 nessa
condicao.

Tabela 2 Parametros hematoldgicos determinados em pacientes pediatricos com leucemia mieloide aguda (LMA) e individuos

saudaveis (controle) na mesma faixa etaria

LMA Controle p?

Parametros (n=21) (n=24)

Leucécitos (células x 10°/L) 13,1(1,1-494,0) 6,51°(1,79-15,11) 0,219
Linfécitos (células x 10°/L) 2,3 (0,6-58,4) 2,8 (1,83-8,64) 0,368
Mondcitos (células x 10°/L) 1,3 (0,1-10,6) 0,45 (0,24-0,91) 0,308
Granulocitos (células x 10°/L) 4,3 (0,1-48,6) 3,64 (1,91-5,57) 0,825
Eritrocitos (células x 10'2/L) 2,55 (1,78-4,36) 4,82 (4,17-5,4) < 0,0001
Hematocrito (%) 23,4 (16,6-36,6) 40,7 (34,1-47,2) < 0,0001
Hemoglobina (g/dL) 7,7 (5,6-12,5) 13,55 (11,1-15,5) < 0,0001
Plaquetas (células x 10°/L) 38,0 (16-220) 307,0 (162-461) < 0,0001

@ Valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney.
b Mediana entre (minimo e maximo).
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Tabela 3  Concentracao de citocinas (pg/mL) determinada em sobrenadantes das culturas de CMSP de pacientes com leucemia
mieloide aguda (LMA) e em individuos saudaveis (controle) na mesma faixa etaria

Citocinas Grupo Condicoes
Espontanea BCG PHA
TNF-a LMA 40,4912 831,47 @ 683,17 @
Controle (0,0-418,9) (41,01-15,825,3) (38,6-1,977,2)
22,42 4,800,42 986,61
(0,0-316,7) (1,408,7-13,101,1) (87,7-2,7882,1)
p® 0,011 < 0,0001 0,052
IL-6 LMAControlep® 455,641 4,807,2 3,010,4
(0,0- (41,0-31,186,7) (54,2-28,250)
10,328,2) 28,961,67 9,654,65
736,17 (25,176,7-293,344,6) (1,904-29,051,1)
(19,8- < 0,0001 0,002
5,044,4)
0,197
IL-10 LMAControlep® 0,0 124,54 393,80
(0,0- (0,0-1,783,05) (63,8-1,127,9)
1,796,8) 615,46 627,52
0,0 (118,6-2,204,9) (61,5-1,465,2)
(0,0-119,7) 0,003 0,284
0,065
IFN-vy LMA 23,17 98,71 150,23
Controle (0,0-70,6) (0,0-1,665) (0,0-3,913,8)
0,0 676,77 87,96
(0,0-48,9) (0,0-1,935,3) (0,0-630,5)
p® 0,012 0,003 0,273

TNF, fator de necrose tumoral; IL, interleucina; IFN, interferao.
@ Mediana entre (minimo e maximo).
b Teste de Mann-Whitney.

Na condicao estimulada por BCG, todas as concentracdes
de citocinas (TNF-«, IL-6, IL10, IFN-y) eram significativa-
mente maiores do que no grupo de controle.

Na presenca de PHA, somente a concentracao de IL-6
era significativamente maior (p <0,002) no controle, com-
parado com o grupo com LMA. A TNF-a também era maior
no controle do que no grupo com LMA, contudo nao atingiu
relevancia estatistica. Nao foi encontrada diferenca entre
os dois grupos com relagado a IL-10 e IFN-y nessa condigao.

A concentracao de TGF-B e IL-8, mensurada no plasma
sanguineo em ambos os grupos, e apenas na presenca de
BCG, nao apresentou diferenca estatistica entre os grupos
(dados nao apresentados).

Determinacao de IgA na saliva

A imunoglobulina A (IgA) foi determinada na saliva dos indi-
viduos em ambos os grupos de estudo.

A concentracao de IgA erade 6,5 (1-17,4) mg/dL no grupo
com LMA e de 9,05 (1,8-25,1) mg/dL no grupo de controle e
nao apresentou diferenca (p=0,693) entre os grupos.

Discussao

As proteinas séricas foram usadas como indicador sensivel
de desnutricao. Entretanto, outros fatores nao relaciona-
dos a situacao nutricional podem afetar o nivel de proteina
sérica, como: estado de hidratacdo, reducdo da sintese
de proteinas hepaticas, permeabilidade capilar alterada
devido a infeccdes ou catabolismo com deficiéncia de zinco

em periodos de estresse e hipermetabolismo em certas
neoplasias.'®""

Nossos resultados de albumina (4,8 g/dL) e pré-albumina
(21,45mg/dL) nas criangas e nos adolescentes sauda-
veis (controle) foram estatisticamente maiores (p <0,0001)
do que os valores encontrados nos pacientes com
LMA. Esses resultados refletem diferencas esperadas no
estado nutricional de criancas e adolescentes saudaveis
conforme comparados com pacientes com LMA pareados por
idade.

Em um estudo feito em 226 pacientes adultos com cancer,
Marin Caro et al. '? constataram que 32% da populacao estu-
dada apresentaram concentracao de albumina sérica entre
3,0 a3,5g/dL (classificada como desnutricao leve), e existe
uma correlacao negativa entre os niveis de proteina sérica
e problemas de alimentacao.

Pacientes gravemente doentes normalmente apresentam
alteragcoes metabolicas nos carboidratos, lipidios e pro-
teinas. Essas alteracdes resultam de uma necessidade de
catabolismo energético e proteico cada vez maior e contri-
buem para as alteracées imunologicas e gastrointestinais. '

No que diz respeito aos parametros hematoldgicos
(tabela 2), nao foi encontrada diferenca estatistica entre
pacientes com LMA e individuos saudaveis com relacao aos
leucécitos linfocitos, monocitos e granuldcitos. Embora os
valores médios tendam a ser mais elevados no grupo com
LMA, essa falta de relevancia estatistica pode ser explicada
como uma fungao de dois fatores: a) o nimero relativamente
pequeno de individuos em nossas amostras; b) a grande
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variabilidade normalmente encontrada em glébulos brancos
(leucocitos) em pacientes com leucemia.®

Viana et al. ™ conduziram um estudo em 83 criancas
com LMA e também constataram uma grande variacdo na
quantidade de leucécitos/mL de sangue.

Em nosso estudo, a quantidade total de leucdcitos
(13,1 x 10° células/L) no grupo com LMA pode ser consi-
derada ligeiramente acima do normal e para o grupo de
controle, normal (6,5 x 10° células/L), pois os valores de
referéncia de normalidade variam entre 4,5 e 10,5 x 10°
células/L.

Por outro lado, os eritrocitos, o hematocrito, a hemoglo-
bina e as plaquetas eram todos significativamente maiores
(p<0,0001) nos individuos normais (grupo de controle) em
comparacao com o grupo com LMA (tabela 2). Esses dados
parecem explicar a forte tendéncia a anemia em pacientes
com LMA.

A imunidade contra tumores mediada pelas células pode
aumentar pela expressao de citocinas e coestimuladores em
células tumorais e pelo tratamento de individuos com tumo-
res por meio de citocinas, que estimulam a proliferacao e a
diferenciacdo de linfécitos T e de células Natural Killer (NK).
IFN-v e TNF-a sao considerados agentes antitumorais efici-
entes em modelos animais, porém seu uso em pacientes é
limitado devido a graves efeitos colaterais tdxicos. Fatores
de crescimento, como o fator estimulador de colonias de
granulocitos e macrofagos (GM-CSF) e o fator estimulador
de colénias de granuldcitos (G-CSF), sao usados em proto-
colos de tratamento de cancer para diminuir os periodos de
neutropenia e trombocitopenia ap6s a quimioterapia ou o
transplante autdlogo de medula 6ssea.’

O estudo comparou os niveis de citocinas pro-
-inflamatérias em pacientes adultos com cancer com os
de um grupo de individuos saudaveis (grupo de controle).
Descobriu-se que os niveis séricos de IL-138 e TNF-a no san-
gue eram maiores (p <0,0001) em pacientes com cancer em
comparacao com o grupo de controle. '

Em nossos resultados, a producao espontanea (sem esti-
mulo) de TNF-a e IFN-y em sobrenadantes de CMSP foi
significativamente maior em pacientes com LMA em relacao
a individuos saudaveis. Isso sugere que estresse oxidativo
e inflamacdo estao envolvidos na LMA. Por outro lado,
nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto
a producao de IL-6 e IL-10, que agem mais como citocinas
reguladoras.

Existe uma comprovacao cada vez maior na literatura de
que a geracao de estresse oxidativo induzido por espécies
reativas de oxigénio (ERO) desempenha um papel na leu-
cemia. Uma forte associacao entre o estresse oxidativo e a
incidéncia de recidiva da doenca foi demonstrada por Zhou
et al. "7 Esses pesquisadores mostraram que as atividades da
adenosina desaminase e da xantina oxidase foram maiores
na recidiva da LMA, ao passo que as atividades da glutati-
ona peroxidase, monoamina oxidase, superoxido dismutase
e a capacidade antioxidante total (CAT) foram menores no
grupo com a doenca do que no grupo de controle. Segundo
esses autores, o estresse oxidativo é uma caracteristica cru-
cial da AML e provavelmente afeta seu desenvolvimento e
suas recidivas.

Em nossos resultados (tabela 3), todas as citocinas inves-
tigadas apresentaram concentracoes significativamente
maiores no grupo de controle em comparacao com o grupo

com LMA na presenca da vacina BCG, fator antigeno espe-
cifico, o que sugere uma capacidade menor de os pacientes
com LMA reagirem positivamente a antigenos. Por outro
lado, na presenca de PHA, fator de estimulacdo mitogénica
nao especifico, apenas a IL-6 apresentou concentracao signi-
ficativamente maior no controle (p <0,002) em comparacao
com o grupo com LMA. TNF-a, IL-10 e IFN-y nao apresenta-
ram diferenca entre os dois grupos.

E necessaria uma concentracao adequada de glutationa
para a proliferacao de células normais, inclusive linfocitos e
células epiteliais no intestino.'® A glutationa (GSH) também
€ essencial para a ativacao de linfocitos T e leucdcitos poli-
morfonucleares e também para a producao de citocinas; por-
tanto, indispensavel para a expressao da resposta imune em
situacbes de alteracdes imunologicas.’ Os autores citados
acima mencionaram que as concentracées celulares de GSH
sao drasticamente reduzidas em situacées como desnutricao
proteica, estresse oxidativo e em varias doencas patolo-
gicas, como desnutricdo proteico-energética, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Aids) e neoplasias avancadas.

Um estudo feito por Russo et al. ?° demonstrou que
os niveis de GSH em células cancerosas podem ser varias
vezes maiores do que em células normais corresponden-
tes. Segundo Engin,?' os niveis de glutationa eritrocitaria
eram 31% maiores em pacientes com carcinoma locali-
zado e 78% maiores em pacientes com cancer metastatico,
em comparacao com controles saudaveis. Esses resultados
podem refletir os niveis elevados de GSH em tumores e tam-
bém que esses niveis elevados podem estar associados a
resisténcia das células tumorais ao tratamento quimiotera-
péutico.

Os resultados de nossa investigacao estao de acordo
com os de Russo et al. 2 e Engin?' e revelam uma maior
concentracdo de GSH nos pacientes com LMA (p <0,0001),
em comparagao com o grupo de individuos saudaveis (con-
trole), conforme ilustrado na figura 1.

Um estudo publicado recentemente?? indicou que as
células CD34* com LMA tém expressao elevada de proteinas
reguladoras com multiplas vias de biossintese da glutationa,
presumivelmente como um mecanismo para compensar o
aumento do estresse oxidativo em células leucémicas. Com-
pativel com essa observacao, as células CD34" com LMA tém
niveis mais baixos de niveis de glutationa reduzida (GSH)
e niveis maiores de glutationa oxidada (GSSG). Esses acha-
dos sugerem que o equilibrio intrinseco, a homeostase e a
razao GSH/GSSG sao alterados (de forma anormal) nas célu-
las CD34" com LMA.

Os autores citados acima propéem que a reducao no
nivel de GSH deve-se ao maior consumo de GSH em varios
processos necessarios para a sobrevida das células cancero-
sas, inclusive: 1) reducdo das espécies reativas de oxigénio,
como H,0,; 2) a S-glutationilacdo adequada do proteoma
em resposta ao estresse oxidativo e 3) desintoxicacao da
producdo aumentada de peroxidos lipidicos.

Esses mesmos autores também apresentaram novos agen-
tes, como partenolideo (PTL) e piperlongumina (PLM), com
grande efeito inibidor sobre o sistema GSH com leuce-
mia, mas apenas uma alteracao limitada e transitoria em
células normais. O mesmo grupo de pesquisadores mos-
trou anteriormente?® que o PTL erradicou efetivamente as
células estaminais e progenitoras da LMA tipicamente resis-
tentes/refratarias a quimioterapia convencional.
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A imunoglobulina A secretora (slgA) da saliva é um impor-
tante parametro para avaliar a condicao imunoldgica da
mucosa gastrointestinal, com a vantagem de usar um pro-
cedimento nao invasivo e basicamente sem desconforto
para o paciente. E considerada o mediador humoral mais
importante da imunidade da mucosa e coopera para varios
mecanismos protetores. Ela apresenta maior resisténcia a
degradacao proteolitica do que qualquer outra classe de
imunoglobulina, pode ser encontrada em todo o sistema
digestivo e respiratorio e impede a absorcao de grande quan-
tidade de antigenos.?*%

Segundo Souza et al.,?® em pacientes com cancer, a sin-
tese de anticorpos pode diminuir ou aumentar. Depende
dos mecanismos imunoloégicos envolvidos na proliferacdo de
células tumorais e determina uma elevacao ou reducéo nas
concentracdes de fracoes de imunoglobulina.

No presente estudo, nao foi encontrada diferenca esta-
tistica na concentracao de IgA salivar (p=0,693) entre os
pacientes com LMA e os grupos de controle saudaveis, apesar
de se detectarem niveis maiores nos pacientes.

Na comparacdo de pacientes pediatricos com LMA com
individuos normais combinados por idade, algumas conclu-
soes poderiam ser tiradas: a) o grupo com LMA revelou
concentracdes significativamente menores de albumina e
pré-albumina séricas, o que sugere perigo iminente de
desnutricao proteica; b) os pacientes com LMA apresenta-
ram valores menores (p<0,0001) com relacao a todos os
parametros de globulos vermelhos, o que sugere um estado
de anemia desses pacientes; c) a menor producao estatistica
de citocinas do grupo com LMA sob condicdo espontanea e
estimulada por BCG parece indicar uma queda na resposta
imunoldgica de pacientes em comparagao com os individuos
normais; d) a concentracao de GSH significativamente maior
nos eritrocitos de pacientes com LMA, em comparagao com
o grupo de controle, pode refletir o metabolismo anormal
da glutationa e homeostase descrito na referéncia.??
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