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Minha vereda oculta

“Existe um belo caminho para chegar a esta casa. Primeiro siga
as letras, depois as frases, mire e veja: muitas virgulas sdo os
sinais deste sertdo. Assim va em frente. Por fim, quando seus
pés ndo mais trocarem passos, como num encanto vocé flutua:
esta presente nos contos, poemas e nas historias deste Jodo. E
ele te convida a viver uma relagdo com a obra literaria. Fique
certo de que o melhor desta jornada é ver com olhos de enxergar
e sentir no coragdo como é bom ser sertanejo caminhando com

Rosa neste sertgo.”

(Autor Desconhecido)
Museu Casa Guimardes Rosa



RESUMO

INTRODUCAO: O progresso na identificacdo dos determinantes bioldgicos que
modulam a resposta dos tumores as terapias oferece perspectivas para melhor
direcionamento terapéutico. H4 a necessidade de estudos mais detalhados dos
mediadores bioldgicos do cancer de cabega e pescogo e de sua associagao com O

estadiamento tumoral.

OBJETIVO: Avaliar biomarcadores imunitarios (linfécitos, granulécitos e mondcitos)
de pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) de cabeca e pescoco avancado e

sua associacdo com acometimento linfonodal.

METODO: Avaliagdo por citometria de fluxo de células mononucleares no sangue
periférico de dois grupos de homens adultos (n = 28): 14 com diagndstico de CEC de
cabeca e pescoco (boca, laringe e hipofaringe) e 14 voluntarios, saudaveis e sem uso
de medicamentos. Os grupos celulares estudados foram os linfocitos T (CD3+, CD4+,
CD8+), linfocitos B (CD19+), granulécitos (CD11a+, CD16+, CD66b+, HLA-DR) e

mondcitos (CD14+, CD86+), além do marcador de ativagao CD69.

RESULTADOS: Em pacientes com CEC de cabeca e pesco¢o ha diminuicido de
linfécitos totais (p=0,03) e de linfocitos T CD3+CD8+ (p=0,02), bem como aumento de
linfocitos T CD3+CD4+ (p<0,001) e de células NK 56+ (p=0,009) em comparagao com
voluntarios saudaveis. Nos pacientes com CEC, houve aumento da expressado do
marcador CD69 em linfécitos T CD3+CD4+ (p=0,03) e linfocitos B CD19+ (p=0,01).
Com o avanc¢o do acometimento linfonodal houve diminuicdo da expressao do CD69
em linfécitos T CD3+CD8+ (p=0,03). Granulécitos e mondcitos nao tiveram alteragdes

significativas.

CONCLUSAOQ: Pacientes com CEC de cabeca e pescoco avancado exibem
diminuigéo de linfécitos totais e linfocitos T CD3+CD8+ associada ao aumento dos
linfocitos T CD3+CD4+ e de células NK CD56+. A expressao do marcador de ativagao

CD69 foi menor com o avango do acometimento linfonodal.
PALAVRAS-CHAVE

Cancer; Cabeca e pescogo; Carcinoma espinocelular; Imuno-oncologia; Imunologia;

Imunobiologia; Oncologia; Sistema imunitario.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Progress in identifying the biological determinants that modulate
tumor response to therapies offers perspectives for better therapeutic targeting. There
is a need for more detailed studies of the biological mediators of head and neck cancer

and their association with tumor staging.

OBJECTIVE: To evaluate immune biomarkers (lymphocytes, granulocytes, and
monocytes) in patients with advanced head and neck squamous cell carcinoma

(HNSCC) and their association with lymph node involvement.

METHOD: Flow cytometric evaluation of mononuclear cells in the peripheral blood of
two groups of adult men (n = 28): 14 diagnosed with HNSCC (mouth, larynx, and
hypopharynx) and 14 healthy volunteers who were not taking any medication. The cell
groups studied were T lymphocytes (CD3+, CD4+, CD8+), B lymphocytes (CD19+),
granulocytes (CD11a+, CD16+, CD66b+, HLA-DR), and monocytes (CD14+, CD86+),

as well as the activation marker CD69.

RESULTS: In patients with HNSCC, a decrease was observed in total lymphocytes
(p=0.03) and CD3+CD8+ T Ilymphocytes (p=0.02), as well as an increase in
CD3+CD4+ T lymphocytes (p<0.001) and NK 56+ cells (p=0.009), when compared to
healthy volunteers. In patients with HNSCC, an increase was found in the expression
of the CD69 marker in CD3+CD4+ T lymphocytes (p=0.03) and CD19+ B lymphocytes
(p=0.01). With the advancement of lymph node involvement, there was a decrease in
the expression of CD69 in CD3+CD8+ T lymphocytes (p=0.03). Granulocytes and

monocytes showed no significant changes.

CONCLUSION: Patients with advanced HNSCC show decreased total lymphocytes
and CD3+CD8+ T lymphocytes associated with increased CD3+CD4+ T lymphocytes
and CD56+ NK cells. The expression of the activation marker CD69 was lower when

in advance of lymph node involvement.
KEYWORDS

Cancer; Head and neck; Squamous cell carcinoma; Immuno-oncology; Immunology;

Immunobiology; Oncology; Immune system.
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1 INTRODUGAO

O bloqueio de vias inibitérias de células T para liberar sua capacidade
antitumoral vem se tornando um dos pilares no tratamento do cancer e resultou em
respostas clinicas para varios tipos de cancer.[1] Os objetivos mais importantes na
imunoterapia do cancer sao entender os mecanismos resultantes na falha do bloqueio
no ponto de verificagado imunitaria e identificar biomarcadores preditivos associados a
resposta ao tratamento, progressao da doencga e seus efeitos adversos. A identificagao
e validacdo de biomarcadores para uso clinico de rotina ndo é apenas critica para
acompanhar a progressdao da doenca e seu tratamento, mas também para

personalizar e desenvolver novas terapias.[1]

A citometria de fluxo destaca-se como o método analitico de célula unica mais
bem-sucedido para caracterizar fendtipos de células imunitarias para acompanhar
tumores so6lidos, malignidades hematoldgicas, doenga residual minima e progressao
metastatica. Ela tem sido fundamental no diagndstico, tratamento e pesquisa

translacional em ensaios clinicos de cancer. [1]

1.1 Cancer de Cabecga e Pescogo

O cancer de cabeca e pescoco inclui neoplasias localizadas em cavidade oral,
faringe e laringe com diferencas em suas manifestacbes clinicas e abordagem
terapéutica, sendo que o carcinoma espinocelular (CEC) de cabeca e pescogo € a
sexta neoplasia maligna mais comum no mundo, responsavel por aproximadamente
6% de todos os canceres e por até 2% das mortes por cancer, representando mais de
90% dos tumores malignos das vias aéreas e digestivas superiores. Homens sdo mais
afetados do que mulheres. Seus fatores desencadeantes mais comuns sao uso de
tabaco e alcool e infecgdo por papilomavirus humano (HPV) subtipo 16. [2,3] A
infeccdo pelo HPV foi descrita recentemente como fator de risco para o
desenvolvimento de CEC de cabega e pescogo, especialmente na orofaringe.

Tumores positivos para HPV estdo associados a um melhor prognéstico. [4]
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1.2 Mecanismos genéticos de carcinogénese

Os agentes carcinogénicos causam mutagdes e alteragées epigenéticas nos
oncogenes e genes supressores do tumor, desencadeando a proliferagdo celular
descontrolada e a formacgao de tumores malignos. [5] O CEC de cabeca e pescogo é
heterogéneo do ponto de vista molecular, caracterizado por alteragdes complexas de
multiplos genes. [6] Dentre as alteragdes genéticas mais estudadas, estdo a mutagao
no gene supressor de tumor p53 e o gene que codifica o receptor do fator de
crescimento tumoral (EGFR). Suas mutagdes produzem descontrole celular
proliferativo, sendo elas observadas em metade dos pacientes. [5] Os tumores HPV
positivo e HPV negativo sdo genomicamente distintos, sendo os tumores HPV
negativos mais heterogéneos, com maior complexidade relacionada a exposi¢cao ao
tabaco e caracterizados por mutacbes e delegcbes homozigdticas dos genes
supressores de tumor. A mutagao ou delegéo do gene TP53 é muito frequente (84%).
O gene CDKN2A também pode sofrer mutagao ou delecdo em 58% dos casos. Alguns
oncogenes sao amplificados, como CCND1 (31%), que codifica a proteina ciclina D1
e controla a transigéo G1/S do ciclo celulare MYC (14%), que é um fator de transcrigao
regulador da expressao de 15% dos genes. A complexidade genémica dos subgrupos
de tumores HPV negativos aumenta a desordem hierarquica dessas anomalias

genéticas. [5]

1.3 Carcinogénese e sistema imunitario

Tanto a carcinogénese pelo HPV quanto a associada ao alcoolismo e
tabagismo resultam de insuficiéncia do sistema imunitario e, consequentemente,
células tumorais escapam da imunidade adaptativa e do reconhecimento e lise pelos
linfocitos T citotoxicos. [2,3] A resposta contra tumores € mediada por linfécitos T. [7]
Os produtos dos oncogenes e genes supressores de tumor mutados séo proteinas
que podem ser degradadas e apresentadas as moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il nas células dendriticas, que fagocitam
células tumorais. Os antigenos tumorais induzem respostas imunitarias no
hospedeiro. Essas proteinas sdo marcadores, que podem auxiliar no diagnostico e

tratamento. [2,3] O CEC de cabeca e pescoco € uma doenga imunossupressora. A
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desregulacdo das moléculas de checkpoint imunitario foi associada com evaséao

tumoral, resisténcia a terapias anticancer e progressao tumoral. [8]

Nos pacientes com CEC de cabeca e pescocgo existe redugao do numero de
linfocitos por apoptose dos linfocitos T e diminuigdo da atividade das células natural
killer (NK), além de diminui¢cao da apresentagcao dos antigenos. [2] O equilibrio entre
os linfocitos T e o microambiente tumoral permite a modulacdo da imunidade
antitumoral. Alteragdes funcionais dos linfécitos T, macrofagos, células dendriticas e
NK modificam a resposta imunitaria, pois os linfocitos T regulatérios e baixos niveis
de linfocitos CD8+ sao responsaveis pela imunomodulagdo em presenca de doenca
ativa. [9] As células pré-malignas, ao serem reconhecidas como antigenos, séo
destruidas pelo sistema imunitario, dificultando ou evitando o desenvolvimento do

tumor. Por outro lado, células T supressoras facilitam a progressao tumoral. [10]

Adescri¢cao da resposta imunitaria de pacientes com cancer € necessaria para
estabelecer seus mecanismos de acao. Em comparacédo com outros tumores, o CEC
de cabeca e pescogo apresenta altos niveis de infiltragdo por células imunitarias. A
imunoterapia neoadjuvante, por meio de uma ou duas administracbes de
bloqueadores de ponto de verificagdo imunitaria (ICB) antes da ressecgao cirurgica
esta sendo estudada em Oncologia. Os ensaios neoadjuvantes com ICB oferecem a
oportunidade para melhor compreenséao da biologia no periodo perioperatério. [11] O
progresso na identificacdo dos determinantes biolégicos que moldam a resposta dos
tumores as terapias oferece perspectivas para melhor direcionamento terapéutico. A
avaliagao de aspectos moleculares contribui para especificar e padronizar a indicagao

e escolha dos tratamentos. [11]
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2 JUSTIFICAGAO E OBJETIVO

Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa do Grupo de Pesquisa Avangos
em Medicina da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG) do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ).

Ha a necessidade de estudos mais detalhados dos mediadores bioldgicos do
CEC de cabeca e pescogo e sua associagao com o estadiamento tumoral, bem como
com a evolugao neoplasica. [12] Ainda ndo ha biomarcadores validados para contribuir
com o estadiamento tumoral e avaliar a resposta aos tratamentos, visando a
neoadjuvancia e adjuvancia. [12] Dyikanov et al (2024) chamaram a atencéo para o
potencial de analises sanguineas como método para distribuir pacientes em grupos
de resposta a terapias baseados em caracteristicas imunitarias. [13] Nesse contexto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar biomarcadores imunitarios (linfécitos, granuldcitos
e mondcitos) de pacientes com CEC de cabeca e pescog¢o avangado e sua associagao
com acometimento linfonoda. Essa resposta imunitaria ao cancer € mediada

principalmente pelos linfocitos T, bem como mondcitos e granulécitos.
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3 METODO

3.1 Aspectos éticos

O projeto deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG) no Processo 075/2009.
(Apéndices A e B) Todos os participantes desta pesquisa receberam explicagdes sobre
a investigacao e somente foram incluidos apos concordarem em assinar o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido. (Apéndice D)

3.2 Pacientes e Voluntarios

Foram avaliados 28 homens com idade entre 50 e 65 anos, com média etaria
de 55 + 5 anos. Eles foram distribuidos em dois grupos: o primeiro grupo (N = 14) foi
constituido por pacientes com diagndstico de CEC de cabeca e pescogo e o segundo
grupo (N = 14) foi constituido por voluntarios sem doencas diagnosticadas, sem

alteracdes imunitarias e sem uso de medicamentos.

Todos os participantes do estudo foram submetidos a anamnese, na qual foram
investigados fatores desencadeantes do CEC de cabeca e pescogo, como tabagismo,
etilismo e exposigdo a carcindégenos ocupacionais. Avaliagado clinica do sistema
imunitario também foi realizada, através da investigacao de relatos de alergia, asma,
dermatite atdpica, urticaria, rinite alérgica e intolerancia a poeira, pelo de animal, mofo

e alimentos.

Os pacientes preencheram os seguintes critérios de inclusdo: diagndstico
confirmado de CEC de cabeca e pescogo, em estadios operaveis, que nao tinham
recebido nenhum tratamento prévio, além de serem tabagistas e etilistas. Pacientes
com outros tipos histologicos, alteragées imunitarias ou comorbidades graves nao

foram incluidos.

Os pacientes deste estudo foram classificados como PS 0 (realizando
atividades de forma normal com todo o seu cotidiano, sem nenhuma restricao) e P1
(com manifestagdes clinicas da doenga, sendo restritos para atividades de muito

esforco, porém deambulando e conseguindo levar suas atividades de vida diaria) na
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escala de Performance Status do Eastern Cooperative Oncology Group (PS-ECOG)

no momento da participagao na pesquisa. [14]

3.3 Diagnostico e estadiamento do CEC

O diagndstico de CEC foi confirmado através de bidpsia incisional, na qual o
exame histopatologico revelou tratar-se de carcinoma espinocelular em todos os
pacientes, e a caracterizacido dos tumores foi realizada a partir do exame fisico,
laringoscopia direta e indireta, endoscopia digestiva alta e tomografia
computadorizada cervical, de térax e abdome, que determinaram a localizagao e
tamanho do tumor primario, érgaos invadidos, acometimento de linfonodos cervicais
e metastases a distancia. Nos pacientes deste estudo, os tumores acometiam boca,
laringe e hipofaringe, sendo que ndo foram incluidos pacientes com CEC de orofaringe
(de comportamento biolégico relacionado com a infecgdo por HPV), nem pacientes
com neoplasias de nasofaringe (comportamento bioldgico relacionado com a infecgao
pelo virus Epstein-Barr). A partir dessas informagdes foi realizado o estadiamento
clinico de cada paciente seguindo o sistema TNM (T = tumor; N = nodes; M =
metastasis), de acordo com a 82 edicdo do manual de estadiamento do cancer do

American Joint Committee on Cancer (2017). [15]

De acordo com as caracteristicas do tumor primario, os canceres de boca e
hipofaringe foram classificados como T1 (€2 cm), T2 (>2cm <4 cm), T3 (> 4cm) e
T4 (tumor avancgado). Ja os canceres de laringe foram classificados como T1 (tumor
limitado a uma localizagdo com pregas vocais moveis), T2 (tumor que invade mais de
uma localizagdo com pregas vocais moveis), T3 (tumor com fixagdo da laringe) e T4

(tumor com extensao extralaringea).

Em relagdo as metastases linfonodais, os pacientes foram classificados como
NO (sem metastases linfonodais), N1 (metastases em um unico linfonodo ipsilateral <
3 cm), N2 (multiplos linfonodos ipsilaterais ou contralaterais < 6 cm) e N3 (metastases
em um ou multiplos linfonodos ipsilaterais ou contralaterais > 6 cm). Ja as metastases

a distancia foram classificadas em MO (ausentes) e M1 (presentes).
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3.4 Casuistica

Houve similaridade entre os participantes de cada grupo. A comparagéo
estatistica entre os grupos, utilizando o teste qui ao quadrado de Pearson, nao revelou

diferenga na distribuicdo da idade (p = 0,77). (Tabela 1)

Tabela 1 — Distribuigcao e frequéncia dos participantes do estudo, por idade

Idade
Grupo N (%) Média Mediana Minimo Maximo p*
DPM
Pacientes 14 (50%) (565 %5) 53 50 65
0,77
Voluntarios 14 (50%) (551 5) 55 50 65

DPM = desvio padrdo da média

*Teste qui ao quadrado de Pearson

O primeiro grupo (N = 14) foi constituido por pacientes tabagistas e etilistas,
com diagndstico de CEC de boca, laringe e faringe (hipofaringe) em estadios T3 e T4,
sem outra doenca detectavel em exame clinico e complementares antes de iniciarem
o tratamento. Ja o segundo grupo (N = 14) foi constituido por voluntarios sem doengas
diagnosticadas, sem uso de medicamentos, sem altera¢cdes imunitarias, ndo etilistas
e nao tabagistas. Em ambos os grupos n&o houve relatos durante a anamnese de

alergia ou outras condig¢des clinicas que afetassem o sistema imunitario.

O local do tumor primario foi a boca em 9 pacientes (64%), em outros 4
pacientes (29%) o tumor estava na laringe e um paciente (7%) apresentava tumor na
faringe (hipofaringe). Em relagédo ao estadiamento do tumor primario, quatro pacientes
(29%) apresentavam tumor no estadio T4 e dez pacientes (71%) apresentavam tumor
no estadio T3. Quanto a metastases linfonodais, seis pacientes (42%) apresentavam

metastases e em oito pacientes (58%) elas nao foram encontradas. No grupo dos seis
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trés pacientes (50%) apresentavam

estadiamento N3 e trés pacientes (50%) tinham estadiamento N2. Em nenhum

paciente foi detectada metastase a distancia. (Tabela 2).

Tabela 2 — Pacientes com CEC de cabeca e pescoc¢o distribuidos por idade,

local e estadiamento do tumor

Paciente Idade Local Estadiamento
1 65 Boca (assoalho) T4N3MO
2 51 Laringe (glote) T4NOMO
3 53 Laringe (supraglote) T3N2MO
4 51 Boca (mucosa jugal) T3N2MO
5 51 Boca (lingua) T3NOMO
6 50 Boca (assoalho) T3N2MO
7 62 Laringe (supraglote) T3NOMO
8 55 Laringe (subglote) T4N3MO
9 53 Boca (lingua) T4AN3MO
10 53 Boca (lingua) T3NOMO
11 61 Faringe (hipofaringe) T3NOMO
12 60 Boca (lingua) T3NOMO
13 54 Boca (lingua) T3NOMO
14 52 Boca (lingua) T3NOMO




26

3.5 Citometria de Fluxo

Amostras de 5 ml de sangue de cada paciente e cada voluntario foram
coletadas de veia superficial de membro superior esquerdo em tubos estéreis
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e heparina. Essas amostras foram
processadas por meio de citometria de fluxo, imediatamente apds a coleta, utilizando
o citdbmetro FACS Canto Il (Becton& Dickinson, San Jose, CA, Estados Unidos da
América - EUA), para avaliar as populagbes e subpopulagbes de linfocitos,
granulécitos e mondcitos. Confeccionou-se um painel amplo de citometria, a fim de
serem obtidas as caracteristicas gerais da distribuicdo das linhagens celulares e
avaliar o funcionamento do sistema imunitario celular. No grupo de linfécitos, o painel
de citometria foi obtido pela distribuicdo das células NK (CD56+), dos linfocitos T
(CD3+, CD4+, CD8+), linfocitos B CD19+ e da expressao do marcador de ativagao
CD69 nos linfocitos T CD4+ e CD8+ e nos linfocitos B CD19+. O painel de citometria
para avaliacdo dos mondécitos foi obtido pelas subpopulacbées CD14+ e CD86+. O
painel de citometria para estudo dos granuldcitos foi obtido pelas subpopulagdes
CD11a, CD66b, CD16 e HLA-DR. As amostras de sangue periférico foram incubadas
com anticorpos monoclonais para os seguintes marcadores de superficie: antiCD3,
antiCD4, antiCD8, antiCD14, antiCD86, antiCD-16, antiCD66b, antiCD-11a,
antiHLADR (Begrupo 1on & Dickinson, San Jose, CA, EUA), antiCD19, antiCD56 e
antiCD69 (Caltag- Medsystems Limited, Buckingham, Reino Unido) conjugado com
fiseriocianato de fluoresceina (PE), isotiocianato (FITC) ou biotina no escuro, em
temperatura ambiente ao redor de 25°C por 30 minutos. Depois da incubacéo, os
eritrocitos foram lisados com Optilyse-Solugdo B (Immunotec, EUA). As células foram
lavadas duas vezes em 1 ml de solugao salina tamponada com fosfato frio (PBS, pH
7,4). Os anticorpos biotinilados foram revelados, usando estreptavidina, FITC
(Begrupo 1on & Dickinson, San Jose, CA, EUA).

Este estudo incluiu os seguintes anticorpos contra proteinas humanas FITC:
antiCD3 (clone UCHT1) e FITC antiCD8 (clone HIT8a) (Bio-Legend, CA, EUA); FITC
antiCD4 (clone RPA-T4) e antiCD19 FITC (clone HIB19) da BD Pharmigen; antiCD56
PE (clone B159), antiCD19 PE (clone HIB19), antiCD4 PE (clone L120) e antiCD8 PE
(clone HIT8a) fornecido por BD Biosciences (Begrupo 1on & Dickinson, San Diego,
CA, EUA).
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A aquisicdo dos dados foi realizada usando o FAC Scan (Begrupo 1on &
Dickinson, San Diego, CA, EUA). A anadlise de células foi processada e analisada
usando o software Cell Quest (Begrupo 1on & Dickinson, San Jose, CA, EUA), total
de linfocitos T (CD3 +), linfécitos T auxiliares (CD3+ e CD4+, CD69+), linfocitos T
citotoxicos (CD3+ e CD8+, CD69+), linfocitos B (CD3+ e CD19+, CD69+), células com
fendtipo NK (CD3- e CD56+), mondcitos (CD14+ e CD86+), granuldcitos (CD11a+,
HLA-DR+, CD66b+ e CD16+).

O fendtipo das células foi analisado por meio de graficos de pontos de
fluorescéncia, com base no tamanho e granulosidade celular (Figuras A1, A2, A3 e
A4), cujos resultados encontram-se apresentados em porcentagens de células e em

mediana de intensidade da fluorescéncia (MFI).

3.6 Analise Estatistica

A analise descritiva e a caracterizagao da amostra foram realizadas a partir da
distribuicdo de frequéncia (absoluta e relativa) das variaveis selecionadas, calculo de
meédia, desvio padrédo, medianas e intervalos interquartilicos. Para a analise descritiva,
a populacao foi distribuida em pacientes com diagndstico confirmado de cancer e
voluntarios sem diagndstico confirmado de cancer. Os resultados dos biomarcadores
foram divididos em 4 conjuntos de categorias: linfocitos, granuldcitos, mondécitos e
marcadores de ativacdo. Cada conjunto foi submetido a analises especificas para

explorar as diferengas entre os grupos e identificar padrdes relevantes.

Para determinar se a distribuicdo dos biomarcadores seguia um padrdao normal,
foi aplicado, inicialmente, o teste de Shapiro-Wilk. Este teste € amplamente utilizado
para avaliar a normalidade dos dados, comparando a distribuicdo observada com uma
distribuicdo normal tedrica. Quando os resultados indicaram uma distribuigdo normal,
foi aplicado o teste t de Student, uma analise para comparar as médias de duas
amostras independentes, pressupondo igualdade de variancias. Em contrapartida,
para os dados que nao apresentaram uma distribuicdo normal, foi utilizado ao teste
de Mann-Whitney U. Esse teste ndo paramétrico é ideal para comparar medianas de
duas amostras independentes, sendo particularmente util quando os dados desviam

da normalidade ou quando as amostras sao pequenas. Ambos os testes nos
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permitiram avaliar as diferengas estatisticas nas médias ou medianas dos

biomarcadores entre os grupos de pacientes com cancer e voluntarios.

Para analisar a correlagao entre os biomarcadores e o0 acometimento linfonodal,
foi realizada uma categorizacédo do estadiamento do CEC com base no envolvimento
dos linfonodos, de acordo com a 82 edicdo do TNM do American Joint Committee on
Cancer (2017) [15]. Os linfonodos foram classificados em trés categorias: '0' para
linfonodos n&o palpaveis (NO), '<6' para linfonodos com envolvimento maior que 3 cm
e menor que 6 cm (N2), e ">6' para linfonodos com envolvimento igual ou superior a 6
cm (N3). Essa categorizacao permitiu uma analise detalhada das correlagdes entre os
biomarcadores e os diferentes estadios de acometimento linfonodal. Importante
ressaltar que, na amostra estudada, ndo houve casos de estadiamento N1 (linfonodos

com envolvimento menor que 3 cm).

Inicialmente, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade da
distribuicao dos biomarcadores. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal,
foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson, que mede a dimenséao e a diregéao
da associagao linear entre duas variaveis continuas. Ja para os dados que nao
seguiram uma distribuicdo normal, foi aplicado o coeficiente de correlagdo de
Spearman, que é um método ndo paramétrico adequado para medir a forca e a

direcdo da associacao entre variaveis ordinais ou nao normais.

Para a interpretacao das correlagdes, os coeficientes de correlacdo de Pearson
(r) e Spearman (p) foram considerados significativos quando o valor de p foi inferior a
0,05. Além disso, foram gerados graficos de dispersao para identificar as relacdes
entre os biomarcadores e o estadiamento dos linfonodos. Esses graficos incluiram

linhas de tendéncia para indicar a diregdo e a magnitude das associagdes.

Cada grafico representou um biomarcador diferente e incluiu valores medidos
para diferentes estadios. Uma linha azul representa o melhor ajuste (correlagao linear)
desses valores, indicando a tendéncia geral dos dados. A area cinza ao redor da linha

azul é a banda de confianca, que oferece uma estimativa do intervalo de confianga.

Os resultados das analises foram descritos com os valores dos coeficientes de
correlacdo e os intervalos de confianca de 95% para avaliar a precisdo das
estimativas. Foram considerados os seguintes critérios para a interpretagcao da forca
das correlagées: (Tabela 3)
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Tabela 3- Classificagao do grau de correlagao pelo coeficiente de Pearson (r)

Coeficiente de correlagao de Pearson (r) Correlagao
0,00-0,19 Correlagao muito fraca
0,20-0,39 Correlagao fraca
0,40-0,69 Correlagdo moderada
0,70-0,89 Correlagao forte

0,90 -1,00 Correlagao muito forte

Todas as analises foram conduzidas com um nivel de significancia de 0,05, e
os resultados foram interpretados no contexto da relevancia clinica para os objetivos
do estudo e foram executadas utilizando o software estatistico R. (versao 4.1.1) por
meio da interface RStudio (R Core Team, 2021). O pacote ggplot2 R foi usado para
desenvolver graficos (Wickham, 2014). [16,17]
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4 RESULTADOS

4.1 Linfécitos

A comparacao dos percentuais dos subtipos de linfécitos entre os pacientes
com CEC de cabeca e pescogo e voluntarios saudaveis € mostrada na Tabela 4 e na

Figura 1.

O grupo de pacientes com CEC apresentou reducao (p = 0,03) do percentual
de linfocitos totais em comparagao aos voluntarios saudaveis. Os resultados para a
porcentagem de células CD56+ revelaram uma diferenga entre os grupos (p = 0,009),
com o grupo de pacientes com cancer exibindo uma média mais elevada (14,9%) em
comparagao com o grupo de voluntarios (7,8%). No grupo de pacientes com CEC, o
percentual de linfécitos T CD3+CD4+ foi mais elevado (p < 0,001), enquanto o
percentual de linfécitos T CD3+CD8+ foi menor (p=0,02) quando comparados aos

voluntarios.

Em relagcdo ao marcador de ativagao CD69, tanto em linfécitos B CD19+ quanto
em linfocitos T CD3+CD4+, o grupo com CEC apresentou percentuais mais altos, com
valores de p indicando diferengas para linfécitos B CD19+ (p = 0,01) e linfécitos T
CD3+CD4+ (p = 0,03).
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Tabela 4 - Comparacao dos percentuais dos subtipos de linfocitos e da

expressdo do marcador de ativagao CD69 entre pacientes com CEC de cabeca

e pescoco e voluntarios saudaveis

Biomarcadores

Linfocitos totais

Linfocitos CD3+

Linfécitos CD56+

CD69 em Linfécitos B CD19+

CD69 em Linfécitos CD3+CD8+

CD69 em Linfécitos CD3+CD4+

Linfécitos B CD19+

Linfocitos CD3+CD8+

Linfocitos CD3+CD4+

Valores
Grupo p
(Média + DPM)

Pacientes 20,7 +10,0

0,03*
Voluntarios 27,4 +5,3
Pacientes 67,9 + 8,1

0,18*
Voluntarios 62,4 +12,8
Pacientes 149+71

0,009*
Voluntarios 7,8 +6,2
Pacientes 38,2 + 25,2

0,01*
Voluntarios 19,1 +12,4
Pacientes 32 + 25,2

0,07**
Voluntarios 16,1 + 9,3
Pacientes 34,2 + 24,6

0,03*
Voluntarios 18,6 + 10,6
Pacientes 15,8 + 12,5 0.0%+
Voluntarios 11,6 + 3,0 ’
Pacientes 20,0 + 13,5

0,02**
Voluntarios 33,2+15,9
Pacientes 77,2+ 15,2

<0,001*
Voluntarios 60,4 + 11,2

DPM = Desvio padrao da média

*Teste t de Student; ** Teste de Mann-Whitney U
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Figura 1- Comparacao dos percentuais dos subtipos de linfocitos e da

expressao do marcador de ativagcao CD69 entre pacientes com CEC de cabeca

e pescogo e voluntarios saudaveis

4.2 Granulocitos

A Tabela 5 e a Figura 2 mostram os percentuais dos subtipos de granulécitos

nos grupos de pacientes e voluntarios. Apesar das diferengas observadas nas

médias entre os grupos, ndo houve significancia.
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Tabela 5 - Comparagao dos percentuais dos subtipos de granuldcitos entre

pacientes com CEC de cabecga e pesco¢o e voluntarios saudaveis

Biomarcadores

Granulécitos

Granulécitos CD66b+

Granulécitos CD66b+CD16+CD11a+

Granulécitos CD66b+CD16- CD11a+

Granulécitos CD66b+CD16-

Granulécitos CD66b+CD16+

Valores
Grupo p*
(Média + DPM)

Pacientes 71,9+10,9

0,06
Voluntarios 59,9 + 21,5
Pacientes 78,9 +129

0,21
Voluntarios 83,5+16,4
Pacientes 943+12,8

0,15
Voluntarios 90,0 + 19,2
Pacientes 86,9 + 19,8

0,55
Voluntarios 91,4 + 16,6
Pacientes 6,5+ 5,1

0,37
Voluntarios 14,7 + 16,7
Pacientes 93,5 + 5,1

0,37
Voluntarios 85,3 +16,7

DPM = desvio padrao da média

*Teste t de Student; ** Teste de Mann-Whitney U
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Figura 2 - Comparacao dos percentuais dos subtipos de granulécitos entre

pacientes com CEC de cabeca e pescogo e voluntarios saudaveis

4.3 Mondcitos

A Tabela 6 e a Figura 3 mostram os percentuais dos subtipos de monécitos nos

grupos de pacientes e voluntarios. Apesar das diferencas observadas nas médias

entre os grupos, nenhuma diferenca entre os valores apresentou significancia

estatistica.
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Tabela 6 - Comparagao dos percentuais dos subtipos de mondcitos entre

pacientes com CEC de cabecga e pesco¢o e voluntarios saudaveis

Biomarcadores

Monoécitos

Mondcitos CD14+

Monécitos CD14+CD86+

Grupo Valores p
(Média+DPM)

Pacientes 69,6 + 10’0

0,73
Voluntarios 68,5+ 6,2
Pacientes 28,1+ 341

0,13**
Voluntarios 86+34
Pacientes 86,2 + 16,1

0,52**
Voluntarios 84,3 +13,9

DPM = desvio padrdo da média

Teste t de Student; ** Teste de Mann-Whitney U
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Figura 3 — Comparacao dos percentuais dos subtipos de monécitos entre

pacientes com CEC de cabecga e pesco¢o e voluntarios saudaveis

A Tabela 7 apresenta a comparagdo da MFI entre grupos de pacientes com
CEC e voluntarios utilizada para avaliar a expressao de subtipos de células do sistema
imunitario e do marcador de ativacao CD69 nessas células. Nao houve diferenca entre
0S grupos para a maioria das medidas de MFI, exceto para a expressao de CD69 em
linfécitos B CD19+ e para as células NK CD56+. A MFI do marcador de ativagdo CD69
em linfoécitos B CD19+ foi maior nos pacientes com cancer em comparagao com 0s
voluntarios (p = 0,002). A MFI de células NK CD56+ foi maior nos pacientes com CEC

em relagao ao grupo de voluntarios (p < 0,001) (Tabela 7 e Figura 4).
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Tabela 7 — Comparagao por MFl dos subtipos de células imunitarias e da

expressao do marcador de ativagao CD69 entre pacientes com CEC de cabecga

e pescocgo e voluntarios saudaveis

Biomarcadores

MFI CD69 em Linfécitos
CD3+CDS8 +

MFI CD69 em Linfocitos B
CD19+

MFI CD69 em Linfécitos
CD3+CD4+

MFI CD56+ em Linfécitos

MFI CD16 em Granuldcitos
CD66b+

MFI HLA-DR em Granulécitos
CD66b+CD16+

MFI CD11a em Granuldcitos
CD66b+CD16+

MFI CD11a em Granuldcitos
CD66b+CD16-

MFI CD86 em Mondcitos CD14+

Grupo Valores .
(Média + DPM)

Pacientes 327 +253,8 0.50**

Voluntarios 188 + 61,5

Pacientes 532 + 435,1

Voluntérios 220 + 86,2 0,002**

Pacientes 343 +249,9

Voluntérios 185 + 61,8 0,39™

Pacientes 220 +57,8

Voluntarios 106 +70,3 <0,001**

Pacientes 41112 + 29128,2

Voluntarios 39913 + 19917,7 0,89*

Pacientes 145 + 46,5

Voluntarios 143 + 25,3 0,64

Pacientes 1729+ 939

Voluntarios 2284 +782,3 0,59

Pacientes 2058 + 650,8

Voluntarios 2048 + 899,5 0,08

Pacientes 4155 + 1503,2

Voluntéarios 3542 + 1081,4 0,30

DPM = Desvio padrao da média
*Teste t de Student; ** Teste de Mann-Whitney U



38

WF1CD11a em CDE6b+C016- Granulocitos WF1C011a em CD66b+CD16+Granulocitos | WFI CD16 em CDE6b+Granulocitos
100000 1
30007 | 30001
20001 20001 |
50000
0A 04 0+
IMFI CD58 em Linfocitos IFI CD83 em CD19+ Linfocitos B MFI CDE3 em CD3+C04+ Linfocitos
800
3001
15001 f004
5 200 ‘
®° 10001 i
= :
) =0 * 2001 $
: : 0 ; ;
WMFI CDE9 em CO3+CD8 em linfocitos MFI CDE5 em CO14+ Monocitos | MFIHLA-DR em CDS8b+CD16+ Granulocitos |
70001
A E B4
6004 6000 250
5000
200+
4007 40001
1501
a2 4
200 $ 3000 *
20001 1001

Grupo - Pacientes EI Voluntarios

Figura 4 - Comparacao da MFI dos subtipos de células imunitarias e da expressao do
marcador de ativagao CD69 entre pacientes com CEC de cabec¢a e pescogo e

voluntarios saudaveis

4.4 Caracteristicas das Células do Sistema Imunitario e Acometimento

Linfonodal

A analise de correlacédo entre o estadiamento dos linfonodos acometidos pelo
cancer e a expressao de biomarcadores imunitarios em pacientes revelou tendéncias
variadas. Nao houve correlagao significativa entre o estadiamento e os linfécitos totais.
Os linfocitos CD3+CD8+ exibiram uma correlacdo negativa muito fraca, indicando
pouca ou nenhuma relagdo significativa com o estadiamento. A expressdo do
marcador CD69 nos linfécitos B CD19+ demonstrou uma correlagéo negativa fraca.
Nos subconjuntos de linfécitos CD3+CD4+ e CD3+CD8+ a correlagdo também foi
negativa, sendo classificada como moderada para CD3+CD4+ e fraca para

CD3+CD8+. Em resumo, ndo foi observada correlagéo estatisticamente significativa
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do acometimento linfonodal com a porcentagem dos subtipos de linfécitos nem com a

porcentagem de linfécitos expressando CD69. (Figura 5)
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Figura 5 - Correlagao entre o acometimento dos linfonodos e a porcentagem de

subtipos de linfocitos e de expressao de CD69 nas células

A correlagao entre o estadiamento do cancer, representado pelo acometimento

dos linfonodos, e a expressdo de marcadores em granulécitos foi avaliada e nao

demonstrou correlagdes significativas, indicando que a maioria dos marcadores de

granulécitos ndo exibe uma relagdo direta com a progressao do estadiamento dos

linfonodos neste estudo (Figura 6).
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Figura 6 — Correlagao entre o acometimento dos linfonodos e a porcentagem de

subtipos de granulécitos

A Figura 7 mostra a correlagdo entre o estadiamento do céncer, baseado no
envolvimento dos linfonodos, e a porcentagem de diferentes subtipos de mondcitos
nos pacientes. Nao foram observadas correlagdes significativas, indicando que a
maioria dos marcadores de mondcitos também nao exibe uma relagao direta com a

progressao do estadiamento dos linfonodos neste estudo.
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Figura 7 — Correlagao entre o acometimento dos linfonodos e a porcentagem de

subtipos de monécitos

A Figura 8 mostra a correlagao do estadiamento dos linfonodos com a MFI dos
subtipos celulares e com a MF| de expressdo do marcador de ativagdao CD69 nas
células. Houve uma correlagdo negativa moderada para MFI de CD69 em Linfécitos T
CD3+CD8+ (r = -0.57, p = 0.03) sugerindo que maiores estadios de linfonodos
acometidos estao associados a uma menor expressao do marcador de ativagao CD69

em subtipos de linfécitos T CD3+CD8+ no sangue periférico.
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celulares e de expressao do marcador de ativagao CD69 nas células
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5 DISCUSSAO

O CEC de cabeca e pescogo causa maior imunossupressao do que outros tipos
de cancer. Além da propria neoplasia, deve-se considerar a influéncia que o tabagismo
possui na resposta imunitaria e seus efeitos persistentes em longo prazo, uma vez
que grande parte dos pacientes com CEC de cabeca e pescocgo é tabagista. [18]
Alguns estudos a respeito do sistema imunitario no CEC de cabega e pescoco ja foram
publicados, porém nenhum deles avaliou, de forma completa, as células envolvidas
na resposta imunitaria dos pacientes doentes. O estudo de Bose et al (2008) mostrou
que a capacidade migratoria de células do sistema imunitario foi menor nos pacientes
com CEC de cabeca e pescogo em comparagao com individuos saudaveis pareados
por idade. Os autores também sugeriram que o conhecimento do comportamento
migratorio das células mononucleares seria um passo vital para a imunomodulagéo.
[19] A compreensao da biologia tumoral € fundamental na selegdo da estratégia de

tratamento.

5.1 Biologia Molecular no Estadiamento e Seguimento do CEC

O progresso no conhecimento da biologia do CEC de cabega e pescogo,
impulsionado por estudos gendmicos, contribui para o diagndstico, estadiamento,
avaliacao do progndstico e acompanhamento da resposta aos tratamentos. O estudo
dos biomarcadores ainda € incipiente e ndo permite confiabilidade na indicacao
terapéutica. A identificacdo de biomarcadores especificos podera ser capaz de
padronizar tratamentos com base na biologia tumoral. A escolha do tipo de tratamento
mais adequado a cada caso, de forma individualizada, podera ter impacto na

sobrevida e na qualidade de vida dos pacientes.

5.2 Biomarcadores do Sistema Imunitario — Células Mononucleares

Apesar do sucesso em outros tipos de tumores, ainda ndo ha estudos
conclusivos de biomarcadores relacionados ao CEC de cabeca e pescoco. Muito
poucos biomarcadores sdo atualmente usados na pratica clinica e sua validagao ainda

nao ocorreu. [12] Alguns estudos descreveram marcadores hematologicos, incluindo
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granulécitos, linfocitos e contagem de plaquetas e proteinas. O papel da proporgao
entre granulécitos e linfécitos na avaliagdo do progndstico foi descrito pela primeira
vez no cancer de nasofaringe e, posteriormente, em outros sitios de tumores, como
cavidade oral, orofaringe e hipofaringe. [12] A principal vantagem da proporgao
granulécito / linfécito como biomarcador € sua facil determinagcédo na rotina da
avaliagdo do hemograma. Mais investigagdes sao necessarias para conclusdes
definitivas sobre a acuracia e aplicabilidade clinica desta proporcao. [12] Os check-
points soluveis do sistema imunitario e as células NK sdo biomarcadores né&o
invasivos que podem auxiliar na avaliagao das biopsias de tecido. [20]

As taxas de resposta a imunoterapia variam entre 14% e 32% em casos
recorrentes ou metastaticos, sendo a resposta ao tratamento imprevisivel. Torna-se
imperativo compreender o papel das células T, das células NK e das células
apresentadoras de antigenos. Moléculas relacionadas ao sistema imunitario
apresentam potencial para se tornarem biomarcadores capazes de predizer o
progndstico e a resposta ao tratamento. Esses biomarcadores podem abrir caminho
para 0 monitoramento e manejo personalizado do cancer. [8] E necessaria a
identificacdo de biomarcadores com boa acuracia para melhorar as estratégias de
tratamento e os desfechos clinicos. Estudos pré-clinicos estdo concentrados na
identificacdo de biomarcadores que incluem células apresentadoras de antigenos
(APC), células T e células NK. A avaliagdo dessas células auxilia na predigdo da

resposta ao tratamento e do progndstico. [8]

O estudo de Caruntu et al (2021) com avaliagao de 10 pacientes com CEC de
boca fez uma comparacédo entre sangue periférico e infiltrado tumoral através de
citometria de fluxo. Os resultados mostraram infiltracdo tumoral predominante de
linfocitos T CD8+, além de aumento de linfécitos B CD19+ nesse infiltrado. No sangue
periférico, houve aumento dos linfécitos T helper CD4+ e das células NK CD56+ em
relagcdo ao infiltrado tumoral. Esses resultados mostram diferenca nos subtipos de
linfécitos entre o sangue periférico e o infiltrado tumoral, sugerindo existir resposta

imunitaria local e sistémica. [21]
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5.3 Avaliagao do Sistema Imunitario em Pacientes com Céancer

Devido a natureza multifatorial das interagdes da resposta imunitaria ao cancer,
considera-se que ensaios com diferentes biomarcadores serdo necessarios. O
imunograma proposto por Blank et al (2016) considera que a atividade das células T
€ 0 mecanismo efetor final em tumores humanos. No entanto, os mesmos autores
reconhecem que a compreensao da interacdo tumor-imunidade ainda € incompleta e
que o imunograma do cancer ndo deve ser considerado estatico. A expressao das
caracteristicas dos pontos de verificagao de células T e seus ligantes sdo importantes
biomarcadores e ha perspectiva de que auxiliem na detecgdo de alvos terapéuticos
especificos. As informacdes necessarias para essa analise podem ser obtidas na
combinagdo da gendmica tumoral, imuno-histoquimica e ensaios padrdo em
compartimento do sangue periférico. [22] Tais medi¢des serao uteis para determinar
como as células transitam entre os diferentes compartimentos do imunograma
(sangue periférico, linfonodos, infiltrado tumoral), tanto durante interacdo natural
cancer-sistema imunitario quanto apds imunoterapia. No entanto, o imunograma tem
possibilitado avaliar as interagcdes entre o tumor e o sistema imunitario, auxiliando na
escolha das opgdes de tratamento de forma mais refinada e de maneira

personalizada. [22]

5.4 Biomarcadores avaliados neste estudo

Na avaliacdo da porcentagem das populagdes de linfécitos em nosso estudo,
houve diminuig¢ao significativa dos linfécitos totais no grupo de pacientes com CEC em
comparagao ao grupo de voluntarios. Na avaliagdo dos subgrupos de linfocitos,
observou-se aumento estatisticamente significativo da quantidade de células NK
CD56+ e do subgrupo de linfécitos CD3+CD4+ nos pacientes com CEC quando
comparados aos voluntarios. Foi também detectada diminuicdo do subgrupo de

linfocitos CD3+CD8+ nos pacientes com cancer em relacdo aos voluntarios.

Houve aumento da expressdo do marcador de ativacdo CD69 nos linfécitos T
CD3+CD4+ e nos linfécitos B CD19+, sugerindo ativagao nesses grupos celulares nos
pacientes com CEC, possivelmente associada a fungdes regulatérias dessas células.
Na avaliagdo por MFI, observou-se aumento nas células NK CD56+. No entanto, a
expressdao aumentada do CD69 foi detectada apenas nos linfécitos B CD19+. A
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diferenga na expressao de CDG69 entre os resultados em porcentagem e em MFI pode
ser atribuida a intensidade de expressdao desse marcador, uma vez que a
porcentagem apresenta apenas a quantidade de células que expressam o marcador,
enquanto a fluorescéncia € proporcional a magnitude de expressdo do marcador em

cada célula, que é variavel e nao evidenciada pela porcentagem.

5.5 Linféocitos T CD4+ e CD8+

A resposta imunitaria dependente de células T contra antigenos tumorais
desempenha um papel crucial na vigilancia tumoral, principalmente das células
efetoras que sao os linfécitos T CD8+. A falha da resposta imunitaria ocorre quando
as células T CD8+ efetoras sao inibidas por estimulos provocados por citocinas
soluveis ou interacdo com outras células. As principais células capazes de induzir
apoptose nas células T CD8+ sao os linfécitos T reguladores (Treg). [23] As células

Treg sdo um subtipo de linfécitos T CD4+.

Houve diminuicdo do subgrupo de linfécitos T CD3+CD8+ e aumento do
subgrupo de linfécitos T CD3+CD4+ em nosso estudo. Esses achados indicam
apoptose de linfocitos T CD8+ que pode estar sendo induzida pelo subtipo de linfocitos
Treg do grupo de linfécitos T CD4+ que apresentou aumento percentual e ativagéo
precoce, evidenciada pela maior expressao de CD69. O CD69 tem participacao
descrita na indugao da diferenciagao de linfocitos T CD4+ em linfocitos Treg, além de

aumentar sua atividade imunossupressora. [24]

5.6 Células NK

As células NK sdo um tipo de linfocito citotoxico relevante nas respostas
imunitarias antitumorais imediatas, visando a células tumorais deficientes em MHC-I.
[25] Importante ressaltar que agdes inibitérias das células NK ocorrem tanto na
circulacao periférica quanto no infiltrado tumoral. [20] As células NK estabelecem uma
ligagao funcional entre a imunidade antitumoral inata e adaptativa, compartilhando
alguns receptores e fungdes com os linfocitos T. Além de exercerem suas fungodes, as
células NK exibem caracteristicas dos linfocitos Th1 e Th2 CD4+ e, portanto, podem

ter uma fungéo dupla na regulagéo imunitaria e de imunovigilancia contra tumores. A
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regulacdo negativa nessa populagdo de células NK interfere nas cascatas de
sinalizagado imunitaria em pacientes com CEC. Essa diminuicdo proporcional e
funcional das células imunocompetentes pode ser influenciada pela regulagao positiva
das células T reguladoras, que promovem a regulagao negativa das células T e NK e
interferem na apresentagao de antigenos de varias células, incluindo as dendriticas.
[26,27,28]

Caruntu et al (2021) encontraram aumento de células NK CD56+ no sangue
periférico de pacientes com CEC de cabega e pesco¢o em comparagdo com 0O
infiltrado tumoral. [21] Ha estudos experimentais sugerindo que tanto a deficiéncia de
CD69 quanto a administracdo do anticorpo antiCD69 causa o aumento de respostas
mediadas por células NK na imunidade antitumoral, melhorando a sobrevida de
camundongos. Esses achados sugerem o envolvimento de respostas imunitarias
mediadas por células NK. Foram detectados aumento do numero de células NK e
células T e diminuicdo na produgao de TGF-B por células NK em células tumorais de
camundongos com deficiéncia de CD69. Estes dados sugerem que o CD69 controla

respostas imunitarias antitumorais via células T e NK. [25]

Neste estudo, houve aumento de células NK CD56+ no sangue dos pacientes
em comparagdo com os voluntarios, associado a aumento de linfécitos T CD4+ e de
expressao de CD69 em linfécitos TCD4+ e linfocitos B CD19+, sugerindo uma possivel
acao do CD69 na mediacao da resposta imunitaria envolvendo tanto os linfocitos T
CDA4+ e linfécitos B CD19+ quanto células NK CD56+.

5.7 Linfécitos B

Embora o foco imunitario tumoral esteja em células citotoxicas CD8+
[29,30,31], Yuen et al (2016) constataram imunomodulagdo pelos linfocitos B,
sugerindo respostas antitumorais. Os linfocitos B podem sofrer diferenciagéo induzida
pelo CEC e se tornarem células reguladoras da resposta imunitaria. Os linfocitos B
reguladores produzem TGF-B que promove a conversado de linfécitos T CD4+ em
linfocitos Treg, os quais, por sua vez, inibem as células NK efetoras e os linfécitos T
CD8+ efetores, bloqueando a indu¢ao da imunidade tumoral mediada por linfécitos T.
[32]
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Neste estudo houve aumento da expressdo de CD69 nos linfécitos B CD19+,
indicando ativagao precoce deste grupo celular, que pode estar relacionada ao
aumento dos linfécitos CD3+CD4+ e possivel diferenciagdo em células Treg,

corroborando o papel regulador dos linfécitos B descrito na literatura.

5.8 CD69

O CD69 é uma glicoproteina lectina do tipo C, também conhecida como
molécula indutora de ativacdo. O CD69 é considerado marcador de ativacdo de
linfocitos T e B, por ser um dos primeiros a ser expresso na superficie celular de
células ativadas. [33] CD69 representa um dos primeiros marcadores de ativagao dos
linfocitos T, sendo sua expressdo usada como marcador de ativacdo tanto in vivo
quanto in vitro. Linfécitos em repouso nao expressam CD69, que representa o
marcador de ativagao inicial, sendo rapidamente induzido na superficie celular apés
estimulacdo. A transducdo de sinal via CD69 ativa a expressdo de genes que
codificam citocinas e proliferagdo de células T periféricas CD4+. O CD69 parece
desempenhar um papel duplo na fisiologia celular: por um lado, iniciando a ativagéo
celular e, por outro, mediando a inducado de apoptose. Os estudos tém detectado a
expressao do CD69 na superficie de varios tipos de células, indicando seu papel na
fisiologia celular, como um receptor capaz de provocar ampla gama de respostas de
ativacao celular. [34,35] Embora o papel preciso do CD69 na funcdo de células
imunitarias ainda nao tenha sido completamente elucidado, o acumulo de evidéncias
experimentais revelou que o CD69 pode determinar padrdes de liberacao de citocinas

e de retengao e migragao de linfocitos ativados. [36]

A expressao basal de CD69 em linfocitos T de sangue periférico € baixa. [34] O
CD69 liga-se ao receptor de superficie S1P1 e prejudica sua expressao, promovendo
a retencéo de linfocitos recentemente ativados nos 6rgaos linfoides e tecidos nao
linfoides. [35,36] A vigilancia imunitaria inclui saida e retorno de células T dos érgéos
linfoides para a circulagdo. A saida de células T de 6rgaos linfoides € mediada pela
expressdao de S1P1 e sua interagcdo com esfingosina-1 fosfato (S1P) da corrente
sanguinea. [36]. AS1P, um ligante de S1P1, € um importante mediador de sinalizagao
que controla um conjunto diversificado de processos celulares. Uma vez que a

concentragdo de S1P nos 6rgaos linfoides € menor do que no sangue e na linfa, a
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expressao de S1P1 obriga os linfocitos a sairem dos tecidos linfoides e acessarem a
corrente sanguinea através do fluido linfatico. E importante ressaltar que o CD69
interage diretamente com S1P1, o que resulta na internalizagdo de S1P1, assim
promovendo a retengéo de linfocitos nos tecidos linfoides [25]. Evidéncias recentes
revelaram que o CD69 regula algumas fungdes especificas de subconjuntos de
células T selecionados, determinando a taxa de retengdo e de migracdo dessas

células nos tecidos, bem como a aquisicéo de fendétipos efetores ou reguladores.[36]

Segundo Cibrian et al (2017), o CD69 pode controlar o equilibrio entre células
Th17/Tregs. No entanto, este potencial efeito regulatério no equilibrio dos diferentes
subtipos de células T ainda nao foi totalmente explorado, estando relacionado com o
complexo CD69-S1P1 em tecidos linfoides.[36] De acordo com Gorabi et al (2020) é
evidente que o CD69 modula o sistema imunitario por meio de diferentes mecanismos,
incluindo reforgo na atividade supressora de Tregs, mantendo o equilibrio entre
Th17/Tregs pela prevencdo de diferenciagdo de Th17 e regulagdo negativa de

citocinas proinflamatoérias.

Um dos principais mecanismos pelos quais o CD69 exerce sua acgao
imunomoduladora é o controle da atividade Treg. A expressdo de CD69 desempenha
um papel fundamental na atividade de Tregs por regulagao positiva do TGF-f3, que &
um fator significativo para inducao da atividade supressora Treg. A expressao de CD69
influencia na funcdo supressora das Tregs, pois na comparagao de Tregs que
expressam CD69 com Tregs que ndo expressam CD69 observa-se uma fungéo
supressora mais robusta para células que expressam CD69 em sua superficie. [24]
Além de seu valor intrinseco como um marcador de ativagédo, evidéncias recentes
sugerem que o CD69 também é um regulador importante das respostas imunitarias.
A identificagdo de ligantes sugere que a sinalizagdo induzida por CD69 pode ser
regulada durante contatos entre células T e células apresentadoras de antigenos em
orgaos linfoides e na periferia, onde citocinas e outros metabdlitos controlam o

resultado final da resposta imunitaria. [36]

Koyama-Nasu et al (2022) mostraram que CD69 regula negativamente a fungao
efetora das células T intratumorais e controla de forma importante a exaustao de
células T CD8+. A exaustao das células T é definida por uma alteragao no padrao de
expressao génica, incluindo uma redugao na expressao de citocinas e a indugéao da

expressao de receptores inibitorios, como o PD-1. Células T esgotadas mostram-se
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menos citotoxicas contra células tumorais do qué células T CD8+ nao esgotadas.
Portanto, o revigoramento das células T CD8+ exauridas é considerada uma
estratégia promissora para imunoterapia contra o cancer. Além disso, a administragéo
de anticorpo monoclonal antiCD69 em camundongos demonstrou aumento da

imunidade antitumoral.[25]

Arstad et al (2006) mostraram que o aumento da porcentagem de células
expressando moléculas de ativagao precoce e tardia no sangue periférico predizem
diminuicdo da sobrevida em pacientes com CEC de cabecga e pescoco. [37] Arstad et
al (2015) verificaram que a sobrevida em longo prazo diminui conforme o niumero de
linfcitos T positivos para CD69 no sangue periférico. A protegdo imunitaria pode ser
suprimida por linfécitos Tregs que também podem estar presentes no sangue. Foi
mostrado que os linfocitos Treg podem ser regulados positivamente nestes pacientes.
E possivel que os niveis altos de CD69 e sua relacdo com diminuicdo da sobrevida

em longo prazo estejam relacionados com aumento dos niveis de células Treg [38].

Arstad et al (2006) consideraram que o aumento da porcentagem de expressao
de CDG69 nos linfécitos de sangue periférico em estadios mais avangados da doencga
sugere maior ativagdo dos linfocitos T. Os autores levantaram a hipotese de que
linfocitos T especificos podem ser ativados em pacientes com CEC de cabeca e
pescoco. O aumento da expressao de CD69 nas células linfoides também foi
detectado em outras condigdes clinicas diretamente relacionadas ao sistema
imunitario, tais como a rejeicdo ao transplante renal e a maior atividade do lupus
eritematoso sistémico. [37] Estudos mostram que a expressao de CD69 é necessaria
para o recrutamento e manutencao de células T em tecidos inflamados. Seu valor
prognostico depende do tipo de tumor. [39,40] Foi demonstrado em modelos
murinos [41] que o tratamento combinado de células dendriticas pulsadas com lisado
de tumor renal e anticorpo bloqueador de CD69 resultou em redugao no volume
tumoral e aumento na proliferacao e atividade de células T, controlando o crescimento

tumoral e a produgédo de citocinas. [42]

As fungdes do CD69 na regulagao da diferenciagao de células Th17/Tregs e na
retencdo tecidual e exaustao de células T s&o relevantes. Elas estdo relacionadas ao
papel do CD69 na supressao imunitaria em ambientes tumorais. [43] Segundo Li et al
(2024), os avancos na compreenséo da deficiéncia de CD69 e do anticorpo antiCD69

permitem avaliar o valor do direcionamento ao CD69 como alvo para imunoterapia
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contra o cancer e previsao de prognostico. A literatura recente mostra que o CD69
pode regular a diferenciacéo de células Th17/Treg em relagdo as células Treg, e a
expressao de CD69 pelas células pode contribuir para a retengao de células nos
linfonodos e no tecido tumoral e maior exaustao. A aplicacdo de anticorpos antiCD69
potencializa os efeitos antitumorais ao ativar células T inatas e adaptativas, como
mostrado em estudos pré-clinicos. Essas evidéncias indicam que o CD69 pode
desempenhar um papel imunoinibitério na imunidade antitumoral. Assim, o CD69

torna-se uma molécula alvo para a imunoterapia contra o cancer. [43]

Neste estudo houve expressdo elevada de CD69 em linfécitos T CD4+ e
linfécitos B CD19+ em sangue periférico, sugerindo que essas células sao propensas
a retencdo em linfonodos e tecido tumoral. Além disso, o CD69 poderia induzir a
formagao de células Treg, que reduziriam a resposta imunitaria ao tumor conforme

recentemente descrito na literatura.

Schumacher et al (2024) em um estudo de 20 pacientes com CEC de cabeca
e pescogo avancado examinaram por citometria de fluxo se os pacientes em
tratamento com resposta a imunoterapia mostrariam diferengas nas subpopulagdes
de células T no sangue periférico em comparagédo com pacientes com resisténcia a
imunoterapia. Eles encontraram que a expressao de CD69 esteve aumentada entre
os linfécitos CD3+ em pacientes com resposta a imunoterapia em relacdo aos

pacientes com falha na resposta a imunoterapia.

Nao foram encontradas diferengas entre as porcentagens de Treg entre os
pacientes com resposta a imunoterapia e com resisténcia a imunoterapia. [44] Ou
seja, foi verificado que a maior expressdao de CD69 em linfocitos contribuiu para
resposta ao tratamento, demonstrando que talvez a maior expressao de CD69 seja
um marcador de tumores em estadios avancados, mas que podem responder aos

inibidores.

5.9 Monoécitos e Granulécitos

Os mondcitos CD14+ e CD16+ produzem IL-10 e sua ativagdo em pacientes
com cancer eleva a concentragdo sanguinea dessa interleucina, proporcionalmente

ao estadio da neoplasia. [45,46,47]. Essa elevacao dos monécitos CD14+ e CD16+,
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bem como da IL-10 associa-se a aumento da sobrevida, indicando que esses
mondcitos possuem fungdes antitumorais. [47] Ha maior ativagdo de macrofagos

imaturos em pacientes com cancer. [48,49,50]

A elevagcdo da relagdo granulécito/linfécito associa-se a maior resposta
inflamatoria sistémica. [51,52,53,54] Os granulécitos atuam de forma pro-
tumorigénica, ao serem pro-angiogénicos e suprimirem respostas imunitarias
adaptativas. [54,55] Por outro lado, granuldcitos ativados apresentam atividade
antitumoral e associam-se a aumento da sobrevida. [45,47] Foi detectado maior
numero de granuldcitos circulantes com e menor numero de linfécitos em pacientes
com CEC de cabeca e pesco¢co em comparacao com individuos saudaveis. [48,49,56]
O aumento do numero de granuldcitos e mondcitos observado nos pacientes com
CEC de cabeca e pescogo no estudo de Bose et al (2008) nao difere de estudos
anteriores em outros tipos de canceres. Esses dados indicam aumento da inflamacgao
com infiltragdo de granulécitos e mondcitos imaturos originados da medula 6ssea
como consequéncia de maior transformacao leucocitaria. [19] Em nosso estudo, a
distribuicdo de mondcitos e granulécitos ndo apresentou diferencga significativa entre
0os pacientes e os voluntarios, possivelmente devido ao estadio avangado dos

tumores.

Sathawane et al (2013) detectaram que a expressao de mondcitos diminui com
0 avango do cancer [47]. Alguns estudos que encontraram valores de granuldcitos
mais altos incluiram muitos pacientes em estadios menos avangados da doenca,

como no estudo Caldeira et al (2017) em pacientes com cancer de boca. [48]

5.10 Células do Sistema Imunitario e Acometimento Linfonodal

No CEC, células de linfonodos regionais sdo um dos primeiros componentes
do sistema imunitario a terem contato com as células tumorais e seus produtos. [57]
Portanto, o conhecimento do fendtipo e propriedades funcionais das células
hematopoiéticas presentes no processo de drenagem das células tumorais e seus
produtos pelos linfonodos regionais € importante para entender seu papel no controle
de células malignas. Apesar dos linfonodos serem essenciais para o inicio da resposta
imunitaria, seu envolvimento no controle do tumor ainda ndo é suficientemente

conhecido. Os eventos que ocorrem nos linfonodos para desencadear uma resposta
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imunitaria sdo dinamicos e dependem de interagcdbes com ceélulas e moléculas
liberadas no local. Os linfocitos podem acessar os linfonodos, transitar e sair do local
sob influéncia de sinais provenientes de citocinas, quimiocinas, proteinas de matriz

celular e receptores expressos por células endoteliais. [58]

Verastegui et al (2002) correlacionaram a histologia de linfonodos metastaticos
com achados de citometria de fluxo em pacientes com CEC de cabega e pescoco.
Observaram-se mudangas morfologicas e funcionais nestes linfonodos. Houve
decréscimo de células T CD8+ e, em alguns linfonodos, a presenca de populagdes
secundarias e terciarias de células com granulosidade distinta, além de diferentes
marcadores de células NK. Os autores verificaram expressao simultdnea de
moléculas de superficie especificas de células T (CD3+) e NK (CD16+/CD56+) que
poderiam ser responsaveis pelas alteracdes detectadas. Os autores levantaram a
hipétese de que as células NK podem ter alterado a fungdo de outras células
hematopoiéticas e, por consequéncia, facilitado o estabelecimento de metastases.
[57] O numero baixo de linfocitos T CD8+ pode ser resultado de uma resposta mediada
por células T CD4+. Em pacientes com CEC de cabeca e pescogo, a habilidade
diminuida das células linfonodais proliferarem sugere anormalidades
predominantemente na populagcdo de células T CD3+CD4+. [57] No estudo de
Verastegui et al (2002), nenhuma alteracao foi detectada nas diferentes populagdes
de linfécitos em sangue periférico, sugerindo auséncia de alteracdes sistémicas e a
presenca apenas de alteragdes regionais, seguindo a via de drenagem linfatica do
tumor. [57]

A existéncia de células efetoras tumor-especificas e células T supressoras tem
sido demonstrada nos linfonodos metastaticos regionais. Tem sido sugerido que a
resposta de células T ao tumor é dependente de um balanco delicado entre células T
efetoras e células T reguladoras. Produtos de células tumorais possuem um efeito na
composicao celular dos linfonodos que dao suporte ao crescimento destas células
tumorais. Estudos recentes indicam associagdo entre a composicdo de células
imunitarias dos linfonodos metastaticos e prognostico do cancer. Recentemente foi
reportado que a atividade supressora periférica dos CD25/CD127-Tregs aumentou em
pacientes com carcinoma de laringe e orofaringe e associou-se a estadiamento

avancado e envolvimento linfonodal. [58]
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Células T reguladoras ativadas em linfonodos de drenagem metastaticos
possivelmente suprimem a imunidade ao CEC cabeca e pescogo. As células Tregs
desempenham um importante papel na criagio de um microambiente
imunossupressor. No entanto, os mecanismos pelos quais as Tregs sao ativadas e
suprimem a imunidade ao CEC permanecem obscuros. [59] Ha evidéncias
acumuladas sugerindo que as células Tregs, que desempenham um papel crucial na
inibicdo da imunidade antitumoral, podem estar contribuindo para a falha clinica das
moléculas inibidoras de checkpoint imunitario. Pesquisas recentes tém se
concentrado em encontrar biomarcadores preditivos no sangue ou infiltrado tumoral.
Porém a importancia da drenagem tumoral dos linfonodos como fonte de células CD4+
e CD8+ e local de importantes eventos imunitarios anticancerigenos, como
apresentacdo de antigenos, ativagdo de células imunitarias, proliferacdo e
diferenciagao precisa de maior atencao. [60] Pierciala et al (2022) em estudo realizado
com citometria de fluxo em 23 pacientes com CEC de cabeca e pesco¢o encontraram
niveis elevados de Tregs nos linfonodos, além de demonstrar que a expressao de PD-
1 e CTLA-4 nestas células Tregs tiveram correlagdo com o estadiamento linfonodal

dos pacientes, mas ndo com o estadiamento T (tamanho do tumor). [60]

Suzuki et al (2024 ) analisaram receptores de células Treg e outros subtipos de
células T no sangue periférico, linfonodos metastaticos e tumor primario de pacientes
com CEC de cabeca e pescogo. Os autores mostraram que o repertorio de receptores
de células T estava modificado no tecido tumoral e nos linfonodos metastaticos em
comparagao com linfonodos ndo metastaticos e que havia grande similaridade do
repertorio de células Tregs e células T CD8+ nos linfonodos metastaticos e no tecido
tumoral. Esses resultados sugerem que Tregs e células T CD8+ sao ativadas em
linfonodos metastaticos e tecido tumoral por antigenos do cancer, como neoantigenos
e antigenos compartilhados. Em consequéncia de sua ativagdo, as células Tregs
inibiriam a funcéo de células T CD8+ de uma maneira especifica para antigenos do
cancer no tecido tumoral e nos linfonodos metastaticos. Além disso, linfonodos
metastaticos podem ser uma fonte de Tregs e células T CD8+ para o tumor primario.
[59]

ApOs a ativacao, os linfocitos T expressam CD69 e sao retidos transitoriamente
nos linfonodos pela formagédo do complexo CD69-S1P1 na membrana plasmatica.

Este complexo regula negativamente a fungdo de saida dos linfécitos, promovendo
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assim sua retencao nos linfonodos. As células T CD69+ raramente sdo encontradas
na circulagao. A regulacao positiva de CD69 é observada apds a ativagdo na maioria
das células do sistema hematopoiético, indicando ser um requisito geral para seus

efeitos reguladores. [36]

Nesta pesquisa, houve correlagdo negativa entre o estadiamento linfonodal e a
expressao de CD69 por MFI nas células T CD3+CD8+, com diminui¢ao da circulagéo
periférica de células de células T citotoxicas ativadas em estadios mais avancados de
metastase linfonodal e possivel relagdo com o mecanismo de retengao linfonodal e

exaustao proposto por Koyama-Nasu et al (2022) [25] e Li et al (2024). [43]

Shuang et al (2017) avaliaram 16 pacientes com hepatocarcinoma e
compararam as células imunitarias de linfonodos e do sangue periférico por citometria
de fluxo. Os autores verificaram que as células dos linfonodos apresentaram
caracteristicas de imunossupressao, refletindo menor atividade proliferativa, citotoxica
e maior expressao de PD-1 em comparagao com as células do sangue periférico. Essa
imunosupressao avangou com a progressao do tumor. A imunossupressao pode ser
revertida pela inibicdo das células Treg e/ou PD-1, o que demonstra que mais
pesquisas sdo necessarias para determinar estratégias que favoregam a sobrevida

dos pacientes. [61]

Chaoul et al (2020) investigaram 14 pacientes com hepatocarcinoma e infecgao
pelo virus da hepatite C, comparados com individuos saudaveis, por citometria de
fluxo. Esses autores encontraram proporcoes elevadas de células T expressando
CD69 no infiltrado tumoral em comparagdo com o sangue dos pacientes e no sangue
dos pacientes em comparagao com o sangue dos individuos saudaveis. [62] De Rosa
et al (2024) avaliaram 28 pacientes com cancer de pulmé&o submetidos a imunoterapia.
Esses autores sugeriram, pela primeira vez, que as células mononucleares
sanguineas possuem potencial para avaliagdo de caracteristicas de responsividade
imunitaria [63]

Portanto, a relacdo do CD69 com a retencgao de células T CD4+ nos linfonodos
e sua diferenciagdo em Tregs, bem como a exaustao das células TCD8+ relacionada
também com maior expressdao de PD-1 podem ser novos alvos terapéuticos na

imunoterapia do cancer. [25,43]
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Koyama-Nasu et al (2023) observaram, em modelo murino, que o tratamento
antiCD69 melhorou as respostas imunitarias antitumorais e que as terapias
combinadas de antiCD69 e antiPD-1 sdo compativeis. Esses autores mostraram efeito
terapéutico eficiente até mesmo no melanoma imunorrefratario, sem efeitos adversos
graves. Segundo eles, o CD69 desempenha um papel crucial na imunidade
antitumoral pelo fato de controlar a diferenciacao celular em linfonodos nos canceres
humanos. Esses achados justificam a avaliagado clinica do anticorpo monoclonal

antiCD69 como uma nova estratégia para a imunoterapia do cancer. [64]

Sao necessarios estudos mais especificos incluindo diferentes locais de tumor
primario, diversos tipos histologicos, estadiamentos e agentes carcinogénicos para
avaliar diferencas na resposta imunitaria local e sistémica. A participacdo dos
linfonodos nessas respostas em cada tipo de cancer também assume grande
importancia. Suzuki et al (2019) em estudo com pacientes com cancer de mama
relataram que a caracteristica genética das células mononucleares de sangue
periférico exibe uma assinatura unica de expressao génica em varios tipos de cancer.
[65] A identificagcao de biomarcadores de alta acuracia para orientar a imunoterapia do
cancer é necessaria. Até o presente momento, nenhum biomarcador preditivo foi
estabelecido com base na avaliacdo direta das funcdes das células T, que sdo o

principal alvo de agao dos medicamentos antiPD-1. [66]

5.11 Limitagoes deste Estudo

As principais limitacbes foram o tamanho amostral reduzido, o método
transversal e selecédo de pacientes em estadios mais avangados da doenca. Por outro
lado, s&o alguns pontos positivos do estudo a amostra ser relativamente homogénea,
a inclusdo de pacientes sem exposigdo a tratamento oncologico prévio e o rigor

metodoldgico na realizagédo da citometria de fluxo.
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6 CONCLUSAO

Pacientes com CEC de cabeca e pesco¢o avancado exibem diminuicdo de
linfocitos totais e linfécitos T CD3+CD8+ associada ao aumento dos linfécitos T
CD3+CD4+ e de células NK CD56+. A expressao do marcador de ativagao CD69 foi

menor com o avango do acometimento linfonodal.
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APENDICES

APENDICE A - Carta de aprovacao no CEP da FHEMIG

PARECER N° 075/2009

Registro CEP/FHEMIG: 075/2009 (este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
Data: 08/05/2009
CAAE: - 0016.0.287.000-09

Hospital Alberto Cavalcanti

Pesquisador Responséavel: Bruno Gustavo Muzzi Carvalho e Carneiro
DECISAO:

O Comité de Etica em Pesquisa. (CEP/FHEMIG), ap6s cumprimento das solicitagdes da diligéncia. aprovou em 03
de Maio de 2009. o projeto de pesquisa intitulado: “RELACAO ENTRE CANCER E ALERGIA™.

Segundo o item VIL13.d da Resolugio 196/96. os pesquisadores ficam OBRIGADOS a enviar relatorios
anualmente.

Assim o relatorio parcial devera ser entregue em 05/05/2010 e/ou o relatorio final ao término da pesquisa.

O relatorio podera seguir o modelo de acompanhamento disponivel na Intranet/ FHEMIG.

1 4/ A
Vandersdﬁé\?@?um ualdo

Coordenador do.Comité de Etica em Pesquisa

Vanderson Assis Romualdo
Coorsenacor
Comité de Ehca em Pesquisa / FHEMIG
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APENDICE B - Reativagdo da aprovacgéo do projeto no CEP da FHEMIG -Insergéo na

Plataforma Brasil

- DADOS DAVERSAQ DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: RELACAQ ENTRE CANCER E ALERGIA

Pesquisador Responsavel: BRUNO GUSTAVO MUZZI CARVALHO E CARNEIRG
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE:

Submetido em:

Instituigdo Proponente: Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais - FHEMIG
Situacao da Versio do Projeto: Em Ediéo

Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsavel

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

= DOCUMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

+ [ Versio em Tramitagéo (PO) - Versao 1
* (] Projeto Original
=[] Curriculo dos Assistentes
{2 ADRIANA TORRES DA SILVA
v [ Projeto Completo

Tipo de Documento Situagéo Arquivo Postagem Apées
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APENDICE B2 - Atualizagédo do projeto no CEP da FHEMIG - Equipe de Pesquisa

= S, T apise T

oo rmanepsd 306 GOV E°

* Pesguisadon Prncipel:
CFF Cocume~o

Teeore
[

* Dersajd deloQr & SUIONZOCHD O6 PrEENChIMENIO G4sid PrOELO & OUUEE Pess0ds |4 Cadaslradas no uslema’?

* S his

ASBSTENTES:

CPF Docymentn

EQWPE OF PESOUISA:

CPF Documantd

* Ivmnecio Proponente:

BAUNQ GUSTAVD MUZZ) CARVALHO E CARMEIRD

x ¥
Home Soca
E-Tar
brunomuz3 gmail com

Nomg ol
ADRLINA TORPES D= Suvs

ADRIMIA TORRES D4 S
Ang Li shnp Somded @ Shi
gy Pelrowny

Ents Losnar 1w ane Ve

18 843 528/0201-00 - Funde; 80 Hospaslar do Estado de Minas Geraie - FHEMIG ¥

Tewrtons £ el Agad
acrargtonevsd. oS, MO0 L3N ]
. Ascwas Avenients
Agao
g
=]
]
]
__Acronm memibeo d squps |
Y-

bane=e



67

APENDICE C - Identificagcao, anamnese, fatores de risco e marcadores

imunitarios

Identificagcao

Nome: Data Entrevista: /
Sexo[ |masculino [ ]feminino D.N. / / Idade: anos Prontuéario:
Cor:[ Jleuco [ ]feo [ |melanodérmico

Profissao:

Endereco:

Telefones: e-mail:

Doencas associadas e habitos de vida

[] HAS [] bMtipo:[J1[]2 [ JArritmia [] valvopatia
[]icc [] Dislipidemia [] Obesidade [] Enxaqueca

[] AVC prévio [ ] DAC [_ID. arterial periférica ] Gravidez/Puerpério
[] Hipercoagulabilidade [ ] Trombocitose [ ] D. Chagas

[] D. Auto-imune: [ JAR [] LES [] Outras: ‘[] HIV ~ []Outraimunossupressao

[] Etilismo: gtde:

[] Tabagismo:[_]prévio (parou ha anos)[_]atual - gtde: anos.mago

[] Carcinogeno ocupacional (qual):

[] Neoplasia prévia (qual):

Medicamentos em uso - especificar

[]Antihipertensivo [ ]Hipoglicemiante
[ ]Hipolipemiante []Antiagregante plaquetario
[ ]Anticoagulante [ ]Antibidtico
[ ]Analgésico [ ]Antidepressivo
[]Antihistaminico [ ]Corticoide
[]Antileucotrieno [ ]Outro(s)
Alergia
[] sim [ Nao
[] Atual [ JPregressa: até quando (ano )
Idade do inicio dos Sintomas: anos
[] Asma []Rinite alérgica
[ ] Dermatite atépica [] Urticéria
[] Alergia a medicamentos (qual): [ JAlimentos:
[] Poeira [ ]Mofo
[] Pelos de animais —qual:[_|Cachorro [ ] Gato [ | Aves [ | Outros:
[_]Alergenos ocupacionais: [_]Pesticidas [ |Outros:
Tratamento
Operagao[_|nao[ |sim —data: / / Tipo:
[ ]Anatomo Patolégico[ | Biopsia:
Estadiamento
T_N__M__ S>EC[JI Jngm [~
INCLUSAO: NAO INCLUSAO
e diagndstico histolégico de cancer e historia prévia de outro cancer
e aindanéo operados do cancer e uso de tratamento imunitario sistémico

(imunomoduladores ou imunossupressores)
e  corticoterapia prolongada
. passado de quimioterapia ou radioterapia

. doencga do sistema imunitaria (AR, LES, HIV, etc)
e infecgéo ativa
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APENDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TITULO DA PESQUISA: Relagido entre neoplasias malignas e alergia
PESQUISADORES: Bruno Gustavo Muzzi Carvalho e Carneiro / Adriana Torres da Silva

INTRODUCAO: Antes de aceitar participar desta pesquisa, é necessario que vocé leia e
compreenda a explicagcdo sobre o procedimento proposto. Esta declaracdo descreve o
objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaucbes do estudo.

OBJETIVO DA PESQUISA: Avaliar a relagao entre neoplasias malignas e alergia, com o
auxilio de exames de alergia no sangue.

RESUMO: Vocé é convidado(a) a participar desta pesquisa porque esta em tratamento
oncoldgico neste hospital ou como pessoa sadia para ser comparada com 0s pacientes.

Existem muitos fatores ainda desconhecidos sobre as doengas malignas, principalmente com
as defesas do organismo e a alergia. Atualmente, ha condigbes de se fazer exames para
investigar se ha relagdo entre alergia e neoplasias malignas.

PROCEDIMENTO: A sua participacado no estudo requer que se faca uma entrevista e uma
coleta de uma pequena quantidade (5 mililitros, equivalente a uma colher de sopa) de sangue
em uma veia do seu bracgo. Essa coleta sera realizada pelo pesquisador ou por um técnico de
laboratério do Hospital devidamente treinado. O material utilizado sera totalmente descartavel.

DESCONFORTOS: A introducao da agulha para a coleta de sangue podera causar um
desconforto no local, acompanhado ou ndo de uma pequena inflamacéo transitéria.

BENEFICIOS: Sua participacdo ira contribuir para o conhecimento médico das doencas
malignas com seus fatores relacionados e ira beneficiar futuros estudos para seu melhor
diagnéstico e tratamento.

SIGILO: Todos os dados que identificam vocé, tais como namero do prontuario, nome, idade,
doengas, etc, serdo mantidos em sigilo absoluto. Ao assinar este formulario de consentimento,
vocé autoriza a fornecer os dados colhidos da pesquisa ao Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagao Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG) e depois divulga-los em meio
médico-cientifico sem que vocé seja identificado.

DESLIGAMENTO DA PESQUISA: A sua participagao neste estudo é voluntaria e sua recusa
em participar ou o seu desligamento ndo acarretara prejuizo algum para vocé ou perda de
beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé podera interromper sua participagao a qualquer
momento, sem interferéncia em seu tratamento ou relacionamento com o pesquisador e o
hospital.

CONTATO COM O PESQUISADOR: Pode ser feito com o Dr. Bruno Gustavo Muzzi Carvalho
e Carneiro, pelo telefone (31) 9298-1013 ou com a Dra Adriana Torres da Silva pelo telefone
(31) 988477152. Caso tenha duvidas sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, vocé
podera entrar em contato com o Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG.

CONSENTIMENTO: Li e entendi as informagbes precedentes. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Este formulario é assinado
voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para que eu participe do estudo,
até eu decidir o contrario.
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Figura A2 — Estratégia Utilizada para Analise de Granulécitos
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Figura A3 — Estratégia Utilizada para Analise de Monécitos e Células NK
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Figura A4 — Heat map esquematico dos Painéis de Citometria
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Tabela A1- Correlagoes entre estadiamento dos linfonodos e Biomarcadores
Imunitarios

TABELA DE CORRELACOES

Grupo Valor Coeficiente p Classificagao
de da
correlagao correlacao
LINFOCITOS -0,20 Pearson 0,50 Fraca
CD3+ 0,29 Pearson 0,32 Fraca
CD56+ -0,19 Pearson 0,51 Fraca
CD19+ -0,14 Pearson 0,63 Fraca
CD3+CD8+ -0,04 Pearson 0,88 Fraca
CD3+CD4+ -0,03 Spearman 0,95 Fraca
CD69 CD19+ -0,27 Pearson 0,35 Fraca
CD69 CD3+CD8+ -0,3 Pearson 0,29 Fraca
CD69 CD3+CD4+ -0,25 Pearson 0,38 Fraca
GRANULOCITOS 0,10 Pearson 0,74 Fraca
CD66b+ 0,25 Pearson 0,38 Fraca
CD66b+CD16+ 0,01 Pearson 0,97 Fraca
CD66b+CD16+CD11a+ 0,02 Spearman 0,94 Fraca
CD66b+CD16- -0,01 Pearson 0,97 Fraca
CD66b+CD16-CD11a+ -0,21 Pearson 0,47 Moderada
MONOCITOS 0,31 Pearson 0,29 Fraca
CD14+ 0,14 Spearman 0,64 Fraca
CD14+CD86+ 0,49 Spearman 0,08 Moderada
MFI
MFI CD69 CD3+CD4+ -0,55 Spearman 0,05 Moderada
MFI CD69 CD3+CD8+ -0,57 Spearman 0,03* Moderada
MFI CD69 CD19+ LB -0,38 Pearson 0,18 Fraca
MFI CD56+ 0,32 Pearson 0,27 Fraca
MFI CD86 CD14+ -0,08 Pearson 0,79 Fraca
MFI CD11aCD66b+CD16+ 0,10 Spearman 0,72 Fraca
MFI HLA-DRCD66b+CD16+ 0,04 Pearson 0,89 Fraca
MFI CD16+CD66b+ 0,20 Spearman 0,49 Fraca
MFI CD11aCD66B+CD16- -0,20 Pearson 0,49 Fraca

*correlagao significativa
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Tabela A2 - Comparagao dos percentuais dos subtipos de linfécitos entre

pacientes com CEC de cabecga e pesco¢o e voluntarios saudaveis

10 o Teste de
Biomarcadores Grupo .. Mediana .. hormalidad
quartil uartil e

Linfocitos Pacientes 14,0 18,0 27,9 0,78
Voluntarios 23,3 25,5 31,0 0,10
Pacientes 63,1 67,0 73,6 0,75
Linfocitos CD3+ Voluntarios 58,6 66,6 71,6 0,06
 ea s Pacientes 10,1 13,4 19,7 0,64
Linféeitos CD56+ Voluntarios 3.3 59 10.3 0.10
CD69 em Linfécitos B Pacientes 17,2 42 1 57,6 0,41
CD19+ Voluntarios 6,6 21,8 26,3 0,24
CD69 em Linfécitos Pacientes 12,0 24 .6 39,6 0,02
CD3+CD8+ Voluntarios 8,3 13,5 21,8 0,03
CD69 em Linfécitos Pacientes 14,3 27,6 47 4 0,07
CD3+CD4+ Voluntarios 9,1 17,4 24.3 0,10
e Pacientes 5,5 12,5 26,9 0,02
Linfocitos B CD19+ Voluntarios 9,3 12,2 14,0 0,28
. . Pacientes 7,6 16,1 27,3 0,13
Linfocitos CD3+CD8+ /0| intarios 190 278 480 0.02
. . Pacientes 70,2 74,3 85,7 0,28
Linfocitos CD3+CD4+ /) \nisrios 499 63,0 67.4 0,50

a= Shapiro-Wilk

Nota: A analise foi realizada utilizando o teste t de Student para dados com
distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney U para dados com distribuicdo nao

normal, conforme indicado pelos resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk
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Tabela A3 - Comparagao dos percentuais dos subtipos de granulécitos entre

pacientes com CEC de cabecga e pesco¢o e voluntarios saudaveis

Biomarcadores

Granulocitos

Granulocitos CD66b+

Granulocitos

CD66b+CD16+CD11

at

Granulocitos

CD66b+CD16-

CD11a+

Granulocitos

CD66b+CD16-

Granulocitos

CD66b+CD16+

Grupo 1° ° Teste_ de
quartil Mediana quartil normaahdade

Pacientes 64,8 74,2 79,8 0,53
Voluntarios 61,8 68,0 70,5 <0,001
Pacientes 75,8 78,1 88,2 0,07
Voluntarios 86,4 88,3 91,7 <0,001
Pacientes 98,0 99,8 99,9 <0,001
Voluntarios 97,2 99,5 99,7 <0,001
Pacientes 84,7 94,7 98,9 <0,001
Voluntarios 94,1 98,0 99,0 <0,001
Pacientes 2,5 4,5 10,9 0,10
Voluntarios 3,0 50 28,0 0,002
Pacientes 89,1 95,5 97,6 0,10
Voluntarios 72,0 95,0 97,0 0,002

a= Shapiro-Wilk

Nota: A analise foi realizada utilizando o teste t de Student para dados com

distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney U para dados com distribuicdo nao

normal, conforme indicado pelos resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
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Tabela A4 - Comparagao dos percentuais dos subtipos de mondcitos entre

pacientes com CEC de cabecga e pesco¢o e voluntarios saudaveis

Teste de
1° 3°
Biomarcadores Grupo normalidade
quartil Mediana quartil
a

Monocitos Pacientes 62,6 72,7 77,0 0,15

Voluntarios 64,8 70,8 73,6 0,11
Monocitos Pacientes 8,3 9,9 26,6 0,00
CD14+ Voluntarios 5,6 8,1 10,2 0,05
Monocitos Pacientes 80,7 91,5 97.6 0,01
CD14+CD86+ Voluntarios 77,5 86,7 95,3 0,14

a= Shapiro-Wilk

Nota: A analise foi realizada utilizando o teste T de Student para dados com
distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney U para dados com distribuigdo néo

normal, conforme indicado pelos resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
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Tabela A5 — Comparacao por MFI dos subtipos de células imunitarias e da

expressao do marcador de ativagcao CD69 entre pacientes com CEC e

voluntarios saudaveis

Biomarcadores

MFI CD69 em

Linfocitos CD3+CD8 +

MFI CD69 em
Linfécitos CD3+CD4+
MFI CD11a em
Granuldcitos
CD66b+CD16-

MFI CD16 em
Granulocitos CD66b+
MFI CD69 em
Linfocitos B CD19+
MFI HLA-DR em
Granulocitos
CD66b+CD16+

MFI CD11a em
Granulocitos
CD66b+CD16+

MFI CD56 em
Linfécitos

MFI CD86

emMonocitosCD14+

Teste de
1° 3°
Grupo normalida
quartil Mediana quartil

de?
Pacientes 118 236,5 394 0,00
Voluntarios 147 175,5 234 0,60
Pacientes 135,5 245,5 439 0,01
Voluntarios 150,8 185,5 208 0,55
Pacientes 1693,8 2053 2494 1,00
Voluntarios 1848 2277 2702 0,04
Pacientes 12274,3 43284 62092 0,27
Voluntarios 25963,8 44993,5 56209 0,48
Pacientes 277,8 431,5 614 0,00
Voluntarios 155,5 202,5 252 0,23
Pacientes 116,8 135,5 147 0,00
Voluntarios 120,5 141,5 155 0,23
Pacientes 1184 1944 5 2237 0,76
Voluntarios 2236,8 2613 2797 0,00
Pacientes 188,5 215 240 0,60
Voluntarios 48,2 78,8 163 0,02
Pacientes 2978 4155 4905 0,83
Voluntarios 2769 3349,5 3904 0,27

a= Shapiro-Wilk

Nota: A analise foi realizada utilizando o teste T de Student para dados com
distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney U para dados com distribuicdo nao
normal, conforme indicado pelos resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
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Tabela A6 — Valores individuais em porcentagem dos subgrupos de linfécitos nos pacientes

Grupos celulares PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 PC11 PC12 PC13 PC14
Linfocitos 288 33 161 14 405 221 36 162 113 254 316 138 198 14
Linfocitos CD3+ 686 681 647 658 736 626 647 735 799 605 819 559 754 559
Linfocitos CD56+ 12 43 83 104 67 107 198 18 155 193 10 224 237 277
Linfocitos B CD19+ 46 119 37 304 359 313 164 53 21 76 56 131 55 14
Linfocitos CD3+CD8+ 137 183 72 73 85 5 63 36 274 273 465 138 243 383
Linfocitos CD3+CD4+ 74 746 999 999 999 767 867 633 695 721 532 825 723 565
gg?gfm linfocitos B 93 162 583 555 618 55 39 41 247 864 432 592 202 49,9
CD69 em linfocitos

S 34 85 698 724 72 139 188 186 129 463 363 477 153 42,9
CD69 em linfécitos

S, 48 95 733 753 725 142 197 115 112 377 2904 402 133 354

PC = paciente



Tabela A7 — Valores individuais em porcentagem dos subgrupos de linfécitos nos voluntarios

Grupos celulares VT1 VT2 VT3 VT4 VI5 VIT6 VI7 VI8 VIT9 VT10 VT11 VT12 VT13 VT 14
Linfocitos 309 38 276 216 232 236 345 239 22 223 249 26,1 31 33,5
Linfécitos CD3+ 43 74,4 59,2 67,2 72,2 741 698 77,7 67,7 421 66 58,4 38,3 63,3
Linfocitos CD56+ 48 86 66 104 321 27 214 15 1 12,6 3.4 18 10,1 5,1

Linfécitos B CD19+ 10,9 12,6 7,1 9 135 145 85 64 144 117 13,9 14 10,1 15,5

Linfécitos CD3+CD8+ 189 24 489 454 571 348 51,2 591 21,3 18,8 17,5 315 191 17,6
Linfécitos CD3+CD4+ 80,1 71,8 63,4 49,3 516 61,1 456 43 672 704 63,7 626 674 479

CD69 em linfocitos B 22 176 36 324 43 26 358 15 258 134 215 376 265 226

CD19+

CD69 em linfocitos

CD3+CD4+ 94 13,8 11,1 9 87 56 241 8,3 35,7 24,3 26,3 243 383 20,9
CD69 em linfécitos

CD3+CD8+ 96 96 89 81 75 6,1 226 7.6 33 20,7 22,2 19,9 32,6 17,3

VT = voluntario



Tabela A8 - Valores individuais em porcentagem dos subgrupos de granulécitos nos pacientes

Grupos celulares

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 PC11 PC12 PC13 PC14

Granuldcitos 64,6 62,4 78,5 75 46,4 65,4 88,9 73,3 82 68,7 63,5 80,2 76,7 81,3
Granulécitos CD66b+ 87,8 88,3 94,1 92,4 94,2 78,3 46 75,5 77,3 77,9 72,6 79,4 64,8 76,6
Granuldcitos
97,6 94,5 96,5 96,4 91,8 99,2 98,2 89,1 88,2 995 86,4 97,4 89,2 84,8
CD66b+CD16+
Granuldcitos
71,7 58 99,6 99,8 99,9 99,9 99,9 99,6 100 97,5 99,7 100 94,2 99,9
CD66b+CD16+CD11a+
Granulécitos
24 55 35 36 82 09 1,8 10,9 11,8 0,5 13,6 2,6 10,8 15,2
CD66b+CD16-
Granulécitos
53,1 79,1 83,7 95,1 94,2 98,3 98,8 99,8 93,4 98,9 100 87,7 100

CD66b+CD16- CD11a+

PC = paciente
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Tabela A9 - Valores individuais em porcentagem dos subgrupos de granulécitos nos voluntarios

Grupos celulares VT1 VT2 VT3 VT4 VT5 VTI6 VT7 VT8 VTI9 VT10 VT11 VT12 VT13 VT14
Granuldcitos 69 13,6 70,4 7,4 73,8 70,5 61,3 66,9 73,1 74,5 69,9 59,6 63,2 65,7
Granulécitos CD66b+ 89 86,4 92,5 87,5 93,4 91,8 33,7 91,4 86,5 90,2 92,4 61,6 87,5 84,4
Granuldcitos

66,2 73,7 94,8 71,4 97,3 97 70,5 91,7 96,9 98 97 45,6 95,2 98,5
CD66b+CD16+
Granuldcitos

63,6 64,3 99,5 40 99,6 99,9 99,4 99,7 99,7 99,6 99 100 96,7 98,8
CD66b+CD16+CD11a+
Granuldcitos

33,8 26,3 5,2 28,6 2,7 3 295 8,3 3,2 2 3 54,4 4,8 1,5
CD66b+CD16-
Granuldcitos

70,2 40 98,7 93,7 99,1 99,7 97,3 98,8 99,3 98,6 92,8 100 95,4 96,6

CD66b+CD16- CD11a+

VT =voluntario
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Tabela A10 - Valores individuais em porcentagem dos subgrupos de mondcitos nos pacientes

Grupos celulares PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 PC11 PC12 PC13 PC14

Mondcitos 64,6 61,9 77,6 76,7 47,4 60,2 60,2 756 823 69,7 648 77,1 76,4 79,5

Mondcitos CD14+ 204 89 86,3 87,2 959 28,7 808 9,5 3,7 9,8 5,1 11,6 10,1 7,5

Mondcitos

46,4 83,5 90 79,7 65 68,2 92 909 94 9,8 97,8 99,6 99,9 99,9
CD14+CD86+

PC = paciente



Tabela A11 - Valores em porcentagem dos subgrupos de mondcitos nos voluntarios

Grupos celulares VT1 VT2 VT3 VT4 VTS5 VT6 VTI7 VT8 VTI9 VT10 VT11 VT12 VT13 VT14

Mondcitos 70,6 57,2 71,4 73,7 73,8 73,2 58,8 67,6 751 75,8 71 60,2 64,2 66,6
Mondcitos CD14+ 99 10,3 55 53 55 83 91 63 12,6 7,9 5,8 5,5 16,7 11

Mondcitos

84 98,5 93,1 99,2 91,2 69 99,6 61,7 75,9 83,7 57,2 96 82,1 89,3
CD14+CD86+

VT = voluntario
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Tabela A12 — Valores individuais em MFI dos subgrupos de linfécitos, granulécitos e monécitos nos pacientes

Grupos celulares PC1 PC2 PC3 PC 4 PCS5 PC 6 PC7 PC8 PC9 PC10 PC1 PC12 PC13 PC14

MFI CD69 em linfécitos 121 143 714 755 774 131 163 159 112 431 328 442 133 396

CD3+CD4+
MFI CD69 em linfécitos

i, M3 127 738 759 763 113 146 110 115 361 311 405 162 356
npioopoeminfocitosB 796 202 621 591 662 358 395 409 251 1872 454 811 221 522
MFI CD56 em linfécitos 219 203 212 171 120 153 190 238 241 188 218 291 316 316

MFI CD11a em granulécitos
CD66b+CD16+ 113 51,6 1319 1516 1893 1092 1139 2069 2613 1996 1996 3327 2293 2793

MFI HLA-DR em

granulécitos CDB6b+CD16+ 139 115 129 114 202 281 145 112 148 139 122 98 156 132

MFI1 CD16 em granulécitos

CD66b+ 5047 3078 4936 5486 40762 38345 32639 48423 46705 66648 45806 97513 71838 68335

MFI CD11a em granulécitos
CD66b+CD16- 856 1146 2121 2351 3236 1689 2541 1985 2175 1611 1708 2912 1893 2591

MFI CD86 em mondcitos

CD14+ 1898 2880 4855 3272 2444 2485 4178 3517 4132 4922 4669 5799 6286 6832

PC = paciente
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Tabela A13 - Valores individuais em MFI dos subgrupos de linfécitos, granulécitos e mondécitos nos voluntarios

Grupos celulares VT1 VT2 VT3 VT4 VTS5 VT6 VT7 VT8 VT9 VT10 VIT11 VT12 VT 13 VT 14

MFI CD69 em linfécitos

CD3+CDA4+ 147 86,7 190 988 164 145 214 181 271 196 196 212 324 162

MFI CD69 em linfécitos

CD3+CD8+ 124 958 177 132 145 163 247 174 281 200 187 245 306 164

MFI CD69 em linfécitos B

CD19+ 243 174 172 312 150 120 369 112 216 148 189 384 255 233

MFI CD56 em linfocitos 238 178 67,3 155 48 38 214 476 491 904 39,7 165 106 48,8

MFI CD11a em granuldcitos

CD66b+CD16+ 2994 4442 3586 5132 3823 2527 5979 2345 2694 3019 2236 3931 3113 3760

MFI HLA-DR em

granulécitos CDB6b+CD16+ 740 1089 2994 925 2824 3027 2293 2701 2888 2606 2218 2620 2717 2338

MFI CD16 em granuldcitos

CD66b+ 139 115 135 150 187 186 114 118 171 145 112 156 144 128

MFI CD11a em granuldcitos

CD66b+CD16- 1541 20018 32912 13418 44181 59971 67580 57205 58005 52194 27172 45806 25561 53219

MFI CD86 em mondcitos

CD14+ 89,9 865 2732 668 2864 3044 1974 2274 2613 2280 1806 2584 2732 2151

VT =voluntario



