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RESUMO

Esse estudo teve como objetivo implementar no laboratorio de analises clinicas do
Hospital Federal de Bonsucesso (HFB) um procedimento operacional padrao (POP)
relacionada a uma nova técnica que investigasse o0 processo de morte celular em
leucécitos de pacientes quimiotratados a fim de diagnosticar de forma preditiva um
possivel avanco para o quadro clinico de neutropenia grave, quadro este considerado
de suma importancia pela equipe médica pois torna o paciente susceptivel a graves
infeccbes bacterianas, levando a interrupcdes ou adiamento das sessbes
guimioterapicas, aumentando assim a morbidade e mortalidade dos mesmos. Para
avaliar qual melhor procedimento para esse estudo foi comparado duas diferentes
técnicas: método de coloracdo direta e método de isolamento de leucécitos por
gradientes de densidade, estes métodos avaliam as caracteristicas morfologicas
sugestivas de morte leucocitaria através do uso de microscopia Optica de campo
claro, a fim de confirmar tais resultados, lancamos mdo do uso da técnica de
microscopia fluorescéncia automatizada através da andlise do High Contat Analysis.
Conclui-se através da analise de 15 participantes quimiotratados no HFB, entre 18 a
65 anos, de ambos 0s sexos que a técnica mais satisfatoria para implementacéo do
POP foi o método de coloracédo direta, pois foi 0 método que melhor preservou a
caracteristicas sugestivas de morte leucocitaria e por isso seus resultados foram mais
compativeis com o método confirmatdrio. Temos como expectativas a implementacao
desse metodo no HFB com o devido treinamento de profissionais capacitados e a
criacdo de novos estudos afim de melhor relacionar a presenga de caracteristicas

sugestivas de morte leucocitaria com o real avanco do quadro de neutropenia grave.

Palavras-chaves: céancer, quimioterapia, neutropenia grave, morte celular.



ABSTRAT

This study aimed to implement in the clinical analysis laboratory of the Federal
Hospital of Bonsucesso (HFB) a standard operating procedure (POP) related to a new
technique that investigated the process of cell death that occurs in leukocytes of
chemically treated patients in order to diagnose predictive form a possible advance for
the clinical picture of severe neutropenia, a picture considered extremely important by
the medical team because it makes the patient susceptible to serious bacterial
infections, leading to interruptions or postponement of chemotherapy sessions, thus
increasing their morbidity and mortality. In order to evaluate which best procedure for
this study, two different techniques were compared: direct method and method of
isolating leukocytes by density gradients, these methods evaluate the morphological
characteristics suggestive of leukocyte death through the use of bright field optical
microscopy, in order to confirm such results, we resorted to the use of the automated
fluorescence microscopy technique through the analysis of the High Contat Analysis. It
was concluded through the analysis of 15 chemotreated participants in the HFB,
between 18 and 65 years old, of both sexes that the most satisfactory technique for
implementing POP was the direct method. We expect the implementation of this
method at the HFB with the appropriate training of trained professionals and the
creation of new studies in order to better relate the presence of characteristics

suggestive of leukocyte death with the real progress of severe neutropenia.

Keywords : cancer, chemotherapy, severe neutropenia, cell death.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Cancer

De acordo com Instituto Nacional do Cancer — INCA (2018) o cancer € um
problema de saude publica mundial e sua incidéncia cresceu 20% na ultima década.
Acredita-se que em 2030, ocorram 27milhdes de novos casos de cancer ao redor do
mundo. Ja no Brasil, estimou-se para 2018/2019, cerca de 600 mil novos casos.

A explicacdo desse percentual tdo alto de casos de céncer esta diretamente
relacionada a maior exposi¢cao dos individuos a fatores de risco cancerigenos. Os
atuais padrdes de vida adotados em relacdo ao trabalho e nutricdo, por exemplo,
expdem os individuos a fatores ambientais mais agressivos, relacionados a agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos resultantes de um processo de industrializacdo cada vez
mais desenvolvido (MINISTERIO DA SAUDE, 2018.

Vale citar que o progresso nos ultimos anos tanto no ambito tecnolégico
guanto na abordagem multidisplinar especializada a fim de contribuir mais no campo
diagnostico, podem favorecer o aumento em numero de novos casos, COMO por
exemplo o estudo genbmico correlacionando o gene com o tipo de cancer
possibilitando conhecer a predisposicdo genética que o individuo venha apresentar
(DANTAS et al, 2009) ou o surgimento de equipamentos de imagem mais
sofisticados e até mesmo a contribuicdo da nanotecnologia colaboram com imagens
altamente refinadas auxiliando em um diagnéstico preditivo e confiavel
(LEOPOLDINO et al., 2005).

O aumento da exposicdo a agentes cancerigenos pode provocar alteragdes no
material genético de células normais, reprogramando-as de tal forma a promover o
crescimento desordenado das mesmas que se dividem rapidamente, tendem ser um
crescimento agressivo e incontrolavel, afetando tecidos adjacentes e até mesmo
orgaos distantes, formando metastases. Esse € o principio basico da carcinogénese.
(CAMPOS et al., 2012).

Contudo, paralelo a esse cenario ha cada vez mais estudos sobre acdo de
tratamentos para combate ao cancer. De acordo com Andrade (2007; apud SILVA,

2015), atualmente os tratamentos de escolha sdo composta basicamente pela
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remocao cirdrgica, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia, imunoterapia e uso
de bloqueadores enzimaticos.
Sendo a quimioterapia 0 mais usado, e por isso escolhido como nosso foco de

estudo.

1.2 Quimioterapia

A gquimioterapia é o método que utiliza compostos quimicos (quimioterapicos)
no tratamento de doencas causadas por agentes biologicos. Quando aplicada ao
cancer, a quimioterapia € chamada de antineoplasica ou antiblastica (INCA, 2018).

O primeiro quimioterapico antineoplasico foi desenvolvido a partir do géas
mostarda, usado nas duas Guerras Mundiais como arma quimica. ApGs a exposi¢ao
de soldados a este agente, observou-se que eles desenvolveram hipoplasia medular
e linféide, o que levou ao seu uso no tratamento dos linfomas malignos. (INCA,2018).

A partir dos estudos com gas de mostarda, criaram-se inUmeros agentes
neoplasicos onde em sua maioria interagem quimicamente com o DNA, logo a
interferéncia nesta molécula afeta a funcéo e a proliferacédo tanto de células saudaveis
guanto em células neopléasicas. Foi a partir dessa observacéo que Bruce et al. (2012)
fizeram a classificacdo dos antineoplasicos de acordo com a atuacao no ciclo celular,

demonstrado e explicitado no item a seguir.

1.2.1 Classificacao dos quimioterapicos antineoplasicos.

1.2.1.1 Quanto a sua relagdo ao ciclo celular.

Ciclo Inespecifico: atua nas células que estdo ou ndo no ciclo proliferativo.

Esse grupo de drogas que sao eficazes quando células neoplasicas estdo em ciclo de
divisdo (mitose) ou em repouso. Atuam geralmente em tumores de crescimento lento,
com baixa fracdo de duplicacdo. Exemplo: mostardas nitrogenadas (BRUCE et
al.,2012).

Ciclo Especifico: atua somente nas células que se encontram em proliferacéo.

Estes agentes sao eficazes em tumores grandes com mais células ativas em divisao

no momento da administracdo da droga. Estes quimioterapicos séo geralmente dose-
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dependente, ou seja, o numero de células destruidas € diretamente proporcional a
dose de droga administrada (BRUCE et al.,2012).

Do ponto de vista farmacocinético, apresentam geralmente uma curva de dose-
resposta linear em que quanto maior a quantidade de droga administrada, maior a
fracdo de células mortas. Exemplo: ciclosfamida (BRUCE et al.,2012).

Fase — Especifica: atua em determinadas fases do ciclo celular. A

especificidade para a fase apresenta implicacées importantes: observa-se um limite
no numero de células que podem ser erradicadas com uma Unica exposicdo
instantanea (ou muito curta) a droga, uma vez que somente aquelas células que
estiverem na fase sensivel serdo mortas. Uma dose mais elevada ndo consegue
matar mais células. E necessario, entdo, promover-se uma exposi¢cdo prolongada ou
repetir a dose da droga para permitir que mais células entrem na fase sensivel do
ciclo (BRUCE et al.,2012).

As drogas fase-especificas atingem um limite na sua capacidade de
aniquilamento celular, mas seu efeito € uma funcdo tanto do tempo quanto da
concentragdo. Acima de certa dose, maiores incrementos nas doses das drogas nao
resultam em mais morte celular. Se a concentragcdo da droga € mantida por um
periodo de tempo, mais células entrardo na fase letal especifica do ciclo e seréo
mortas. Exemplo: Metotrexato (fase S), Ectoposideo (fase G2), Vincristina (fase M).

(Acdes de enfermagem para o controle de cancer, 2015).

1.2.1.2 Quanto a relagéo com o ponto de interferéncia no DNA.

Outra classificacdo é a de Calabresi e Chabner (2003), os antineoplasicos
classificam-se de acordo com o ponto de interferéncia no mecanismo de acédo das
diferentes etapas da sintese de DNA, transcricdo e tradugdo como demonstrado na

figura 1.
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Figura 1: Classificacdo de agentes antineoplasicos por Calabresi e Chabner. Fonte: ALMEIDA, 2004

1.2.1.3 Quanto a estrutura quimica e fungao celular.

De acordo com Schulze (2007) os principais farmacos antineoplasicas
utilizadas no tratamento de cancer atuam em alguma fase do ciclo celular e
classificam-se de diferentes formas, como explicitado abaixo.

Alquilantes polifuncionais: se ligam ao DNA de modo a impedir a separacéo

dos dois filamentos do DNA na dupla hélice espiralar, fendmeno indispensavel para a
replicacdo. Afetam as células em todas as fases do ciclo celular. Raramente
produzem efeito clinico 6timo sem a combinagdo com outros agentes, também fase-
especificos do ciclo celular. (mostarda nitrogenada, mostarda fenil-alanina,
ciclofosfamida, o bussulfam, as nitrosuréias, cisplatina, ifosfamida) (SCHULZE, 2007).

Antimetabdlicos: inibem a biossintese dos componentes essenciais do DNA e

RNA, impedindo a multiplicacdo e funcdes normais da célula. S&o particulamente
ativos contra células que se encontram na fase de sintese celular durante a intérfase
(fase S). Esta inibicdo da biossintese pode ser dirigida as purinas (como é a acdo dos
quimioterapicos 6-mercaptopurina e 6tioguanina), a producdo de acido timidilico (5-
fluoruracil e metotrexate) e outras etapas da sintese de acidos nucléicos (citosina-
arabinosideo) (SCHULZE, 2007).
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Antibiéticos antitumorais: embora inibam a sintese de DNA e de proteinas, ndo

atuam especificamente sobre uma determinada fase do ciclo celular. Possuem anéis
insaturados que permitem a incorporacdo de excesso de elétrons e a consequente
producéo de radicais livres reativos. Podem apresentar outro grupo funcional que Ihes
acrescenta novos mecanismos de ag¢ao, como alquilagdo (mitomicina C), inibicdo
enzimatica (actinomicina D e mitramicina) ou inibicAo da funcdo do DNA por
intercalagéo (bleomicina, daunorrubicina, actinomicina D e adriamicina e seus
analogos mitroxantona e epirrubicina) (SCHULZE, 2007).

Inibidores mitéticos: podem paralisar a mitose na metafase, devido a sua acao

sobre a proteina tubulina, formadora dos microtibulos que constituem o fuso
espiralar, pelo qual migram 0s cromossomos. Assim 0S cromossomos, durante a
metéfase, ficam impedidos de migrar, ocorrendo a interrup¢éo da divisao celular. Tem
os alcaldides da vinca rosea (vincristina, vimblastina e vindesina) e os derivados da
podofilotoxina (0o VP-16, etoposide; e o VM-26, teniposide). Devem ser associados a
outros agentes para maior efetividade da quimioterapia (SCHULZE, 2007).

Outros agentes: algumas drogas ndo sao agrupadas em uma determinada

classe farmacoldgica como a dacarbazina (usada no tratamento de melanoma
avancado, sarcoma de partes moles e linfomas), procarbazina (usada na doenca de
Hodgkin) (SCHULZE, 2007).

1.3 Os Efeitos Colaterais e a Neutropenia Grave

Entre os tratamentos para pacientes com cancer a quimioterapia antineoplasica
€ uma das mais importantes e promissoras maneiras de combater a doenca. Porém
sua acao inespecifica leva a inidmeros efeitos colaterais(ALMEIDA et al. 2004).

Ha conhecimento hoje na literatura de inUmeros efeitos colaterais, no tecido
hematopoiético, por exemplo, os farmacos quimioterapicos podem causar
pancitopenia: caracterizada pela reducdo das heméacias, dos leucdcitos
(principalmente os neutrofilos) e das plaquetas, gerada pela acdo inespecifica dos
farmacos, lesando tanto células malignas quantos saudaveis (GELESSON et al.,
2009). Aléem de outros efeitos colaterais como: nauseas, perda de cabelo e
suscetibilidade a infec¢des bacterianas (ALMEIDA et al. 2004).



16

Dentre os diferentes efeitos colaterais 0 que causa maior preocupacgdo a area
médica € o quadro de neutropenia grave. Essa situagdo € caracterizada quando a
contagem absoluta de neutrdfilos (leucdcitos polimorfonucleares) segue menor que
500 células/microlitro (ou <0.5*107%/L). Os neutréfilos desempenham um papel critico
na resposta inflamatoéria aguda e na defesa imunoldgica contra infec¢des bacterianas
(BOXER; DALE, 2012). A neutropenia grave promove no paciente uma
vulnerabilidade a agentes infecciosos, 0 que requer alteragdes no regime terapéutico
preconizado, podendo, por um lado, conduzir a reducdo de doses ou, por outro, levar
ao atraso de administracdo de ciclos. Tais alteracdes afetam significativamente a
morbidade e por vezes, a mortalidade destes pacientes (BARROSO; DAMASCENO;
DINIS, 2008).

Em vista disso, mostram-se importantes e necessarios que laboratorios que
atuam em centros oncologicos compreendem e reconhecem melhor o processo de
morte leucocitaria a fim de levar informacdes significativas sobre essa abordagem ao
campo diagndstico, podendo assim contribuir de forma preditiva ao combate a
neutropenia grave, quadro clinico delicado retratado no trabalho de Barroso e
colaboradores (2008)

1.4 Processo de Morte Celular.

Durante muito tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo de
carater degenerativo, que ocorre em situacdes de lesédo celular, infeccdo e auséncia
de fatores de crescimento. Entretanto, nem todos os eventos de morte celular séo
processos passivos. Organismos multicelulares sdo capazes de induzir a morte
celular programada como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares. Em
resposta ao estresse, ou lesdo provocada na célula, a morte celular é a resposta final
de um organismo e € um dos mais cruciais eventos na evolucido de uma doenca em
qgualquer tecido ou 6rgdo. Porém, esse fenbmeno ocorre também em circunstancias
normais como na embriogénese, no desenvolvimento dos 6rgdos e na manutencao da
homeostase. (GRIVICICH et al., 2007).

As principais vias para morte celular sdo necrose e apoptose. Cada via
apresenta caracteristicas morfologicas e bioquimicas especiais que serdo descritas

neste trabalho.
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1.4.1 Necrose celular

1.4.1.1 Necrose e o cancer

Ha relatos de estudos que avaliam a acdo de farmacos em proteinas
especificas no processo de necrose na tentativa de atuar na eliminacdo de células
malignas, como é o caso dos estudos em células ricas em RIPK1 (proteina quinase
RP1), onde, verificou-se que a acdo sobre elas podem demonstrar a propagacao de
necrose induzida pela proteina Fas, TNF (fator de necrose tumoral, do inglés, tumor-
necrosis-fator) e pelo TRAIL-R (ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF, do
inglés, tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) pois estas dependem
da presenca de RIPK1 ativa. A morte celular induzida por RIPk1 e TRAF2 (fator 2
associado ao receptor TNF), sao cruciais para a ativacdo do JNK (quinases N
terminais). Esta quinase entdo prejudica a integridade da membrana mitocondrial,
causando a liberacdo de proteinas do espaco intermembranar mitocondrial e
consequentemente a necrose. (FESTJENS; BERGHE; VANDENABEELE, 2006).

1.4.1.2 Aspecto bioquimicos/moleculares

A necrose € um tipo de morte na qual as células sofrem uma injuria que
resulta no aumento do volume celular, agregacado da cromatina, desorganizacao do
citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura
celular. Durante a necrose o conteudo intracelular é liberado iniciando uma reacéo
inflamatoria local e danificando as células vizinhas (GRIVICICH et al, 2007).

Ha também a morte celular independente da caspase pode fornecer um
mecanismo de suicidio de backup se o mecanismo classico de apoptose falhar.
A morte celular induzida sob tais condicbes ndo possui as caracteristicas tipicas da
apoptose, ao invez disso, se assemelha a necrose. Assim, a morte celular necrética
ndo é o resultado de uma cascata de sinalizacdo bem descrita, mas é a consequéncia

de uma extensa crosstalk (conversa cruzada) entre varios eventos moleculares em
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diferentes niveis celulares. Dependendo do contexto, a necrose pode ser totalmente
desregulada ou, pelo contrario, programada. (ALVAREZ; LACALLE; ALVAREZ, 2010).

Como representado na figura 2, o acionamento dos receptores de morte e do
Toll-like receptor (TLR3 / 4), iniciam uma via de sinalizagdo que leva a sobrevivéncia
ou morte das células. Dependendo do contexto celular, a presenca (figura 2 linha
tracejada) ou auséncia (figura 2 linha completa) de inibidores da caspase, as células
morrem por apoptose ou necrose. O FADD (Dominio de morte celular associada ao
receptor Fas, do inglés, Fas-associated protein with death domain) € um importante
adaptador na sinalizacdo do receptor da proteina RP1. (FESTJENS; BERGHE;
VANDENABEELE, 2006).

THF-R1 TLR3/4 Extensive
‘L w].r DNA damage
TRADD 5§$F TRIF PARP-1
‘/ ,l, overactivatior
FADD RIP1*/Hsp90 RIF1. l’
% 4 NAD+/ ATR]
RVADAM) caspase- ":,,_ FADD NF-xB NECROSIS
1-':[ TRAF2/RIP1
apoptosis NF-xB  NECROSIS | caspase-8|..2¥AD-fmk/
Crma JNK
apoplosis
Mitochondria
NECROSIS

Fig 2: A transducdo de sinal cascata levando a morte celular necrética e o papel do RIP1.

Fonte: Festjens; Berghe; Vandenabeele (2006).

Ha muitos outros mediadores envolvidos na fase de execucdo da morte celular
necrotica, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO), calcio (Ca2+), calpaina,
catepsina, fosfolipases e ceramida. (EDINGER, THOMPSON, 2004).

As mitocondrias sdo a principal fonte de ERO na célula. Os elétrons
frequentemente escapam ao longo da cadeia de transporte de elétrons (ETC),
geralmente nos complexos | e lll. A reacdo do elétron renegado com oxigénio
molecular produz um radical de oxigénio. As ERO formadas e atuando no ambiente

hidrofébico da membrana mitocondrial interna desempenham um papel importante
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na citotoxicidade  necrética  induzida por TNFa. (FESTJENS; BERGHE;
VANDENABEELE, 2006).

Como mostrado na figura 3, a estimulacdo com Ca?* melhorao fluxo de
elétrons na cadeia respiratéria, e a estimulacdo com Ca?*da NOS (6xido nitrico
sintase) e a geracdo subsequente de NO (6xido nitrico) inibem a respiracdo no
complexo IV. Estes eventos aumentam a producdo de ROS. Além disso, 0o NO e o
Ca * podem inibir o complexo |, possivelmente aumentando a producdo de ERO.
Ca % em altas concentracdes desencadeia a abertura do PTP (poro de transicéo de

permeabilidade).
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Figura 3: Mecanismo de estimulacdo com Ca’*da geracdo de ERO mitocondrial. OMM:
membrana mitocondrial externa. IMM: membrana mitocondrial interna. IMS: espac¢o intermembranar.

Fonte: Festjens; Berghe; Vandenabeele (2006)

1.4.1.3 Aspectos morfolégicos

A presenca de células necroéticas aumenta a eosinofilia (aumento da coloracao
résea devido a maior concentracdo de enzimas acidofilas). Este fato é observado
através de uma técnica utilizada em grande escala em rotina de laboratérios de
analises clinicas, a qual consiste em corar as células com Hematoxilina e Eosina
(H&E) para diferenciar estruturas acidoéfilas e basofilas. O resultado revela um
aumento de conteudo aciddfilo, atribuivel em parte as proteinas citoplasmaticas
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desnaturadas que se atraem a Eosina, identificado através da coloracdo résea a
alaranjada. Ha também perda de RNA citoplasmatico, o que diminui a basofilia. Estas
células podem apresentar aparéncia mais homogénea e cristalina, devido
principalmente a perda de particulas de glicogénio. As figuras de mielinas (massas
fosfolipidicas) sdo mais evidentes em células necréticas do que nas viaveis.
Habitualmente h& presenca de vacuolos citoplasméticos, pois enzimas lisossomais
gue sao responsaveis pela digestdo celular, sdo recrutadas para desintegrar as
organelas. Numa andlise ultraestrutural, nota-se, nestas células, uma descontinuidade
da membrana celular e das membranas que compde as organelas, além do aumento
significativo das mitocondrias e rompimento dos lisossomas. (KUMAR, ABBAS,
ASTER, 2013).

Devido a degradacéo da cromatina e do DNA verificam-se altera¢cdes nucleares
como descoloracdo basofilica do nucleo conhecida como caridlise, provavelmente
devido a atividade da desoxirribonuclease (DNAse). Outro padrdo observado é a
picnose, caracterizada pela retragdo nuclear e o aumento da basofilia: o DNA se
condensa em uma massa solida e encolhida. E por fim pode ocorrer a cariorrexe,
onde nucleo picndtico sofre fragmentacado podendo desaparecer totalmente dentro de
1 a 2 dias. As células necréticas podem persistir por algum tempo ou serem
fagocitadas por outras células. Pode ocorrer também o processo de calcificacdo, onde
tais células sdo impregnadas por acidos graxos e estes se ligam a sais de calcio.
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013)

1.4.2 Apoptose celular

1.4.2.1 Apoptose e o cancer

A apoptose no cancer tem sido amplamente estudada e é bem reconhecido
gue a via de sinalizacdo apoptética é obrigatoriamente prejudicada durante o
processo de transformacdo oncogénica. Nao é de se surpreender que a atividade
reduzida da caspase seja muito comum em células cancerigenas, bem como o
desequilibrio entre as proteinas anti e pré-apoptoticas BCL2 E BAX, respectivamente

sdo importantes no resultado da resposta ao medicamento (SHEN et al. 2010).
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Restaurar a apoptose é uma estratégia terapéutica para o tratamento do cancer
gue tem sido explorada e intensivamente estudada. Por exemplo, o Oblimersen®, que
€ um medicamento antisense, ou seja, impede a formacao da proteina; foi o primeiro
medicamento direcionado ao BCL2 a iniciar um ensaio clinico. A combinacdo de
Oblimersen® como tratamento convencional resultou em uma quimiossensibilizacao
(KNOX et al. 2008). A partir disso foram realizados outros estudos com o
desenvolvimento de inibidores de pequenas moléculas especificas para proteinas
BCL2 antiapoptoticas com a avaliacdo da potencializagdo da eficdcia de
medicamentos estabelecidos e capacidades em diminuir a carga de quimioterapicos
ao paciente (VOUGLER, 2014).

1.4.2.2 Aspectos bioquimicos/moleculares

De acordo com Edinger e Thompson (2004) a apoptose € uma via de morte
celular induzida por um programa estritamente regulado por proteinas (enzimas) que
guanto ativadas degradam o DNA e proteinas nucleares e citoplasmaticas.

Ha dois mecanismos conhecidamente envolvidos que s&do disparadores no
processo apoptotico (figura 4). O primeiro € mediado por um fator receptor ligante na
superficie celular externa, onde as moléculas ativadoras TFN-a e TNF-[3, ligam-se ao
receptor celular TNF, os ativadores FasL (Ligante Fas) aos receptores Fas ou CD95
(Ligante de receptor de morte 95) que sao produzidas pelo sistema imune. Tais
proteinas ativam as pro-caspases, que sao a forma inativa da proteina apoptotica
caspase 8, essa, quando em sua forma ativa inicia a cascata de proteases e ao final
da via a CAD (DNAse ativada por caspase) entra no nucleo e cliva o DNA, produzindo
fragmentos caracteristicos das células apoptoticas. (VASCONCELOS et. al, 2016).

O segundo mecanismo, nos mostra que sinalizacdo interna envolve uma
variedade de estimulos ndo mediados por receptores e que produzem sinais
intracelulares que agem sobre alvos dentro da célula e convergem na mitocondria
(ELMORE et. al, 2007). Nesse caso, sinais de morte sdo detectados pela mitocondria
gue em caso de morte € permeada pelas proteinas BAX que liberam citocromo c da
cadeia transportadora de elétrons no citosol. No citoplasma, o citocromo c liga-se ao
fator faa-1, até entdo inibido pela ligacdo com proteinas BCL-2 na superficie externa

da mitocondria, e na presenca de ATP ativam a caspase 9 na extremidade do
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citocromo, esse por sua vez ativa a caspase 3, 6 e 7 que inicia a cascata de
proteases, culminando na apoptose (NELSON; COX, 2013)

Ligante Fas, FNT Sinals de eatrease infracelular

proteinas
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Figura 4: Indug&o da apoptose via receptores de morte e por disfuncdo mitocondrial
Fonte: Adaptado de Kaplowitz (2008)

As caspases sdo, portanto, responsaveis pelos eventos bioquimicos que
promovem as modificagcbes morfolégicas que culminam na morte da célula, os mais
importantes sdo: () a protedlise é irreversivel, sendo a regulacdo das proteases
limitada ao controle de sua atividade e da disponibilidade de substratos, posto que
nao ha como voltar atras apds a clivagem de uma proteina; (ll) as proteases sao
sintetizadas inativas e ativadas por catalise no momento de sua requisicao, e (Ill) séo
capazes de regular sua prépria ativacéo através de feedback negativo e positivo. Elas
agem modificando as proteinas que mantem as células vivas, como: membranas
biologicas, proteinas responsaveis pela organizacdo da cromatina, proteinas ligadas

ao reparo e replicacdo do DNA e proteinas do citoesqueleto (BENETONE, 2005).
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1.4.2.3 Aspectos morfoldgicos

No aspecto morfologico espera-se observar fragmentos das células
apoptoticas, poréem com membrana plasmatica intacta, conhecido como corpos
apoptoticos, mas devido as mudancas significativas na membrana como a exposicéo
da fosfatidilserina, um componente fofolipidico que normalmente localiza-se no folheto
interno da membrana. Esta quando externalizada promove o recrutamento de
fagécitos que eliminam rapidamente células em apoptose, ndo permitindo que
conteudo do seu interior extravase. A apoptose difere da necrose, pois esta Ultima
tem como caracteristica a perda da integridade da membrana, digestdo enzimatica da
célula e extravasamento dos conteldos intracelulares. Entretanto a apoptose e a
necrose podem coexistir, e a apoptose induzida por antigenos patolégicos pode
progredir para necrose. (GRIVICICH et al, 2007).

A apoptose pode ocorrer tanto em situagdes fisioldgicas como na destruicédo
programada de células na embriogénese, como em condi¢des patoldgicas eliminando
células que estdo geneticamente alteradas ou lesadas de modo irreparavel. Neste
ultimo caso observamos situagdes em que ha danos ao DNA provocada por radiacao,
lesdo citotoxica provocada por quimioterapicos ou hipoxia, devido a producdo de
radicais livres (GASQUEZ, 2013).

Suas caracteristicas morfoldgicas sdo muito marcantes e coordenadas (figura
5). De um modo geral, € um fenémeno bastante rapido: ocorre uma retracdo da célula
gue causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. As
organelas celulares mantém a sua morfologia, com excec¢do, em alguns casos, das
mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre
condensacao e se concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta. Apos
esse processo a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o nucleo se
desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da
membrana celular aumentam de nimero e tamanho e rompem, originando estruturas
envoltas por uma membrana e com conteudo celular. Estas porcoes celulares
envoltas pela membrana sdo denominadas corpos apoptoticos. Os corpos apoptoticos
sdo rapidamente fagocitados por macrofagos e removidos sem causar um processo
inflamatorio. Outra caracteristica muito marcante da morte por apoptose é a

fragmentacdo DNA, a qual possui um padrdo caracteristico: uma endonuclease é
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ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos varidveis, mas sempre multiplos

de 200 pares de base. (GRIVICICH et al, 2007).
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Figura 5: Caracteristicas morfolégicas de apoptose e necrose. Fonte: adaptacao de Grivicich et

al. (2007)

A demonstracdo de que a apoptose é um mecanismo inato de defesa

antineoplésica e que Vvarios agentes quimioterapicos agem através da inducao desse

tipo de morte celular, o que leva a uma intensa investigacdo dos mecanismos

moleculares da apoptose e sua aplicacdo no tratamento

(NICHOLSON,2010)

1.5 Atuacdo e |Importancia do Laboratorio de Analises Clinicas nos

Centros Oncologicos.

cancer.

Em vérios Centros Oncoldégicos, incluindo o servico oferecido pelo Hospital

Federal de Bonsucesso/RJ (HFB) a rotina de exames laboratoriais sempre inclui a
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avaliacdo do Hemograma Completo, justamente para acompanhar a depressao
medular que o paciente possa vir apresentar durante a quimioterapia. Este exame
avalia e quantifica hemacias, leucocitos e plaquetas. Na rotina do HFB é executado
inicialmente por meio de automacao e posteriormente tais células sdo avaliadas e
gualificadas através de distensdes sanguineas devidamente coradas..

A coloracdo usada é o corante € o Wright, € uma variagdo do meétodo
Romanowsky, técnica que utiliza uma combinacdo de corante &acido (vermelho)
usualmente a eosina e corante basico (azul de metileno) para serem observadas em
microscopia de campo claro (OLIVEIRA, 2007).

Seria entdo plausivel deduzir que a avaliacdo microscopica minuciosa pode-se
ser uma ferramenta importante e significativa para andlise de leucdcitos em pacientes
oncoldgicos, a fim de investigar possiveis alteracdes morfolégicas sugestivas de um
processo de morte celular pois estas poderiam sinalizar uma iminente leucopenia
neutropénica, quadro importante para avaliacdo e conduta terapéutica. Sendo assim,
a analise de tais alteragbes pode fornecer dados suficientes para uma possivel
intervencdo médica antes que esse paciente entre no quadro de neutropenia grave,
evitando que o mesmo torna-se mais suscetivel a infec¢des bacterianas e diminuindo
suas chances de cura como descrito no trabalho de Barroso et al. (2008). Sendo
assim, um profissional bem treinado e capacitado deverd reconhecer alteracdes
morfolégicas sugestivas deste processo de morte celular dos diversos tipos
contribuindo entdo de maneira preditiva para melhor diagnéstico deste paciente.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral.

Criar protocolo padronizado para o uso de técnica de pesquisa de morte
leucocitaria por microscopia optica em pacientes quimiotratados do Hospital Federal

de Bonsucesso/RJ.

2.2. Objetivos Especificos:
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e Padronizar técnica de isolamento e concentracdo de leucocitos por

gradiente de densidade.

e Verificar caracteristicas morfolégicas compativeis com as que ocorrem
em processo de morte leucocitaria através de duas técnicas distintas: o
método direto e meétodo de isolamento de leucocitos no sangue

periférico dos pacientes quimiotratados do HFB.

e Analisar e confrontar resultados obtidos na microscopia Optica com

métodos de fluorescéncia automatizada.

e Criar Procedimento Operacional Padrdao - POP para realizacdo da
pesquisa de morte leucocitéria através do uso da microscopia Optica em
pacientes quimiotratados do HFB.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental e o TCLE, foi aprovado
pelo Comité de Etica do Hospital Federal de Bonsucesso, dentro das normas que
regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Saude —
Ministério da Saude, Resolucdo n°196 de 10 de outubro de 1996 e complementares.
O pesquisador principal foi responsavel por conduzir o estudo em estrita observagéo
ao protocolo aprovado (CAAE: 26073319.6.0000.5253. Apéndice C).

3.2 Pacientes e A mostras

Foram selecionados 7 mulheres e 8 homens com idade entre 18 e 65 anos que
realizaram sessfes de quimioterapia no ambulatorio de oncologia do Hospital Federal
de Bonsucesso/RJ., independente do tipo de cancer, do seu estadiamento, e do
guimioterapico de escolha (quadro 1). Todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). As amostras para o estudo foram de
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sangue total com anticoagulante EDTA e foram considerados critérios de exclusao

para esta pesquisa amostras com volume inferior a 4 ml, material com tempo maior de

4 horas entre a coleta e a entrega ao laboratorio, amostras coaguladas, hemolisadas

ou lipémicas.
PACIENTE SEXO IDADE CANCER QUIMIOTERAPICO

Pi FEM 46 MAMA Ciclofosfamida +
5-fluorouracil (5-FU)

P2 MASC 65 PROSTATA Docetaxel

P3 MASC 59 PROSTATA Docetaxel

P4 FEM 42 MAMA E COLODO | Ciclofosfamida+5-FU

UTERO
P5 FEM 60 MAMA Cisplatina +
Gemcitabina

P6 MASC 59 PROSTATA Docetaxel

P7 MASC 58 ESTOMAGO Docetaxel

P8 FEM 51 FIGADO 5-FU + Oxaliplatina

P9 MASC 62 COLORRETAL 5-FU

P10 MASC 44 FIGADO 5-FU + Oxaliplatina

P11 MASC 62 PROSTATA Cabazitaxel

P12 FEM 64 FIGADO 5-FU + Oxaliplatina

P13 FEM 59 FIGADO 5-FU + Oxaliplatina

P14 MASC 22 TESTICULO Etoposido+Cisplatina

P15 FEM 18 LEUCEMIA Citarabina

Quadro 1 — Lista de dados dos participantes do estudo.

3.3 Coleta de A mostras

Estes pacientes realizaram em sua rotina laboratorial, 0 exame de hemograma

completo através do equipamento Coulter LH 750 (Beckaman Coulter) para avaliacéo

de hemacias, plaquetas e leucocitos a fim de obter informacdes importantes sobre a

medula 0ssea: se a mesma esta produzindo nimero suficiente de células maduras de

diferentes linhagens e se os processos de diferenciagéo, proliferagdo e maturacao

estado reproduzindo de forma adequada (SILVA et al., 2016).
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As amostras em estudo foram colhidas na fase de pré- quimioterapia (fase que
0 paciente € avaliado se esta em condi¢cfes de realizar a quimioterapia, por meio da
analise do hemograma completo), em puncdo venosa através do sistema a vacuo ou
por seringa e agulhas e preservados em tubo contendo EDTA, o volume colhido de
sangue total foi de 4 mL e entdo encaminhado imediatamente para o laboratorio de
analise. ApOs a avaliagéo e liberagcdo do hemograma completo para a equipe médica,
essa mesma amostra sera reutilizada para o estudo em questdo, ndo expondo o

paciente a uma nova coleta, poupando-o de intervencgdes e incOmodos extras.

3.4. Técnica de Colo racéo Direta.

Apoés as amostras colhidas serem processadas para realizagcdo do Hemograma
Completo, foram confeccionadas distensdes sanguineas e coradas com 0 corante
Wright (Bioclin, Quibas. Quimica Basica Ltda. Ref:006)

De acordo com Oliveira et al. (2007) conforme citado por Vale (2014), o corante
Wright segue a metodologia de coloracdo Romanowsky, este foi constituido por
diferentes misturas de corantes basicos e acidos, as tiazinas (o azul-de-metileno e
seus derivados) e as eosinas, respectivamente. Baseando-se no principio que
estruturas acidas se deixam corar pelos corantes bésicos (cor azul), e que estruturas
celulares basicas se deixam corar pelos corantes acidos (eosina — cor alaranjada a
avermelhada), entendem-se as variacdes das coloracdes das células sanguineas,
adquirindo como exemplo prético, a coloragdo azulada dos nucleos devido a alta
concentracdo de DNA e a coloracdo levemente avermelhada das hemacias em
virtude da hemoglobina ali presente.

Foi realizada a técnica de coloragdo Wright (Bioclin, Quibas. Quimica Béasica
Ltda. Ref:006) que consistiu em cobrir o esfregaco com 20 gotas do corante. Apoés, 5
5 a 7 minutos, foi adicionado 20 gotas de agua e homogeneizado. Apds 3 a 5 minutos,
a lamina foi lavada em agua corrente. E por fim, deixada para secar em posicéo
vertical.

As laminas coradas foram visualizadas em microscopio 6tico de campo claro,
lidas em lentes objetivas de aumento de 100x em 6leo de imerséo (6leo mineral). Os

resultados obtidos foram descritos pelo numero de células com caracteristicas de
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morte celular em uma populacdo de 200 leucécitos, e expressos em valores
percentuais.
As analises microscopicas foram feitas em duplicatas, e seus resultados
somados e dividido por 2 para obtencdo de uma média para cada amostra estudada.
3.5. Técnica de Isola mento de Leucécitos Mononuclea res e

Polimorfonucleares.

Essa técnica fundamentou-se no isolamento simultineo de células
mononucleares e polimorfonucleares de sangue periférico, utilizando gradiente
descontinuo de Ficoll-Histopaque d=1,077 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.
Ref:63/10-3) e d=1,119 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA. Ref:02/11-1).

Utilizou-se um tubo conico graduado de 10 ml onde foi vertido primeiramente 2
ml de Histopaque densidade 1,119. Em seguida, acrescentados 2 ml de Histopaque
1,077 vagarosamente. Por fim, adicionou-se 4 ml de sangue total seguido por
centrifugacéo por 30 minutos a 700 x G, sem aplicacao de freio no final do processo.
Os reativos foram conservados em temperatura de 2 a 8°C, porém foi necessario que
a aliquota dos mesmos estivesse em temperatura ambiente no momento do uso
(SAITO, 2007).

Apoés a centrifugacéo foram observadas 2 camadas distintas: uma superior de
mononucleares e inferior de polimorfonucleares, com ajuda de uma pipeta, foram
recolhidas as duas camadas e foram realizadas 2 lavagens com solucdo tampéao
fosfato-salino ou também conhecida como PBS (tampé&o fosfato salina, do inglés,
phosphate buffered salin).

A lavagem foi feita com PBS diluido 1:10, adicionou-se 10 ml desse material no
concentrado de mononucleares e polimorfonucleares e o submeteu a uma
centrigugacdo de 200 x G por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o
precipitado foi corado com corante Wright seguindo a técnica descrita no item 3.3.

Foi deixado a lamina secar na estufa por 30 minutos, em seguida seguiu-se
com a técnica de coloracao Wright (Bioclin, Quibas, Quimica Béasica Ltda. Ref:006)
conforme o método descrito acima.

Em seguida investigou-se em microscopio de campo claro com objetiva de

100x (imersao) a presenca de células com caracteristicas de morte celular. Resultado
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obtido foi descrito pelo nimero de células com caracteristicas de morte celular em

uma populacao de 200 leucdcitos, e expressados em valores percentuais.

3.6. Técnica de Triagem Celular em Microscopia de Fluorescéncia
Automatizado - Técnica Confirmatoria.

Para confirmar o resultado das amostras positivas, foi lancado mé&o do método
com corantes fluorescentes: Hoechst e o lodeto de Propideo (Pl). Essa técnica foi
baseada na propriedade que Hoechst tem de ligar-se ao DNA, preferencialmente as
areas de Adenina-Timina, revelando assim todas células das amostras as vivas e
mortas. Ele foi excitado em um comprimento de onda préximo ao 350nm (luz
ultravioleta) e emitiu fluorescéncia verde/azul préximo aos 460nm. (DUARTE et al.,
2017).

Ha também a utilizacdo do marcador nuclear fluorescente PI, ele foi excitado
no comprimento de onda de 488nm e emitiu uma cor vermelha (617nm) (Bertho,
2015) tornando-se possivel verificar células necroticas. Tal propriedade deve-se ao
fato que marcadores de DNA de elevado peso molecular, como PI, ndo sao passiveis
de penetrar na célula intacta em decorréncia do seu tamanho, ao menos que tais
células apresentem alteracdes na permeabilidade da membrana plasmética, como
ocorre na necrose. Desse modo, utilizando Hoechst combinado com PI visualizou-se
numero total de células simultaneamente. (VERMES et al., 1995).

A andlise foi realizada no equipamento High Content Analysis - HCA, este é
meétodo de triagem de alto contetdo, onde uma combinacdo da biologia celular, com
todas as suas ferramentas moleculares, com microscopia automatizada de alta
resolucédo e manipulacéo robdtica, proporcionando uma resposta eficiente até mesmo
guando necessita de uma avaliacdo em grande escala. As células foram expostas
primeiro a produtos quimicos, nesse trabalho a corantes fluorescente especificamente
onde as alteracdes na morfologia celular foram detectadas, analisadas e quantificadas

usando estudo de imagens.
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3.6.1 Preparo das amostras para analise no HCA

3.6.1.1 Protocolo 1 — placa com poli-L-lisina

Neste protocolo utilizamos placas com 24 pocos e poli-L-lisina. A solucdo de
Poli-L-lisina é comumente usada na aderéncia de sec¢des de tecidos a superficies de
plasticos e vidro para imuno-histoquimica. Este protocolo foi baseado na
caracteristica eletrostatica onde o polimero de poli-L-lisina que é carregado
positivamente é capaz de atrair as células, estas com carga negativa, permitindo a
adeséao delas ao fundo da placa (BARTH, 2008)

A técnica consistiu em:

- Foi diluido 1 ul de Hoechst concentrado em 5 ml de PBS.

- Foi aplicado 50 ul de Hoechst diluido em 50 pl de isolado de leucécito.

- Na amostra de sangue total realizou-se uma diluicao prévia de 1:10 com PBS.

- Aguardou-se 15 minutos.

- Preparou-se a placa com poli-L-lisina colocando 30 yl em cada poco, foi
aguardado 15 minutos. ApOs esse tempo retirou-se o excesso de poli-L-lisina.
Posteriormente, foi adicionado 1 pl de lodeto de Propideo nas solucbes descritas
acima. Para melhor visualizacdo dos leucocitos em microscopia Optica, foi necessario
lavar solucdo de sangue total com PBS, para retirar 0 excesso de hemacias, pois
estas prejudicariam a andlise devido a possibilidade de multiplas camadas formadas
ao fundo. Este processo consistiu em

- Apés o preparo da placa tratada com poli-L-lisina, foi preenchido o fundo do
poco completamente com a amostra tratada com Hoechst (cerca de 30 pl)

- Acrescentou-se 30 ul de PBS para homogeinizar

- Foi desprezada toda solug&o contida na placa

- Repetiram-se o0s itens anteriores 2x, porém na ultima nao foi desprezado a
solucéo.

- Foram aguardados 30 minutos para leitura

Vale lembrar que a solucéo de isolados de leucécitos era pobre em hemécias,

ndo sendo necessério o processo de lavagem.
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3.6.1.2 Protocolo 2 — lamina e laminula

A técnica consistiu primeiramente em:

- Foi diluido 1 ul de Hoechst concentrado em 5 ml de PBS.

- Foi aplicado 50 pl de Hoechst diluido em 50 pl de isolado de leucécito.

- Na amostra de sangue total realizou-se uma diluicdo prévia de 1:5 com PBS,
esta diluicdo contribuiu na visualizacao de leucécitos nas imagens, em seguida foram
adicionados 50 ul de Hoechst diluido.

- Aguardou-se 15 minutos para marcacao.

- Posteriormente, foi adicionado 1 pl de lodeto de Propideo nas solucbes
descritas acima. Aguardou-se 10 minutos e foi preparado a solugdo em lamina e
laminula para leitura no equipamento. Foi recomendado que a leitura seja concluida
entre 15 a 30 minutos pois é o tempo de exposi¢cdo ao iodeto de maior precisdo nos
resultados, conforme Pio (2019).

Resultados obtidos para avaliacdo de morte celular foram expressos em
porcentagem e calculados da seguinte forma: numeros de ndcleos corados com IP /

numero de nucleos corados com Hoechst x 100. (DUARTE et al., 2017)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise da Técnica de Isola mento de Leucdcitos

Conforme Siemsen et al. (2019), € importante isolar os leucécitos para uma
analise mais precisa de suas propriedades com intuito de melhor contribuir nos
estudos sobre tudo que se propbe a resposta imune. Assim como trabalho de
Siemsen este trabalho recorre a técnica de isolamento de leucécitos a fim de otimizar
a avaliacdo de morte leucocitaria, ao intencionar a concentragédo destas no campo de
microscopia Otica, possibilitando a visualizacéo e analise de maior nimero de células.

Esta demonstrado na figura 6 o concentrado de leucdcitos obtidos através do
uso da técnica de isolamento de leucdcitos mononucleares e polimorfonucleares, em
microscopia Optica de campo claro, com uso de lentes objetivas de aumento de 100x.
Na figura 6B, com mesma microscopia e lentes objetivas citadas anteriormente,

visualiza-se um campo de distensdo sanguinea corada pela técnica de coloracao
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direta e sem concentracdo de leucocitos. Foi observado um maior niumero de
leucécitos (figura 6A) na amostra onde houve a concentragdo pro gradiente de
densidade, comparado a amostra que nao passou por esse processo (figura 6B)
como ja esperado. A figura 6C mostra a analise quantitativa desses leucdcitos.

C Microscopia Optica

e Sangue Total
sk ok -
804 ®m |solado de Leucdcitos

Leucécitos por campo
(20 campos)
883
| .

o] etz

Figura 6. Comparacdo de concentrado de leucécitos x sangue total. 6A-concentrado de

leucdcitos. 6B-Distensao sanguinea. 6C- Analise quantitativa de leucécitos em 20 diferentes campos
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4.2 Andlise de Viabilidade Co mparativa de Microscopia Optica x
Fluorescéncia Automatizada em Sangue Total

Esta analise comparou os resultados das amostras submetidas a Técnica de
Coloracéo Direta com a Técnica Confirmatdria e seus resultados foram expostos na
figura 7 representa através do gréfico abaixo onde observa-se numero de leucécitos
com caracteristicas de morte celular observados em Microscopia Optica (MO), e o

numero de leucécitos mortos observados em FA.
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Figura 7. Comparacédo da Técnica de Coloracdo Direta (verde) com Técnica Confirmatoria

(rosa) de numero de células mortas encontradas no sangue total expressos em valores percentuais.

Lembrando que enquanto na FA, foi realizado uma avaliag&o por fluorescéncia,
investigou-se integridade da membrana devido a caracteristica observada no lodeto
de Propideo, ja na MO, foram observados aspectos morfologicos, caracteristicos de
morte celular (figura 8) onde pode-se visualizar grandes vacuolos citoplasmatico
(setas vermelhas), sugerindo um processo de morte celular naquelas células
caracteristicas marcante ao processo de necrose pois as enzimas lisossomais,
responsaveis pela digestdo intracelular sdo recrutadas a desintegrar as organelas.
(EDINGER; THOMPSON, 2004)
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Figura 8: Neutréfilo e Monécito com vacuolizagéo citoplasmatica. Setas vermelhas indicam os

vacuolos citoplasmaticos.

Este trabalho teve intuito de avaliar a confiabilidade nos resultados de analise
exclusivamente morfolégica de carateristicas de morte celular encontradas em
leucécitos visualizadas em MO de campo claro, sendo assim, buscamos a
especificidade e sensibilidade dos corantes Hoechst e Pl que foram interpretados a
fim de oferecer maior confiabilidade a Técnica.

Anteriormente, um estudo com propésito de padronizacdo de método para
avaliacdo de novos quimioterpicos capazes de provocar a morte celular no
protozoario Trypanossoma cruzi a fim de combater a doenca de Chagas em sua fase
aguda e crbnica recorreu ao método de microscopia de fluorescéncia automatizado
através do HCA como forma de validacdo e avaliacdo do método de contagem
manual de células plagueadas sensiveis ou ndo aos novos farmacos, pois esta

técnica permite avaliar alto conteddo celular com imageamento e através dele uma
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excelente aquisacao de dados, demonstrando assim eficiente para fim de validagao e
padronizacdo do método manual por meio de correlacédo de dados.(FARIA, 2016).

Também ja foi descrito que a quantificacdo de apoptose e necrose em cultivo
de células de Drosophila melanogaster através de analises de imagens, utilizou o
corante PIl, pois este tem apresentado vantagens como por exemplo, melhor
preservacdo das células cultivadas em meio de cultura sobre outros corantes ao
evidenciar a morte necrotica (SILVA et al., 2007). Ja estudos sobre viabilidade celular
em células-tronco mesenquimais tratadas com nanoparticulas de dioxido de titanio
utilizou o Hoechst conjugado ao PI, por sua caracteristica de corar o nacleo de células
viaveis, devido a sua capacidade de se ligar preferencialmente em sequéncias ricas
em adenina e timina, enquanto o Pl cora o nucleo de células mortas. Neste trabalho
as imagens fluorescentes também foram adquiridas pelo HCA. (Duarte et al, 2017).

Ha relatos que a apoptose espontanea in vitro em Leucemia Linféide Crénica
(LLC) descrito por Oliveira (2002) pode indicar que ocorre maior evidéncia de
apoptose em linfocitos B nas fases iniciais da doenca, e 0 mesmo ndo ocorre nos
estagios mais avancados, pois esse processo encontra-se bloqueado, sendo assim o
estudo de apoptose pode ser um dado importante para avaliacdo do estagio da
doenca ou sua malignidade (SARTOR et al., 2012)

4.3 Andlise de Viabilidade Co mparativa de Microscopia Optica x
Fluorescéncia Automatizada em Isolado de Leucdcitos

Esta andlise comparou os resultados das amostras submetidas a técnica de
isolamento de leucocitos, e analisadas em MO e FA, seus resultados devidamente
comparados. A figura 9 que € uma imagem retirada em MO onde pode-se verificar a
presenca sugestiva de processo de apoptose, devido a presenga de cariblise (circulo
vermelho), fenébmeno de descoloracdo basofilica do nucleo devido a agdo da DNAse.
(KUMAR et al. 2013)
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Figura 9: Foto de isolado de leucdcitos visualizado em microscopia de campo claro. A célula

circundada de rosa sugere a presenca de caridlise, processo observado na necrose celular.

A figura 10 exibe resultados de células com caracteristicas de morte celular
em isolados de leucocitos observados na MO, comparado com resultados de células

mortas fornecidas pela FA.
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Figura 10: Comparacao de numero de células mortas analisadas em MO (verde) e analisadas

em FA (rosa) somente com material submetido a Técnica de Isolado de Leucdcitos.

Estudo feito por Barroso et al. (2008) acredita que a melhor forma de evitar a
neutropenia grave é atraves do uso de fatores de crescimento hematopoiético como
opcao de profilaxia, e ndo aborda a identificacdo de apoptose ou necrose como
informacdao util preditiva para esse quadro.

4.4 Andlise de Viabilidade Co mparativa de Sangue Total e Isolado de

Leucdcitos em Microscopia Optica.

Nesta analise as amostras foram visualizadas somente na MO, parte dessa
amostra foi submetida a Técnica de Coloracdo Direto e outra parte foi submetida ao

Técnica de Isolamento de Leucdcitos. Os resultados foram apresentados na figura 11.
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Figura 11 Comparacdo de células mortas visualizadas somente em MO. Parte do material foi
submetido a Técnica de Coloragéo Direta (roxo) e outra parte foi submetida a Técnica de Isolamento de

Leucécitos (azul).

De acordo com estudo de Slitkin e Cumbie (1992), o Histopaque-1,119 junto
com Histopaque 1077 sdo usado para promover o isolamento de leucdcitos, baseado-
se na centrifugo-separagdo das células devido a um diferente gradiente de densidade
desses liquidos, logo criando camadas diversas de células devido aos seus diferentes
pesos moleculares. Somado a isso, 0 estudo de Anazetti e Melo (2007) sobre um
apanhado bibliografico das caracteristicas morfolégicas e bioquimicas no processo
necrotico e apoptotico relata caracteristicas como: inchaco citoplasmatico e
mitocondrial, tumefacdo celular devido ao aumento de Na+ citosodlico (necrose) e
retracdo celular e formacdo de corpos apoptoticos (apoptose). Esse combinado de
informacdes mais a andlise das figuras 10 e 11 sugerem que possivelmente tais
células podem (ja que possivelmente estdo com sua estrutura comprometida devido
ao processo de morte celular) apresentar prejuizo morfolégico apds a acéao de forca
fisica promovida pela centrifugacao.

Diante das analises observadas, evidenciou-se que a técnica de coloracao
direta foi 0o meétodo que apresentou resultados mais aproximados a técnica

confirmatoria, indicando que as caracteristicas sugeridas de morte leucocitaria
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observadas na microscopia 6ptica realmente sdo compativeis e confiaveis e que esta
técnica conseguiu presevar melhor a morfologia das células em estudo, quando
comparada a técnica de isolamento de leucécitos. A partir dessa informacéo, foi
criado um POP (apéndice A) da técnica de escolha explicitando passo a passo do

método e quais caracteristicas celulares devem ser investigadas.

5. CONCLUSAO

O isolamento e concentracdo dos leucdcitos por gradiente de densidade foi
executado de forma satisfatoria.

As caracteristicas morfolégicas compativeis com as que ocorrem em processo
de apoptose e necrose celular em leucdcitos no sangue periférico dos pacientes
guimiotratados foram analisadas de maneira satisfatoria pelas duas técnicas
avaliadas, a coloracéo direta e a concentracao/isolamento de leucécitos.

A técnica de isolamento de leucdcitos mononucleares e polimorfonucleares
mostrou-se satisfatéria em possibilitar a concentragdo e isolamento destas células a
partir de amostras de sangue total, de modo que pudessem ser visualizadas em maior
namero por campo quando analisadas em microscopia optica de campo claro. Porém,
esta técnica ao ser submetida a microscopia éptica de campo claro para a analise e
avaliagdo de caracteristicas de morte celular, revelou resultados insatisfatorios
guando estes foram comparados ao método de fluorescéncia automatizada,
demonstrando ndo ser a melhor técnica a ser implementada no Hospital Federal de
Bonsucesso para estudo de morte de leucdcitos em pacientes quimiotratados.

Foi criado um Procedimento Operacional Padréo para realizacdo da pesquisa

de morte de leucdcitos em pacientes quimiotratados do HFB.

6. EXPECTATIVAS FUTURAS

Esperamos que o POP criado neste trabalho possa ser implementado no
laboratorio de analises clinicas do HFB para que a partir dele os profissionais
envolvidos na analise, sejam treinados e capacitados para avaliar e discutir 0s
resultados. E assim, ajudar a equipe médica a identificar um possivel paciente com

neutropenia grave.
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Além disso, pretendemos continuar o estudo, realizando uma avaliagdo
continua e prolongada dos pacientes que forem detectados com alteragbes
expressivas de morte leucocitaria, para confirmacao se 0s mesmos irdo evoluir para o
guadro de neutropenia grave, contribuindo assim com um diagndstico precoce e

eficaz para esses pacientes.
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8. APENDICES

APENCICE A — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO : METODO DIRETO

APENDICE A - POP I

POP - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
OPERADOR:

[POPWTWOT | USO DA TECNICA ENPESGUISE DEWMORTE LEUCOCITARIE - |
METODO DIRETO

OBJETIVO: | PESQUISAR LEUCOCITOS COM CARACTERISTICA S DEMORTE CELULAR

Campo de Aplicagio: LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

PROCEDIMENTOS:
. PREPARAR ESFREGACO SANGUINEO COM UMA GOTA DE SANGUE TOTAL
COBRIR O ESFREGACO COM 20 GOTAS DO CORANTE WRIGHT
. AGUARDAR DE 5 A7 MINUTOS
. EM SEGUIDA, ADICIONAR 20 GOTAS DE AGUA.
. HOMOGENEIZAR A MISTURA CORANTE E AGUA
. AGUARDAR DE 3 A5 MINUTOS
. LAVAR A LAMINA EM AGUA CORRENTE
. DEDAR SECAR A LAMINA EM POSICAD VERTICAL

. VISUALZAR O EM MICROSCOPIO OTICO DE CAMPO CLARO, EM LENTES
OBJETIVAS DE AUMENTO DE 100X EM OLEO DE MERSAD

. CONTAR 200 LEUCOCITOS E QUANTIFICAR AS CELULAS COM CARACTERISTICAS
DE MORTE CELULAR: VACULOS CITOPLASMATICOS, PRESENCA DE NUCLED
PICNOTICO, PRESENCA DE CARIOUISE E PRESENCA DE CELULAS “ESTOURADAS,,

11. UBERAR O RESULTADO EM VALORES PERCENTUAIS
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projeto de pesquisa: Padronizacdo de Estudo de Morte de Leucécitos por

Microscopia Optica em pacientes Quimiotratados.

Prezado(a); Senhor(a) estd sendo convidada a participar de uma pesquisa sobre a
utilizacdo de uma técnica que consiste em isolar os leucocitos a fim de verificar se a
mesma € eficaz para estudo de morte celular nos glébulos brancos de pacientes que
estdo submetidos a tratamentos com quimioterapicos do Hospital Federal de
Bonsucesso. Os pesquisadores Allan Martins, Isalira Ramos e Karina Duarte

pretendem realizar um estudo com as seguintes caracteristicas:

Objetivo do estudo: Padronizar o uso do método direto a fim de otimizar a pesquisar

de leucécitos em processo de morte celular em pacientes do Hospital Federal de

Bonsucesso/RJ que estejam submetidos a tratamento com quimioterapicos.

Descricdo dos procedimentos para coleta de dados: a coleta de sangue sera feita pelo

profissional de enfermagem com a finalidade de realizar o exame de hemograma
completo, exame solicitado na pré-quimioterapia. Este material sera encaminhado
para laboratorio e utilizado para estudo somente apos a conclusdo do exame
solicitado. Em seguida realiza-se a técnica de isolamento de leucdOcitos na amostra
verificando o resultado em microscopia, apos a avaliagcdo o material sera descartado

conforme as regras de biosseguranca exigida pelo Ministério da Saude.

Riscos: 0s riscos sdo 0s mesmo que ocorrem quando se tem uma coleta de sangue,
tais quais: ansiedade, medo, tonteira, dor local ou surgimento de hematoma, mas vale
ressaltar que ndo sera feito coletas extras com finalidade exclusiva para pesquisa, 0

material usado sempre serd aquele que previamente foi utilizado para analise do
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hemograma completo. Ainda assim, pode-se recusar a utilizacdo da sua amostra para
outros fins que nao para andlise do exame solicitado que sua decisdo sera

integralmente respeitada.

Beneficios as participantes e para a sociedade: o estudo de morte celular em

leucdcitos em pacientes que realizam quimioterapia pode sinalizar ao médico, com
antecipacao, que o paciente podera entrar em um quadro de neutropenia grave. Esse
guadro consiste em uma queda significativa das principais células de defesa do
organismo, quando ocorre é necessario interromper ou alterar o tratamento, deixando

0 paciente mais susceptivel.

O intuito desse estudo é verificar se a técnica proposta é eficaz para investigacdo na
morte de leucocitos, sendo esta satisfatoria, sugerir estudos posteriores para
correlacionar os resultados obtidos com a técnica com o quadro de neutropenia grave,
a fim de possibilitar uma intercorréncia médica antecipada e decisiva em prol a melhor

resposta terapéutica.

Garantia de acesso aos pesquisadores: Em qualquer fase do estudo vocé tera pleno

acesso ao pesquisador responsavel pelo estudo, Karina Duarte, de terca a sexta no
Hospital Federal de Bonsucesso, situado na Av. Londres, 616, Prédio 5 - 2° andar,
Rio de Janeiro, RJ, ou pelo telefone 3977-9857. Havendo necessidade, sera possivel,
ainda, entrar em contato com o Comité de Etica do Hospital Federal de Bonsucesso,
ou pelo telefone 3977-9833, de segunda a sexta-feira, das 8 as 16 horas, ou através
do e-mail: cephgbri@gmail.com. O Comité de Etica em Pesquisa é um 6rgdo que
controla as questbes éticas das pesquisas na instituicdo (HFB) e tem como uma das
principais fungdes proteger os participantes da pesquisa de qualquer problema.

Garantia de liberdade: a sua participacdo neste estudo € absolutamente voluntéaria.
Dentro deste raciocinio, todos os participantes estdo integralmente livres para, a
gualquer momento, negar o consentimento ou desistir de participar e retirar o
consentimento, sem que isto provoque qualquer tipo de penalizacdo. Lembramos,
assim, que sua recusa nado trard nenhum prejuizo a relagdo com o pesquisador ou

com a instituicdo e sua participacdo nao € obrigatoria.Direito de confidencialidade e

acessibilidade: os dados colhidos na presente investigacdo serdo utilizados para
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elaborar artigos cientificos. Porém, todas as informacdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0 absoluto sigilo de sua participagao. Os
dados nédo serado divulgados de forma a possibilitar a identificacdo do participante e
ninguém, com excecado dos proprios pesquisadores, podera ter acesso aos resultados
da pesquisa. Por outro lado, vocé podera ter acesso aos seus proprios resultados a

gualquer momento, durante ou apdés o término da pesquisa.

Despesas e compensacdes: vocé ndo tera, em momento algum, despesas financeiras

pessoais. As despesas, assim, se porventura ocorrerem, serdo de responsabilidade
dos proprios pesquisadores. Também, ndo haverd compensacdo financeira
relacionada a sua participacéo.

Em caso de davidas ou questionamentos, vocé pode se manifestar agora ou em

gualquer momento do estudo para explicacdes adicionais.

Consentimento Li e conco rdo em participar da pesquisa  Eu receberei uma via
desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T  CLE) e a outra ficara com
0 pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além d isso, estou ciente de que
eu e o pesquisador responsavel deveremos rubricar t odas as folhas desse

TCLE e assinar na ultima folha.

Rio de Janeiro,

Nome do participante
Data: / /

Assinatura do participante




Nome do pesquisador
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Data: / /

Assinatura do pesquisador
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APENDICE C — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

HOSPITAL FEDERAL DE £ Plataforma
BONSUCESSO - RJ %cvl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Utilizagao da técnica de isolamento de leucécitos para estudo de morte celular em
pacientes oncologicos.

Pesquisador: Karina de Araujo Duarte

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 26073319.6.0000.5253

Instituicao Proponente: Hospital Federal de Bonsucesso - RJ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.789.652

HOSPITAL FEDERAL DE . () Plotaforma
BONSUCESSO - RJ

Continuagio do Parecer 3.TBO 652

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Apads avaliaggo, o CEP-HFE considerou o projeto aprovado.
Solicitamos gue, ao termino da pesquisa, seja encaminhada a esta Comiss3o uma copia do Relatorio Final.

"Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os relatorios parciais e final" (ltem X1.2.d da Resoclugao 466/12)
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