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RESUMO

O linfedema de membro inferior € uma doenca que afeta milhares de pessoas em
todo o mundo. Seu estabelecimento nos individuos afetados consiste no mau
funcionamento do sistema linfatico no processo de regulacdo e homeostase do
liquido intersticial, 0 que promove 0 seu extravasamento e acumulo nos tecidos
superficiais dos membros inferiores. As complica¢cdes clinicas compreendem
alteracbes bioquimicas e fisicas, que podem ser agravadas pelo desenvolvimento de
doencas oportunistas e comorbidades graves como hipertensdo, diabetes,
obesidade e depressao, potencializando o agravamento da doenca. Além disso,
ocorre o comprometimento da deambulacdo, dificuldade para realizar atividades
basicas do dia a dia e o isolamento social do portador do linfedema. A Terapia
Complexa Descongestiva (TCD) € um tipo de tratamento considerado padrdo ouro
pela Sociedade Internacional de Linfologia, para o tratamento de membros afetados
pelo linfedema, especialmente em mulheres pds mastectomizadas e acometidas
pelo linfedema de membro superior. Pensando na necessidade de intervencoes
terapéuticas, economicamente acessiveis as pessoas afetadas pela doenca, a
Sociedade Internacional de Linfologia sugeriu em 2018, que a comunidade cientifica
mundial investigasse os aspectos celulares e moleculares promovidos por diferentes
terapias, em individuos afetados pelo linfedema. Diante disso, esse estudo visou
investigar os efeitos gerados pela TCD a nivel celular e molecular em pacientes
atendidos pelo SRNF/FIOCRUZ-PE. Foram feitas analises microbiologicas das
lesdes e feridas dos membros inferiores afetados, bem como a coleta sanguinea e
analises hematoldgica, bioquimica e imunolégica (imunofenotipagem e dosagem de
citocinas) antes, durante e apos as 22 sessdes da TCD em todos os pacientes
incluidos no programa. Os resultados demonstraram que houve melhora na
cicatrizacdo das lesbes ao longo da TCD e uma importante reducdo da
contaminacao microbiana. Houve também estimulac&do importante da populacdo de
células TCD4+ e TCD8+, acompanhados de resposta pré-inflamatérias, com o
aumento de IFN-gama. Além da reducdo do edema nos membros inferiores, a
Terapia Complexa Descongestiva demonstrou melhora significativa das lesdes e
estimulagdo imunoldgica nos pacientes tratados.

Palavras-chave: Imunologia; Linfedema; Microbiologia; Terapia Complexa

Descongestiva.



ABSTRACT

Lower limb lymphedema is a disease that affects thousands of people worldwide. Its
establishment in affected individuals consists of the malfunction of the lymphatic
system in the body regulation process and in homeostasis of interstitial fluid,
promoting extravasation and accumulation in the superficial tissues of the lower
limbs. The clinical complications are biochemicals and physical, which can be
aggravated by development of opportunistic diseases and comorbidities such as
hypertension, diabetes, obesity and depression, increasing the worsening of the
disease. Furthermore, occurs the walking impairment, difficulty in performing the
basic daily activities and social isolation of lymphedema carrier. The Complex
Decongestive Therapy (CDT) is a treatment considered the gold standard by the
International Society of Lymphology, for the treatment of limbs affected by
lymphedema, specially to postmastectomized women and carrier of upper limb
lymphedema. Thinking about therapeutic interventions, affordable to people affected
by the disease, the International Society of Lymphology suggested, in 2018, that
world scientific society investigate the cellular and molecular aspects promoted by
different therapies against human lymphedema. Thus, this study investigated the
cellular and molecular effects promoted by CDT in patients treated in
SRNF/FIOCRUZ-PE. Microbiological analyzes were be done in lesions and wounds
of affected lower limbs. In addition, were performed blood collect; hematological,
biochemical and immunological analyzes (immunophenotyping and cytokines
dosage) before, during and in the end of the 22 sections of CDT by all patients
included in program. The results demonstrated that occurred an improvement of
lesions cicatrization during CDT and decreasing of microbiological contamination.
Furthermore, occurred the important lymphocyte stimulation, with increase to T
CD4+, TCD8+ and IFN-gama, showing proinflammatory response. In addition to
reducing edema in the lower limbs, the Complex Decongestive Therapy
demonstrated improvement of lesions and immunological stimulation in treated

patients.

Keywords: Immunology; Lymphedema; Microbiology; Complex Decongestive

Therapy.
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1. INTRODUCAO

O linfedema é um problema de grande importancia clinica, pois afeta milhares
de pessoas no mundo. Ele se desenvolve quando o sistema linfatico, constituido por
vasos finos e ganglios linfaticos, est4 danificado e obstruido, causando acumulo e
extravasamento de linfa nos tecidos moles do membro acometido. Comumente afeta
o braco ou perna, mas também pode comprometer outras partes do corpo, como
bolsa escrotal e 0 pescoco (GUPTA; MOORE, 2018).

Uma vez instalado e néo tratado, o linfedema pode progredir e interferir de
maneira negativa na qualidade de vida das pessoas afetadas, causando além de
sequelas fisicas, alteracdes psiquicas e sociais, principalmente quando acomete 0s
membros inferiores, que estdo diretamente relacionados com a mobilidade e as
atividades de vida diaria (ROCHA et al., 2010; INTERNATIONAL SOCIETY OF
LYMPHOLOGY, 2013).

Alguns linfedemas apresentam infec¢cdes microbiolégicas oportunistas e de
repeticdo. Essas infec¢des lesionam adicionalmente o sistema linfatico, reduzindo
ainda mais a capacidade de transporte e captacdo da linfa, bem como apresenta
possibilidade de necrosar a pele, induzindo febre e levando a um status crénico
(ADDISS et al., 2010; GODOQY et al., 2016; DA SILVA et al., 2018). Existem ainda as
comorbidades como obesidade, diabetes e hipertensao arterial, as quais ocasionam
desordem vascular, onde um déficit no equilibrio das trocas de liquidos a nivel de
intersticio é observado. Além disso, a diminuicdo do condicionamento fisico pode
influenciar outros fatores que também interferem na qualidade de vida (TACANI et
al., 2013).

Na busca por métodos alternativos de tratamento da doenca, potencialmente
aplicaveis principalmente a sistema publicos de saude de regides em condi¢des de
extrema pobreza e escassez de recursos e insumos, o0 Servico de Referéncia
Nacional em Filariose (SRNF-FIOCRUZ/PE), vem desenvolvendo estudos de
pesquisa e atendimento ambulatorial para pacientes com linfedema provenientes de
areas endémicas de filariose. Nesse sentido, o servigo de referéncia tem aplicado a
Terapia Complexa Descongestiva (TCD) para estes pacientes com linfedema de
membros inferiores, como proposta de aplicabilidade em diversos paises e também

no Brasil por meio do Sistema Unico de Satde (SUS).
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Nesse sentido, este estudo se prop6s a fazer uma andlise em pacientes
submetidos as intervencdes fisioterapéuticas da TCD e avaliar se além da melhora
fisica (reducéo de linfedema, retorno & deambulacéo normal do paciente e melhora
na postura anatdbmica), existe uma diferenciacdo celular e bioquimica no organismo
dos individuos, uma vez que esses dados ainda ndo foram investigados até o
momento. Além disso, visamos contribuir com mais informacdes a respeito do perfil
imunologico do linfedema de membro inferior, elucidar se a TCD pode ser uma
ferramenta eficaz e de facil aplicabilidade no ambito do SUS e investigar possiveis

marcadores celulares para o diagndstico e tratamento da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a eficacia celular e molecular da Terapia Complexa Descongestiva
aplicada em pacientes com linfedema, atendidos pelo Servico de Referéncia
Nacional em Filariose (SRNF-FIOCRUZ/PE).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar hemograma completo e analise bioquimica nos pacientes
submetidos a Terapia Complexa Descongestiva;

2.2.2 Realizar a analise microbiolégica da macrorregidao das lesdes dos membros
inferiores dos pacientes afetados com o linfedema e submetidos a TCD;

2.2.3 Investigar o perfil de células (imunofenotipagem) e proteinas imunoldgicas
(citocinas intracitoplasmaticas) produzidas antes, durante e apos o tratamento

dos linfedemas.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 SISTEMA LINFATICO

O sistema linfatico é construido por uma vasta rede de vasos e 6rgaos, que
estdo diretamente associados ao sistema cardiovascular (MARGARIS; BRACK,
2012). Essa rede funciona principalmente com trés principais func¢des: o equilibrio de
fluidos, com o transporte do excesso de liquido intersticial proveniente do filtrado do
sangue; fungdo nutricional, pois serve como rota entre o intestino delgado e o
sangue, através da qual algumas vitaminas e gorduras em geral sdo absorvidas e
transportadas; fungcdo imunoldgica, onde suas células residentes do tecido linfatico,
sdo essenciais na manutencéo da defesa do organismo contra agentes patolégicos
(MORTIMER; ROCKSON, 2014; VAN DE GRAAFF, 2003).

A rede linfatica se inicia com os capilares linfaticos, local de reabsorcdo dos
liquidos intersticiais por onde a linfa composta por células da imunidade inata e
adaptativa, proteinas e gorduras, acessa 0 sistema, sendo filtrada posteriormente
nos linfonodos, e dai encaminhada para os ductos linfaticos para a devolucao de
parte desse liquido ao sistema cardiovascular (ASPELUND et al., 2016; MORTIMER,;
ROCKSON, 2014).

A estrutura anatdbmica dos ductos, se assemelha as veias, contendo inclusive
valvulas que impedem o refluxo da linfa, mantendo-a em uma so direcéao. O fluxo é
mantido pelos movimentos provenientes da contracdo dos muasculos esqueléticos,
intestinais e da contracao peristaltica de alguns vasos linfaticos (VAN DE GRAAFF,
2003). O processo de drenagem linfatica adequada é essencial para a homeostase
dos fluidos corporais, evitando assim o0 acumulo de liquido intersticial, e
consequentemente a formacdo de edemas (GUYTON; HALL, 2011; MARGARIS;
BRACK, 2012).

Além disso, o sistema linfatico também é composto por érgédos que podem ser
divididos em érgaos linfoides centrais ou primarios e 6rgaos linfoides periféricos ou
secundarios. Os 6rgaos linfoides primarios sdo constituidos pelo timo e medula
0ssea, e sdo os locais de producdo e amadurecimento dos linfocitos. Nos 6rgéos
linfoides secundérios — linfonodos, baco e os tecidos linfoides das mucosas — 0s
linfécitos virgens maduros sdo mantidos, aguardando a iniciacdo da resposta imune
adaptativa, quando necessario (MARGARIS; BRACK, 2012; MURPHY, 2014). Nas
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centenas de linfonodos agrupados ao longo dos vasos linféticos, a linfa é filtrada
pelas células fagociticas que habitam esses reservatorios, auxiliando na purificacao
a linfa (VAN DE GRAAFF, 2003).

A importancia da correta fluidez da drenagem linfatica estd associada
diretamente as funcfes até entdo descritas (ROCKSON, 2012). Uma vez que o0
sistema linfatico possui um papel essencial para a defesa do organismo, com a
ativacao das respostas imunolégicas adaptativas, sendo também a principal via de
transporte na apresentacdo de antigenos para a devida ativacdo das células
especificas.

Uma drenagem linfatica prejudicada ou malsucedida pode resultar em edema
linfatico, também conhecido como linfedema (MORTIMER; ROCKSON, 2014),
podendo causar efeitos associados a comorbidades, como hipertensdo, outras
cardiopatias e diversas doencas oportunistas associadas a patdégenos, devido ao
comprometimento da resposta imunolégica nos individuos afetados pela doenca
(ASPELUND et al., 2016; MORTIMER; ROCKSON, 2014).

3.2 LINFEDEMA

O linfedema € uma doenca crdnica negligenciada que se desenvolve em
decorréncia da drenagem linfatica comprometida e néo eficaz, causando o acumulo
de liquido e consequente inchaco dos tecidos periféricos do membro afetado. Ha
diversos motivos que podem comprometer o bom andamento homeostatico dos
fluidos intersticiais, associados ao sistema linfatico (ROCKSON, 2012; MOHAMMAD
AZHAR et al., 2020), e esses fatores estédo intimamente ligados ao tipo de linfedema
desenvolvido no paciente (GRADA; PHILLIPS, 2017).

Atualmente, o linfedema pode ser classificado como primario (congénito) ou
secundario. Segundo dados da Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia
Vascular (SBACV) o linfedema primario ocorre na propor¢cdo de 1 a cada 6.000
individuos, considerando que apenas os linfedemas precoces acometidos em
pessoas jovens, sdo responsaveis por cerca de 1,8% dos homens e 12,4% das
mulheres. Ainda de acordo com a SBACV, cerca de 20% das mulheres poés-
mastectomizadas desenvolvem linfedema secundéario de membro superior, e 15% da

populagdo mundial possui disturbios linfaticos secundarios em outros membros.
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As causas do linfedema podem ser diversas. O tipo primario € causado
devido a mé formacéo dos canais ou ganglios linfaticos, e esta também associado
as mutacdes genéticas importantes, ligadas a sindromes de diversos tipos. Sendo
uma condi¢do mais rara, a maioria dos casos de linfedema priméario esta associado
a caracteristica autossdémica dominante, onde quase 30% dos pacientes acometidos
possuem alguma mutacdo identificavel, que muitas vezes é condicionada a genes
da via de sinalizacao para o fator de crescimento endotelial vascular C (VEGF-C), e
seus receptores (GRADA,; PHILLIPS, 2017), como o receptor VEGF tipo 3 (VEGFR-
3) e o receptor-1 de hialuronato endotelial do vaso linfatico (LYVE 1), bem como o
homeobox (em especial o gene Prox 1) (HONG et al., 2002; TRUONG et al., 2014),
gue € um seguimento de genes responsaveis pela regulacdo do desenvolvimento
embrionario (BURGLIN, 2013; JEONG et al., 2006; RIDNER, 2013).

O desenvolvimento embrionario do sistema vascular linfatico esta intimamente
relacionado com esses genes especificos, que estdo especialmente envolvidos no
desenvolvimento da vascularizacdo sanguinea (Prox 1 / VEGF-C) para a construcéo
linfatica com posterior inducdo da vascularizacdo (LYVE 1 / VEGFR-3),
especializacdo e maturacao do sistema linfatico como um todo (RIDNER, 2013).

Na mutacdo do gene VEGFR-3, por exemplo, cuja complicacdo é conhecida
por uma doenca hereditaria chamada Sindrome de Milroy, € comum observar
guadros de hipoplasia linfatica que apresenta complicacdes nas valvulas dos canais
linfaticos, resultando na ma absorcéo do liquido intersticial. Mas ha diversos outros
tipos de mutacbes genéticas importantes e conhecidas, associadas a
hereditariedade ou ndo, que podem causar o linfedema de ordem primaria (GRADA,
PHILLIPS, 2017).

Ja o linfedema secundario se desenvolve através de danos ou obstrucdo dos
vasos linfaticos em decorréncia de doencas infecciosas, métodos de tratamento de
neoplasias, outras patologias associadas a comorbidades (doencas renais cronicas,
sindromes metabdlicas, obesidade e doencas cardiovasculares), além de lesbes
teciduais causadas por traumas (GREENE; MACLELLAN, 2013). Atualmente, € o
tipo de linfedema mais comum no mundo, devido ao aumento do nimero de casos
de cancer, atingindo uma em cada mil pessoas, com uma taxa média de 49% dos
casos de pacientes que se submetem ao tratamento de tumores malignos
(MOHAMMAD AZHAR et al., 2020).
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Entre as doencas infecciosas, uma das principais causas do linfedema
secundéario esta associada a filariose linfatica, uma doenca tropical parasitéria,
causada pelo nematoide filarial Wuchereria bancrofti (o principal agente causador da
doenca no Brasil), Brugia timori e Brugia malayi. Esses agentes etiolégicos habitam
0 sistema e ganglios linfatico, podendo causar danos graves e permanentes ao
tecido, sendo transmitidos ao homem através de mosquitos cujo principal vetor no
Brasil, é o Culex quinquefasciatus (Lourens e Ferrell, 2019; Gyapong et a., 2018).

Embora o linfedema seja conhecido pela constituicdo do desequilibrio hidrico
do sistema circulatorio que envolve o cardiovascular e o linfatico, estudos recentes
tém demonstrado uma forte contribuicdo do acimulo de tecido adiposo no membro
afetado pela doenca (MOHAMMAD AZHAR et al., 2020). Em 1997, Brorson e
Svensson documentaram o estado clinico de pacientes pds mastectomizados com
linfedema de membro superior, que possuiam um alto grau de I6bulos hipertroficos
de gordura nos membros afetados, e demonstraram em seus estudos, que o
excesso de tecido adiposo dos pacientes comprimia os vasos linfaticos, causando
um colapso na circulacdo da linfa, e consequentemente, o acumulo de mais gordura
no local afetado, promovendo o agravamento da doenca.

A remodelacéo patolégica do tecido adiposo na obesidade, ocorre quando o
excesso de nutrientes estimula os adipécitos a aumentarem de tamanho,
caracterizando a hipertrofia, e aumentarem em numero, caracterizando a
hiperplasia, os levando a atingirem sua capacidade maxima de armazenamento de
lipidios (DROLET et al., 2008).

O mesmo ocorre nos membros afetados com linfedema. Os adipdcitos em
expansao passam a produzir proteinas como leptina e adiponectina, decorrentes do
acumulo e aumento do tecido na regido, constituindo a obstrucdo e acumulo de linfa
e liquido intersticial ao redor dos tecidos moles (ZALESKA; OLSZEWSKI, 2017).
Aschen e colaboradores (2012) dosaram 0s niveis séricos dessas proteinas em
modelos de camundongos com linfedema de cauda, e confirmaram a presenca da
adiponectina em niveis elevados.

Outros achados demonstram também as diferencas morfolégicas das células
do tecido adiposo de pacientes com e sem linfedema, onde imagens de microscopia
e ultrassonografia mostram que o tecido adiposo do linfedema tem I6bulos maiores,

com adipdcitos hipertroficos e com tamanhos varidveis, e em contrapartida os
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tecidos saudaveis, apresentaram adipocitos menores, e com tamanho uniforme
(TASHIRO et al., 2017).

Além dessas complicacdes, o linfedema causa diversos outros problemas
teciduais como fibrose e coinfec¢cdes provocadas por patdgenos. A fibrose no
linfedema aumenta as complicacbes decorrentes da estagnacdo do liquido
intersticial, pois € caracterizada pela deposi¢cdo excessiva da matriz extracelular no
local afetado, aumentando o enrijecimento do tecido. Além disso, a fibrose no
linfedema afeta ndo apenas a derme, mas também o tecido subcutaneo, e adiposo,
apresentando nesse Ultimo, uma matriz fibrosa espessa entre os I6bulos, fazendo
com que o tecido linfedematoso endureca ainda mais (GARDENIER et al., 2016;
TASHIRO et al., 2017).

Nos estagios posteriores da progressdao do linfedema, surgem varias
alteracdes cutaneas como hiperqueratose, geralmente acompanhadas com fibrose
da derme, tecido subcutédneo, adiposo e fascia muscular (DOMASZEW SKA-
SZISTEK et al., 2016). E a medida que a doenca evolui, a pele resseca e enrijece,
se apresentando numa aparéncia semelhante a couro, ficando assim, mais exposta
a infeccdes recorrentes, celulites, verrugas, ulceracéo, fissuras e, em alguns casos
raros, angiossarcoma cutaneo (GRADA,; PHILLIPS, 2017).

O linfedema de membro inferior, em especial, possui grande importancia
clinica, pois € uma doenca grave e debilitante que também esta associada a uma
maior prevaléncia no desenvolvimento de disturbios mentais como a ansiedade e a
depressao, por exemplo. E isso ocorre por varios motivos de natureza social, uma
vez que a doenca submete as pessoas afetadas a desfiguracdo dos membros, a dor,
além do desemprego, o isolamento social, a incapacidade e a dependéncia para a
realizacao de tarefas basicas do dia a dia, principalmente nos individuos acometidos
com o linfedema de membro inferior, cuja deambulacdo é comprometida. Esses

problemas acabam potencializando a gravidade da doenca (OBINDO et al., 2017).

3.3 INFECCOES OPORTUNISTAS ASSOCIADAS AO LINFEDEMA

Héa varias razdes pelas quais os pacientes com linfedema estdo sujeitos a
infec¢cdes oportunistas. Uma delas € devido ao remodelamento do tecido epitelial,
conjuntivo, muscular e adiposo do membro afetado pela doenca (DOMASZEW SKA-
SZISTEK et al., 2016).
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Outro grande problema esta nas dobras cutédneas que alguns pacientes com
linfedemas mais graves desenvolvem no membro afetado. Essas pregas de tecido
produzem um ambiente Umido, 0 que o torna bastante propicio para a instalacdo e o
abrigo de agentes infecciosos clinicamente importantes, que podem causar
infecgbes graves, como a perda de tecido ou mesmo a perda de parte do membro
infeccionado (DENG et al., 2015). Danos teciduais adquiridos ocasionalmente como
arranhdes, picadas, pequenos cortes, mordidas de animais e outras lesdes, podem
facilmente servir como porta de entrada para esses agentes infecciosos
(OLSZEWSKI, 2011).

As coinfecgoes ligadas ao linfedema tém servido de alerta para a comunidade
médica em todo o mundo, uma vez que a aquisicdo de infeccbes por agentes
etiolégicos resistentes pode se tornar um grande risco ndo apenas a qualidade de
vida, mas também a complica¢cdes mais graves, como a sepse, podendo inclusive
causar a morte de alguns pacientes (YOSHINO ROSINHA et al., 2010; COLLAZOS
et al., 2020). Existe atualmente, varias infec¢cdes recorrentes associadas ao

linfedema e relatadas na literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Etiologia das coinfec¢des mais comuns em pacientes com linfedema.

Infeccéo Etiologia Referéncias
o Streptococcus pyogenes ARIAS-CUADRADO et al., 2010 |
Frisipela Streptococcus do grupo C e G ROCHA et al., 2010
Staphylococcus aureus ARIKAN DONMEZ; KAPUCU,
Celulite 2016 | NEVES et al., 2017 |

Streptococcus pyogenes PARK et al. 2016

Streptococcus do grupo A; Ce G; S.
Enterobacterias (E. coli, Enterobacter,
Klebsiella, Proteus) JUN et al., 2013 |
Bacterioides OLSZEWSKI, 2012

Peptostreptococcus sp.

Fasciite Necrosante

Clostridium perfringens

) Streptococcus do grupo A GRADA,; PHILLIPS, 2017 |
Impetigo Staphylococcus aureus PARK et al., 2020
Staphylococcus aureus
Foliculite Enterobacterias CHU et al., 2016

Pseudomonas aeruginosa

Candida sp.
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Malassezia furtur

Furunculose Staphylococcus aureus NOWICKA e GRYWALSKA, 2019

3.4 A RESPOSTA CELULAR E HUMORAL DO LINFEDEMA

Os estudos sobre a imunologia do linfedema ainda séo bastante escassos na
literatura, e uma vez que o sistema linfatico propriamente dito tem como uma de
suas principais funcdes a constituicdo da resposta imunoldgica através do
armazenamento de linfocitos e apresentacdo de antigenos para ativacdo da
resposta adaptativa (MURPHY, 2014). Uma vez que os tecidos linfaticos estéao
comprometidos, e a reabsorcao do liquido intersticial ndo ocorre da forma correta, a
homeostase dos fluidos é comprometida juntamente com o fluxo das células efetoras
da resposta imune, tornando a regido linfedematosa imunologicamente vulneravel, e
inclusive, propensa ao desenvolvimento de neoplasias (RUOCCO et al., 2002).

Sabe-se hoje, que algumas células do sistema imunoldgico tém demonstrado
papéis essenciais no processo de estabelecimento do linfedema. Os linfocitos T
CD4* constituem um exemplo bastante discutido nos ultimos anos, devido a alguns
achados que relacionam a importancia dessas células para o estabelecimento da
doenca em associacdo com citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias. Por isso,
alguns estudos sugerem que o perfil regulador seja possivelmente a chave
necessaria para o controle da doenca, uma vez que ha fatores nela que podem ser
agravados com uma modulacéo de perfil Th1 ou Th2 (MAHIA VILAS, 2016; NORES
et al., 2018).

Um dos principais fatores que agravam a doencga, € o comprometimento da
linfangiogénese e o estabelecimento da fibrose no tecido linfedematoso, que séo
promovidas através da producdo e liberagcdo de citocinas proé-inflamatérias
caracteristicas do tecido afetado (NORES et al., 2018). Essa contribuicdo negativa
das citocinas € ainda mais estimulada devido a remodelacédo dos adipdcitos durante
o processo de hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo na regido do linfedema
(Domaszewska-Szistek et al.,, 2016). Esse processo de remodelacdo leva a
desregulacdo na producdo de adipocinas, aumento do estresse metabodlico e

inflamacdo nas regifes afetadas, onde é possivel identificar um aumento da
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secrecdo de citocinas proé-inflamatérias como IL-6, TNF-a e IFN-y, tornando esse
processo um ciclo vicioso (Drolet et al., 2008).

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem que as células Th2
desempenham um importante papel na regulacdo da fibrose, aumentando a
disfuncdo linfatica do linfedema, e promovendo o comprometimento da
linfangiogénese e a regulacdo positiva do TGF-pf1que é essencial para a
constituicdo da fibrose tecidual (Ly et al., 2017). Avraham et al. (2013) e Zampell et
al. (2012) descobriram que a lesdo linfatica resulta numa resposta Th2,
acompanhada de células T CD4*IL-4*IL-13*. Para ratificar seus achados, Avraham e
colaboradores (2013), utilizaram anticorpos monoclonais IL-4 e IL-13, no intuito de
inibir a agdo Th2 em modelos de linfedema de cauda em camundongos, e
descobriram que o bloqueio das citocinas desse perfil impedia o desenvolvimento do
linfedema nos animais antes da lesdo, e também nos animais com a doenca ja
estabelecida.

O TGF-B1 é uma molécula bastante importante também na constituicdo do
linfedema, pois assim como o IFN-y, uma citocina de perfil Th1 bastante conhecida
(Shao e Liu, 2006; Kataru et al., 2011), possui um efeito linfangiogénico
demonstrado em estudos in vitro e in vivo, dificultando inclusive o reparo das lesdes
no tecido linfedematoso, mesmo em células com altas concentracdes de VEGF-C.
Além disso, a inibicdo da sinalizacdo de TGF-B1, resultou na reducéao da fibrose e
melhora da funcao linfatica em modelo animal (Clavin et al., 2008; Oka et al., 2008).

Os linfocitos T reguladores (Treg) promovem uma funcdo extremamente
positiva contra o linfedema. Ja foi demonstrado em estudos in vitro que a deplecao
das Tregs promove o0 aumento das respostas Th2 (Wammes et al., 2012). Esses
achados foram baseados no papel essencial das Tregs na homeostase, regulando
negativamente a inflamacdo mediada pelo sistema imunoldgico (Josefowicz et al.,
2012). Também foi avaliada a expressao do fator de transcricdo Foxp3 nos tecidos
linfaticos de camundongos, o que também revelou uma regulacdo positiva
importante dessas moléculas, no controle do linfedema (Gousopoulos et al., 2016).
Por isso, ndo restam duvidas sobre a eficacia da acdo das Tregs no combate do

estado clinico depreciativo da doenca.

3.5 TERAPIA COMPLEXA DESCONGESTIVA - TCD
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Atualmente as propostas de intervengdo e tratamentos do linfedema véo
desde procedimentos cirdrgicos até terapias menos convencionais, e cada
procedimento possui seus pontos positivos e negativos. Recentemente, novos
procedimentos microcirdrgicos foram relatados com resultados interessantes,
apresentando mais uma alternativa no tratamento do linfedema de membro superior
pds-mastectomia, o que possibilita esse tipo de tratamento como perspectiva futura
promissora no tratamento da doenca em membros inferiores (PAPPALARDO et al.,
2021).

Hoje o maior desafio na escolha do procedimento correto, esta relacionado ao
tipo de linfedema, quais os membros afetados, as comorbidades que o0 paciente
possui, quais as doencas oportunistas adquiridas ap0s o estabelecimento da
doenca, e as condi¢bes clinicas que cada paciente se enquadra, antes da escolha
de intervencdo. Por ser uma doenca que envolve o sistema circulatério, um dos
maiores desafios € o controle da hipertenséo arterial, que precisa ser considerado
com cuidado no momento da escolha do tratamento e controle desse tipo de doenca
(CHEN et al., 2021).

A Sociedade Internacional de Linfologia reconhece hoje a Terapia Complexa
Descongestiva (TCD) como o padrdo ouro para o tratamento de linfedemas,
independente da sua causa (ERYLMAZ et al., 2009). Embora esta técnica tenha sido
desenvolvida inicialmente para o tratamento de membros superiores de mulheres
gue desenvolviam linfedemas pos-mastectomia, atualmente, ha diversos estudos
confirmando a eficacia da TCD na maioria dos pacientes com linfedema de membro
inferior, submetidos a técnica adaptada. Nao obstante, existe um esforco global para
o tratamento da doenca no que concerne a promoc¢ao da reducédo das manifestacoes
clinicas da doenca, objetivando diminuir o sofrimento e limitacdes dos pacientes,
promovendo uma melhora em sua qualidade de vida (WHO, 2010; ROCHA et al.,
2010; ICHIMORI et al., 2014).
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4. METODOLOGIA

4.1 LOCAL DO ESTUDO E CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa foi realizada no Ambulatério do Servico de Referéncia Nacional
em Filarioses (SRNF) do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) da Fundagdo Oswaldo
Cruz de Pernambuco (Fiocruz/PE), localizado na Regidao Nordeste do Brasil, Estado
de Pernambuco. O projeto desenvolvido foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisas envolvendo Seres Humanos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
sob n° de registro 2.402.479/2017 e obteve recurso para sua execucdo através do
edital PPSUS-FACEPE (APQ-0663-2.13/17) e as amostras biolégicas foram
coletadas somente apdés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) de cada paciente.

4.2 PACIENTES E ANALISE AMOSTRAL

Na elaboracdo do projeto de pesquisa, o grupo amostral estava previsto para
um numero minimo de 50 pacientes que seriam recebidos pelo SRNF e submetidos
a TCD, para as analises propostas pelo mesmo.

O projeto recebeu um total de 21 (vinte e um) pacientes portadores de
linfedema de membro inferior devidamente cadastrados no SRNF do IAM/Fiocruz-
PE, para avaliacao celular e molecular ao longo da TCD, no periodo entre Janeiro de
2019 a Fevereiro de 2020. Dos 21 pacientes recebidos, apenas 9 (nove)
conseguiram concluir todas as sessdes. Dos 12 (doze) pacientes que nhao
concluiram a TCD, dois deles vieram a 6bito por complica¢des clinicas associadas a
comorbidades, como hipertensédo, diabetes e obesidade; quatro deles se afastaram
devido a problemas de saude adquiridos posteriormente como cancer, AVC e
cirurgias diversas; e 0s seis restantes nao conseguiram concluir o tratamento devido
a problemas socioecondmicos diversos e complicacbes na deambulacdo e
deslocamento até o SRNF.

O diagnéstico de linfedema em todos os pacientes incluidos no programa, foi
realizado por médicos e fisioterapeutas do referido servico, com base na avaliagdo
clinica e nos critérios da classificagdo de graduagdo do linfedema proposto por
Dreyer (2010).
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4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram inclusos nesse estudo pacientes cadastrados no SRNF, residentes em
area endémica de filariose, de ambos os sexos e idade entre 18 e 75 anos, que
apresentaram linfedema localizado na perna, abaixo do joelho, uni ou bilateralmente,
classificados a partir de estagio Il até o estagio V, segundo Dreyer (2010).

Foram excluidos da pesquisa os pacientes com linfedema acima do joelho
(coxa), pacientes que tinham realizado outro tipo de tratamento para a reducdo do
linfedema ou fisioterapia para linfedema nos trés meses anteriores a pesquisa.
Também foram excluidos os pacientes que apresentaram tromboflebite, que tinham
contraindicagbes para drenagem linfatica manual — como o0s casos que
apresentaram neoplasias ativas no local da drenagem, celulite, trombose venosa
profunda na fase aguda, insuficiéncias cardiaca, hepatica e renal descompensada e
hipertensédo arterial ndo controlada -, bem como 0s pacientes que apresentaram
contraindicacbes para 0 enfaixamento compressivo — cOmo 0S casos com
arteriopatias significativas nos seus membros inferiores e degeneracdo neoplasica
do linfedema -, e 0os que apresentaram patologias que podiam comprometer a

sensibilidade e também o funcionamento do sistema muscular.

4.4 APLICACAO DA TERAPIA COMPLEXA DESCONGESTIVA (TCD) EM
PACIENTES COM LINFEDEMA DE MEMBRO INFERIOR

A TCD foi aplicada pelos fisioterapeutas do Servico de Referéncia Nacional
em Filarioses (SRNF), seguindo o protocolo previamente estabelecido e adotado por
Soares e colaboradores (2016). A terapia completa contém 22 sessfes que foram
aplicadas em cada paciente, num total de 12 semanas.

Apesar de ja ser uma técnica reconhecida, este protocolo foi aperfeicoado e
elaborado pelos pesquisadores do estudo, com a proposta de uso de materiais de
baixo custo, possibilitando a aplicacdo em locais com poucos recursos financeiros. A
TCD € composta pela associacdo das técnicas: drenagem linfatica manual,
enfaixamento do membro com linfedema (Figura 1) e orientagcdes de cuidados e
higiene dos membros.

Antes da aplicacdo da técnica a pressao arterial (PA) do paciente foi aferida

com esfigmomanémetro (Unitec) devidamente calibrado e estetoscopio (Premium).
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Caso o paciente apresentasse PA maior do que 140 por 90 mmHg, o0 mesmo seria
mantido em repouso por 40 min. Realizariamos entdo uma nova afericdo, e em
normalizacdo do quadro (reducéo da PA), era aplicada a TCD. Caso ndo houvesse
reducéo da PA, o paciente ndo realizava a sessao e era entdo encaminhado a uma

unidade de pronto atendimento local.

Figura 1. Demonstracdo do enfaixamento compressivo realizado nas sessfes da TCD. A: Aplicacdo
do hidratante; B: Aplicacdo da espuma; C: Enfaixamento finalizado. Fonte: Acervo do SRNF-
FIOCRUZ/PE.

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA A ANALISE HUMORAL,
MICROBIOLOGICA E CELULAR

Ao chegar no ambulatorio, os pacientes passaram pela anamnese clinica e
fisioterapéutica. Logo apods, os pacientes foram conduzidos ao banco de coletas,
onde foram coletadas amostras de sangue periférico para as analises humoral e
celular, utilizando tubos de coleta a vacuo sem anticoagulantes para as analises
bioquimicas e soroldgicas, com EDTA para a realizacdo do hemograma, com citrato
de sddio para a andlise da glicemia e com heparina para a analise celular. Ainda no
banco de coletas, foi realizada a coleta microbiolégica direto dos membros afetados
com o linfedema, em cada paciente, com o auxilio de um swab de algodao.

Os pacientes foram submetidos as coletas em trés momentos da Terapia
Complexa Descongestiva: antes da primeira sessao (To), na décima primeira sessao

(T1) e na vigésima segunda sesséao (T2) da TCD.

4.6 HEMOGRAMA E ANALISE BIOQUIMICA

As amostras foram enviadas a um laboratério especializado do préprio

Servico de Referéncia Nacional em Filarioses (SRNF) no Centro de Pesquisas
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Aggeu Magalhdes (CPgAM), para a realizacdo do hemograma completo e
parametros bioquimicos.

Para os testes hematoldgicos, foi utilizado o sangue total, no equipamento XN-
1000S-Hematology-Analyzer. A andlise bioquimica foi realizada através da
plataforma Chemistry System Vitros® 4600. E a coagulacdo in vitro foi realizada pela
plataforma ACL Elite Pro. Antes das aquisicdes para a analise bioquimica e de
coagulacdo, as amostras de sangue periférico foram centrifugadas e o soro
coletado, e injetado nos respectivos leitores para aquisi¢ao.

4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os métodos utilizados para diagndéstico laboratorial microbiologico a partir das
lesbes aparentes em pacientes com linfedema foram realizados a partir de coletas
preconizadas por Koneman e Allen (2008). As coletas realizadas em diversas areas
como: pododactilo, interdigitais do pé, calcanhar e pernas. Imediatamente apds a
coleta, as amostras clinicas foram semeadas em agar sangue e agar McConkey, e
incubadas a temperatura de 35 °C a 37 °C por 18 a 24 horas. Ap0s 0 crescimento,
as bactérias foram identificadas por testes fenotipicos e bioquimicos. Foi realizado
teste da catalase, nos isolados de Staphylococcus spp., e tiveram crescimento
avaliado em agar DNAse e resisténcia a novobiocina. Bactérias catalase negativas
gue foram alfa-hemoliticas foram semeadas em agar bile-esculina e infuséo,
enquanto que bactérias catalase negativo e betahemoliticos passaram pelo teste de
CAMP, bacitracina e PYR. Bactérias isoladas a partir do adgar McConkey, foram
identificadas por testes laboratoriais definidos no protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute.

Nos casos sugestivos de leveduroses e dermatofitoses (tinea), o material foi
coletado por meio de escarificacdo das lesbes e/ou swab sendo posteriormente
analisado através do exame direto preparado com KOH a 20% e a fresco (sem
clarificante, corante ou contrastante). A identificacdo dos dermatofitos foi baseada
nos estudos macro e micro morfolégicos. Para as leveduras, foi necessario a

realizacdo de testes bioquimicos e fisiologicos.
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4.8 ISOLAMENTO E CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (PBMC)

Para o isolamento de linfécitos e mondcitos das células mononucleares do
sangue periférico humano (PBMCs) foram utilizadas as amostras de sangue (9 ml de
cada paciente) coletadas em tubos de heparina a vacuo (Vacuette), dos 11 (onze)
pacientes selecionados para a terapia complexa descongestiva, que se
enquadravam no item critérios de inclusdo do item 4.3.

O isolamento das PBMCs foi realizado por meio de uma técnica de gradiente
de concentracéo (Fiscal- Paque ™ Plus; GE Healthcare Life Science, Suécia), onde
as amostras foram submetidas a uma centrifugacéo de 900 g, por 30 minutos, a 20°
C. Apés a separacao do anel celular (PBMCs), as células foram lavadas uma vez
com solucdo salina estéril tamponada com fosfato (PBS 1X) por meio de
centrifugagéo (400 x g, 10 min, 20 ° C). Apos a lavagem, as células foram contadas
usando a camara de Neubauer.

A viabilidade foi avaliada pelo método de exclusédo do azul de tripan 0,4% em
PBS 1X (Sigma - Aldrich, EUA), e as células foram utilizadas apenas quando a sua
viabilidade foi superior a 98%. ApOs afericdo da viabilidade, as células foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado
com soro bovino fetal inativado a 10% (p / v) (Sigma- Aldrich) em tubos de cultura a
5% de CO2 e 37° C, por 24 horas, e as culturas celulares (2.10° células / tubo) foram
utilizadas para ensaios subsequentes. Na cultura celular, foi utilizado um grupo sem
estimulo - SE (células + RPMI) e um grupo com estimulo - PHA (células + Meio +

fitohemaglutinina a 10 pug/ml).

4.9 FENOTIPAGEM CELULAR E DETECCAO DE CITOCINAS
INTRACITOPLASMATICAS

Apés as 20 horas de cultura, as células foram incubadas por mais 4 horas
com BrefeldinA, para a devida retencdo das citocinas intracitoplasmaticas. As
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos tubos de cultura, foram
homogeneizadas e posteriormente centrifugadas e lavadas com PBS-Wash gelado a
400 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a lavagem, as células foram

devidamente homogeneizadas e distribuidas nos tubos de citometria de fluxo BD.
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Para a deteccéo dos linfocitos, foram utilizados os anticorpos CD4 (PerCP),
CD8 (FITC), CD25 (APC), CD28 (PE) e CTLA-4 (APC). E para a deteccdo das
citocinas intracitoplasmaticas, os anticorpos foram o IFN-y (APC), IL-10 (PE), IL-17A
(PE) e FoxP3 (PE). Para a marcagédo das intracitoplasmaticas, foi utilizado o tamp&o
PermWah BD 10% (p/v), para a devida permeabilizacdo da membrana celular.

Ap6s as marcacles e lavagens, as células foram fixadas com a solucéo
fixadora BD Cytofix, e incubadas na solu¢do, com posterior lavagem e centrifugacéo,
e armazenados em geladeira ao abrigo da luz, at¢é o0 momento da aquisicdo de
dados na plataforma de citometria de fluxo FACSCalibur.

4.10 AQUISICAO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo entre os resultados do grupo controle e tratado, foi
utilizado o teste de andlise de variancia (ANOVA). O teste de Wilcoxon foi utilizado
para avaliar diferencas significativas entre cada grupo teste. Os dados foram
analisados com auxilio do Software Graphpad Prism para Windows, versao 5.0 de
Graphpad Software, Inc. Para todos os testes, o nivel de significancia adotado foi de

5% (p<0,05) e intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS
5.1 HEMOGRAMA E ANALISE BIOQUIMICA

Nos resultados hematoldgicos foi possivel observar reducéo na populacédo de
leucécitos totais e do hematdcrito dos pacientes ao longo da terapia. No bioquimico
foi observado importante decaimento na taxa de Triglicerideo total, da TGP e leve
decaimento da y-GT, com aumento da CPK (Tabela 2).

Todos os resultados antes, durante e ap6s a TCD, estavam dentro dos limites
indicados pelos valores de referéncia, com excec¢do do nivel de glicose que
comecgou um pouco mais alta do que o normal, a y-GT que manteve-se um pouco
acima dos padrdes durante os trés momentos ao longo da TCD, e o triglicerideo total
e a DHL na primeira coleta também acima dos padrdes, mas reduziram

consideravelmente a partir da segunda coleta, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Parametros hematolégicos e bioquimicos do sangue periférico dos pacientes ao longo da
TCD (To | T2 T2).

Hematoldgico Valores d.e To T1 T2 P value
Referéncia

Hemacias (108 /uL) 4,3-6,0 4,43 + 0,48 4,33+0,48 4,31 £ 0,52 -

Hb (g/dL) 12,5-17,0 12,28 + 1,67 12,14+ 1,74 12,05+1,74 -

Hematdcrito (%) 38-51 37,0+ 3,97 36,36 + 3,92 36,15 + 4,14 -

RDW (%) 11-15 14,15+ 2,61 13,9+1,88 13,95+ 2,02 -

Plaquetas (x10°/L) 140 - 500 257,45+ 45,1 244,82 + 51,3 259,64 + 50,59 -

Leucdcitos (x10°/L) 4-10 7,01 +2,04 6,27 +1,81 594+ 1,44 -

Bioquimico

Glicose (mg/dL) 70 - 110 111,4 + 49 94,4 + 38 103,5 + 41 (To X T1) = 0,01

Ureia (mg/dL) 15-45,0 36,91+16,84 33,64 + 16,29 34,64 + 16,63 -

Creatinina (mg/dL) 0,6-1,3 0,74 + 0,33 0,71+0,39 0,73+0,35 -

Colesterol Total

(mefdL) <200,0 206,8 + 39 187,8 + 44 196,8 + 38 (To X T1) = 0,009

VLDL (mg/dL) <30 32,5+ 25 29,6 + 28 28,5+ 28 -

HDL (mg/dL) > 45,0 50,7 + 10 26,6 + 14 48,9 + 14 -

LDL (mg/dL) <130 119,7 £ 32 107,3 £33 1141 £ 35 (To X T1) = 0,006

Triglicerideos < 150,0 127,9 £ 58 108,1 £ 59 94,0 = 37 (To X T2) = 0,02

(mg/dL)
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TGO (U/L) < 42,0 25,82 + 8,61 24,36 + 5,2 24,36 + 6,23 -

TGP (UIL) < 41,0 324+7 25,8+ 7 244+5 (To XT1)=0,01
(To X T2) = 0,003

BT (mg/dL) <12 0,50 + 0,18 0,51 +0,21 0,51 + 0,17 -

BD (mg/dL) <0,3 0,16 + 0,09 0,24 + 0,15 0,14 + 0,09 -

Bl (mg/dL) <0,8 0,34 + 0,14 0,26 + 0,13 0,38 + 0,17 -

Fosf. Alcalina (U/L) ~ 34-104  82,45+2136 78,82 + 20,94 92,0 + 42,7 -

y-GT (UIL) 5-27 37,9+ 14 35,0 + 12 35,6 + 14 -

DHL (U/L) 120-246  319,2 + 165 237,1+ 115 186,0 + 30 (To X T2) = 0,04

CPK (U/L) 33-211 84,1 + 42 93,7 + 36 88,9 + 47 -

Sédio (mmol/L) 135-149  140,0+2,79  13555+11,32 138,18 + 4,69 -

Calcio (mg/dL) 8,8—110  9,32+045 9,86 +4 9,59 + 2,91 -

Potassio (mmol/L) 3,5-5,1 4,58 + 0,65 4,4 +0,58 4,26 + 0,66 -

PCR (mg/L) <50 1,0+0,7 0,71+0,2 0,83+0,5 -

TP (s) 10 - 14 13,75 = 8,02 11,34 + 1,26 10,64 * 4,48 -

INR 0,8-1,0 1,16 + 0,76 0,98 + 0,074 1,05 + 0,42 -

5.2 ANALISE MICROBIOLOGICA

Na analise microbiolégica, foi possivel observar a presenca de alguns
microrganismos isolados das lesbes dos membros inferiores afetados com o
linfedema, que foram acometidos das infec¢des oportunistas durante o agravamento
da doenca. As lesdes foram acompanhadas ao longo da TCD, onde foram feitas as
trés coletas, conforme descrito no item 4.5, e foi possivel observar a auséncia
significativa de patdgenos clinicamente importantes, ao longo do tratamento (Tabela
3).

E possivel observar a tendéncia na reducdo de agentes etiologicos
potencialmente patogénicos, que foram isolados das lesGes nas primeiras coletas.
Do total de pacientes tratados, apenas 18.2% deles ndo possuiam lesdes nos
membros inferiores. Dos 81.8% com lesdes, em apenas 18.2% deles nao
detectamos a presenca de nenhum patdégeno clinicamente importante. Dentre as
populagdes microbioldgicas isoladas, foi possivel encontrar géneros comumente
nao-patogénicos, comuns a microbiota natural epitelial, tais como Micrococcus sp. e

Bacillus sp.
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Tabela 3. Isolados microbiolégicos das lesbes nos membros inferiores de cada paciente nas trés
amostras coletadas ao longo da TCD.

Paciente  Coleta Infeccbes Bacterianas Infeccdes Flngicas Regido da Coleta
To Staphylococcus haemolyticus Fusarium sp. MIE; IPD
IM 1 T1 Staphylococcus haemolyticus Fusarium sp. IPD; CPD
T2 Staphylococcus haemolyticus - CPD
To Escherichia coli - MID
IM 3 T1 Escherichia coli - MID
T2 - - MID / 2° PDE
To Bacillus cereus - MID
IM 4 T1 Bacillus cereus - MID
T2 Staphylococcus haemolyticus - MID
To Bacillus cereus Candida pararugosa MIE
IM5 T1 Micrococcus luteus - MIE
T2 Micrococcus luteus - MIE
To - - IMIE / LUMIE
IM 8 T Pseudomonas aeruginosa - IMIE
T2 Pseudomonas aeruginosa - IMIE
To Staphylococcus epidermidis Candida albicans #15* 1PDD /
LUMID
M9 T1 - - IMIE
T2 - - IMIE
To - - 2232 IPDD
IM 13 T1 - - LUMID
T - - 22]32|43|52 |IPDD
To Acinetobacter schindleri - LHMID
M 15 - ] ] LHMID / 23|32|42
IPDD
T2 - - LHPD
To - - CPE
IM 17 T1 - - CPE
T2 - - CPE

MID: Membro Inferior Direito; MIE: Membro Inferior Esquerdo; PDE: Pododéactilo Esquerdo; IPD: Interdigital do Pé Direito;

IPDD: Interdigital do Pododéctilo Direito; LUMIE: Les&@o Ulcerada Membro Inferior Esquerdo; LUMID: Lesdo Ulcerada

Membro Inferior Direito; LHMID: Les&o Hiperceratética do Membro Inferior Direito; CPD: Calcanhar do Pé Direito; CPE:

Calcanhar do Pé Esquerdo; IMIE: Interdigital do Membro Inferior Esquerdo.
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Entre os pacientes que apresentaram lesdes no tecido linfedematoso, 66.7%
deles, apresentaram as lesdes ndo abertas (Figura 2) e em forma de ulceracbes
invasivas (Figura 3), e dentre estes, 100% dos pacientes apresentaram melhora
significativa no processo de cicatrizacao das lesdes quando comparadas ao inicio da
TCD.

IM 04| TCD To

IM 04| TCD T2

IM 09 | TCD To IM 09| TCD T2

IM 15 | TCD T2

Figura 2. Lesdes de superficie dos membros inferiores dos pacientes IM 04, IM 09 e IM 15,
demonstrando evolucdo antes da TCD (To) e apds a TCD (T2).
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IM 05| TCD T

IMO1|TCD To g IMO1|TCD

IM 03| TCD To IM 03| TCD T2

Figura 3. Lesdes profundas dos membros inferiores dos pacientes IM 01, IM 03 e IM 05,
demonstrando evolugdo antes da TCD (To) e apos a TCD (T2), com o auxilio da laser terapia para
cicatrizac¢éo dos tecidos lesionados.

5.3 FENOTIPAGEM CELULAR E DETECCAO DE CITOCINAS
INTRACITOPLASMATICAS

A analise celular dos pacientes ao longo da Terapia Complexa Descongestiva
demonstrou resultados promissores associados a populacédo de linfécitos auxiliares,
citotoxicos e regulatérios. O numero de linfocitos T CD4* ativados (CD4*CD28%),
demonstra declinio nos tempos T1 e T2 da TCD, saindo de valores iniciais (TO) de
44,95 + 15,25, para 36,39 + 4,69 (T1) e 37,1 £ 5,81 (T2), porém sem valores
estatisticos (To X T1: p =0,84) / (To X T2. p = 0,81). Em contrapartida, a populacéo de
linfocitos T CD8* ativados (CD8*CD28") e Treg (CD4*CD25%) apresentaram aumento

(Figura 4). Entretanto, o aumento ndo apresentou valores estatisticos.

Na figura 4 também €& possivel observar o perfil de producdo das citocinas
intracitoplasméticas produzidas pelas populagbes de linfocitos estudadas. Os
nameros indicam uma tendéncia de aumento para a IFN-y e IL-10 tanto para os
linfécitos T CD4* (CD4*IFN-y*: T0=2,02+0,94; T1=2,47 +1,35; T2 = 5,07 + 2,465
(p=0,01)| CD4*IL-10*: TO = 1,75 £ 0,94; T1 = 3,88 + 1,92; T2= 4,04 = 3,059) quanto
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para os linfécitos T CD8* (CD8* IFN-y*: T0=0,82 +0,31; T1=1,23+£0,67; T2=1,75
+ 1,01 | CD4¥IL-10": TO = 1,20 + 1,27; T1 = 4,42 £ 1,92; T2 = 1,41 + 0,93). Os
valores de IL-17A do linfécito T CD8* n&o obteve valores detectaveis (Figura 4).
Com excecao do IFN-y produzido pelos linfécitos T CD4* (Figura 4C), os demais

valores ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
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Figura 4 - Perfil de tendéncia das populac¢des celulares (imunofenotipagem) e producéo de citocinas
intracitoplasmaticas nos momentos To, T1 € T2 da Terapia Complexa Descongestiva. Sendo as
populagBes representadas pelos graficos A (CD4+CD28+), B (CD4+CTLA4+), C (CD4+IFN+), D
(CD4+IL-10+), E (CD4+IL-17+), F (CD8+CD28+), G (CD8+CTLA4+), H (CD8+IFN+), | (CD8+IL-10+),
J (CD4+CD25+) e K (CD4+FOXP3+). Resultados ndo produziram estatistico significativo, com
excec¢do do gréfico C (p< 0.05).
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6. DISCUSSAO

Devido a sua importancia clinica emergente, o linfedema de membro inferior
carece de investigacdes que possam unir os diversos fatores que colaboram com o
estabelecimento da doenca, a fim de que propostas de intervencdes clinicas possam
ser confirmadas e aplicadas de forma acessivel aos individuos acometidos pela
doenca (ROCHA et al., 2010; INTERNATIONAL SOCIETY OF LYMPHOLOGY,
2013).

Poucos estudos abordam os aspectos hematolégicos, bioquimicos e celulares
envolvidos na formacédo e estabelecimento do linfedema de membro inferior. As
investigagbes clinicas relacionados a esses parametros, ndo demonstraram
associacao direta que possa ser comprovada com a TCD, pois ndo ha um padrao,
marcador ou perfil clinico especifico que seja patognomonico de linfedema, inclusive
por conta dos diversos fatores que podem ocasionar a doenca, além da

possibilidade de exclusdo de etiologias associadas a ela (SHINAWI, 2007).

Mesmo assim, nossos ensaios demonstram que houve decaimento de
marcadores associados ao perfil lipidico, glicemia, e de dano e inflamacao tecidual
ao longo do tratamento com a TCD. De acordo com a Tabela 2, a contagem de
leucadcitos totais bem como todo o perfil lipidico (Colesterol Total, VLDL, LDL, HDL e
Triglicerideos) decairam até o final da terapia (T2). Alguns marcadores de leséo
como o TGP e DHL, relacionado com perfil de dano de tecidos e 6rgaos (JAFARY et
al., 2019), e processos inflamatérios diversos como a PCR (POGGIALI et al., 2020)
por exemplo, seguiram o mesmo padrdo de decaimento. No caso da glicemia,
mesmo sendo esses individuos hiperglicémicos (portadores de Diabetes tipo | e 1),
nossos achados demonstram progressiva reducdo dos niveis séricos de glicose

durante a evolucéo do tratamento com a TCD, especialmente no Ti.

Sobre os achados microbiologicos, no To cerca de 81,8% dos individuos
apresentaram les6es nos membros inferiores. De acordo com nossos estudos, foram
isolados microrganismos das lesbes de 81,8% dos pacientes com lesdes diversas.
Cerca de 66,7% desses, possuiam ferimentos graves invasivos e todos
demonstraram melhora no processo de cicatrizacdo das lesbes ao longo da terapia

(Tabela 3), com significativa reducao de microrganismos isolados no T» da TCD.
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Embora ndo existam resultados de contagem diferencial dos leucdcitos,
sugere-se que a reducdo de marcadores inflamatorios se soma a possibilidade de
inferéncia na reducdo de neutréfilos segmentados, combinados com o decaimento
de leucdcitos totais (Tabela 2), e reducéo de isolados microbiolégicos (Tabela 3).
Contudo, é de extrema importancia a investigacdo da andlise celular hematologica
para confirmacéo de possiveis alteragbes morfologicas associadas ao dano tecidual
e estabelecimento da fibrose, bastante comum em linfedemas de membros
(TASHIRO et al., 2017).

Segundo Godoy et al. (2016) e Silva et al. (2018), as infec¢des oportunistas em
pacientes portadores de linfedema, se tornam problemas graves na maioria dos
casos avancados da doenca, devido a suscetibilidade do tecido prejudicado pela
doenca, bem como as comorbidades portadas pela maioria desse individuos. Por
isso, os dados demonstrados por esse estudo, corroboram com o aspecto
macroscopico do processo de cicatrizacdo das lesdes (Figuras 2 e 3), que
demonstram a evolugdo positiva em todos eles, resultantes da higienizacdo e
autocuidado realizados nas secado de TCD, associados as orientacdes recebidas
pelos pacientes, para que os mesmos adquiram independéncia no autocuidado, com
o enfaixamento dos membros e higienizacdo das feridas, como medidas de

tratamento e profilaxia contra infeccdes oportunistas.

De acordo com os graficos do estudo imunoldgico, houve um padrdo de
reducdo importante na populagéo de linfocitos T CD4+ ativados, que pode contribuir
como resposta do estadiamento da doenca. Em contrapartida, os linfocitos de perfil
citotoxicos ativados (CD8*CD28*) aumentaram juntamente com a populacdo de
linfocitos Treg (CD4*CD25%). Esses achados, embora ndo estatisticos, podem ser
associados a producédo de IFN-y e IL-10, sugerindo um perfil Thl ativado, com
regulacéo supressora de inflamacédo (CD4*CD25" + IL-10) e de remissdo necessaria
para quadros de linfedema. Os dados imunoldgicos séo reforgcados pela diminuigédo

estatistica dos marcadores bioguimicos inflamatoérios discutidos anteriormente.

Esses resultados sdo promissores, pois de acordo com Tekola e colaboradores
(2018) o linfedema € uma doenca inflamatdria mediada por linfocitos T. Em 2013,
Avraham et al. confirmaram esses achados indicando que o aumento de linfécitos T
CD4* no infiltrado tecidual esta correlacionado diretamente com a severidade da

doenca. Resultados recentes indicam ainda, que a deplecdo de linfocitos T CD4*
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(em camundongos Knockout para CD4), mas ndo dos linfécitos T CD8* ou
macroéfagos, associados a neutralizacdo de alguns anticorpos, podem promover a
reversdo do linfedema (ZAMPELL et al., 2012; NORES et al., 2018). Aléem disso,
conhecimentos imunoldgicos mais aprofundados a respeito de linfedema de membro
superior, associado a mastectomia, demonstram que a terapia anti-Th2 parece ser

eficaz para a reversao da sequela (NORES et al., 2018).

Embora os resultados desse estudo sobre a resposta bioquimica e celular
sejam ainda preliminares, Foldi et al. (2000) e Nores et al. (2018) confirmam a
importancia do efeito anti-inflamatério promovido pela Terapia Complexa
Descongestiva em seus estudos através da regulagdo da resposta imunoldgica
durante a promocéo da TCD, para a evoluc¢ao clinica eficaz dos individuos.

Infelizmente, nosso “n amostral” que completou as 22 sessdes da TCD foi de
apenas 9 pacientes dos 21 que comecaram o estudo. A reducdo do numero de
individuos ocorreu devido a pandemia da COVID-19, em que foi necessario cumprir
medidas de isolamento social e restricdo de atendimento ao publico por unidades de
saude. Nesse sentido, 0 SRNF teve que interromper os atendimentos e tratamentos
com esses e outros pacientes durante todo o ano de 2020 e o primeiro semestre de
2021. Até a defesa desta dissertacdo, ndo havia previsdo de reabertura e
continuacao dos trabalhos por parte do SRNF/FIOCRUZ-PE.

Embora nédo tenha sido o alvo principal deste estudo, é necessario relatar a
importancia de associacdes terapéuticas no atendimento do paciente portador de
linfedema. Além da aplicacdo da TCD, a qual promoveu a reducdo significativa do
diametro do linfedema dos pacientes, os quais sairam de grau lll segundo escala de
Dreyer para grau | em muitos casos (dados ndo mostrados), houve a utilizacdo da
terapia com laser nas lesdes ulcerativas de alguns individuos (Figura 3)
possibilitando o processo cicatricial mais rapido e auxiliando na remocdo da
contaminacao microbiolégica (WAIBEL et al., 2018; PEREIRA et al., 2020).

Por se tratar de um atendimento simples, que utilliza um processo
fisioterapéutico em seu tratamento e que ensina o portador do linfedema o
autocuidado (como higienizagdo do membro afetado, enfaixamento e compressao)
ficou clara a importancia da Terapia Complexa Descongestiva para aplicabilidade
nos Sistemas de Saude no Brasil e no mundo, e a importancia do profissional de

fisioterapia ao longo de todo o processo de tratamento. Também é de extrema
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(11}

importancia que sejam realizados novos estudos baseados em um “n” amostral mais
robusto, incluindo a divisdo de grupos que possam considerar as variagdes clinicas
da doenca e respectivas comorbidades, para que o padréo de resposta bioguimica e

celular seja ainda mais concretizado.
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7. CONCLUSAO

A Terapia Complexa Descongestiva aplicada nos pacientes envolvidos nesse
estudo, promoveu reducao de leucdcitos totais, aumento da cicatrizacdo das lesdes
nos membros inferiores, bem como a redug¢do dos mesmos, e consequente reducao
de isolados microbiologicos nas lesBes. Além disso, promoveu o aumento de
resposta imunoldgica importante, de perfil Thl, com aumento na producdo de
algumas citocinas intracitoplasmaticas, de linfocitos T CD8* e Treg, bem como a
reducdo de linfécitos T CD4*. Esses resultados reforcam a importancia pela busca
de mais respostas a respeito da eficacia da TCD, uma vez que ela também promove
alteragbes importantes a nivel celular e molecular, além dos resultados fisicos ja

conhecidos.
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