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RESUMO

O tratamento imunossupressor é a melhor alternativa para aqueles pacientes com
Anemia aplastica (AA) sem doadores aparentados compativeis ou com idade > 40
anos. Desde 1988, pela irregularidade de distribuicdo da globulina anti-timocitica
(ATG) em nosso meio, foi implementado um protocolo alternativo com ciclosporina
(CSA) e prednisona (PRD). Este estudo visa mostrar os resultados deste tratamento,
guanto a qualidade da resposta, sobrevida global e possiveis fatores preditores de
resposta ao tratamento imunossupressor.

Trezentos e oitenta e quatro pacientes com diagnéstico de AA foram avaliaveis
através de registro em prontuario médico, no periodo de 12/1988 a 12/2008. As
avaliacdes de resposta foram realizadas com 3, 6, 12 meses e entdo anualmente. A
sobrevida global foi de 61% (+3), com mediana de seguimento de 7 anos (2 meses —
23 anos). Resposta ao tratamento: 51% tiveram algum grau de resposta, com vida
normal e independente de transfusbes (143 pacientes com resposta completa e 53
com resposta parcial). 36 pacientes ndo obtiveram resposta e 152 restantes incluem
96 Obitos e perda de seguimento. A maioria dos pacientes respondeu entre 3 e 6
meses do tratamento. Na analise multivariada o numero de neutréfilos = 200/uL (p=
0,009), plaquetas = 12.000/pL (p=0,018), reticuldcitos = 0,5 % (p< 0,001) e inicio do
tratamento apdés o ano de 1997 (p= 0,002) apresentaram impacto na sobrevida
global. Ja os pacientes com 15 ou mais transfusées (p=0,006) e idade = 40 anos
(p=0,003) tiveram sobrevida inferior quando comparados. De acordo com a
severidade, a sobrevida global no subgrupo com a forma severa foi 63% (+4) e 42%
(£6%) nas formas muito severas (p< 0,001). A incidéncia cumulativa de recaida foi
de 28% (+x4) com mediana de 4,4 anos e possibilidade de recuperacdo com novo
protocolo imunossupressor. A taxa de evolucao clonal foi de 7,81% (16 pacientes
com HPN , 9 com mielodisplasia e 5 casos de leucemia mieléide aguda). Menos de
10% tinham clone HPN ao diagnostico, com 36,6% dos pacientes apresentando
HLA-DR15 (versus 20% populacdo normal). Nao houve correlacdo com resposta ou
sobrevida com as alteracdes citogenéticas ao diagnostico, a presenca de clone HPN
ou a presenca de HLA-DR15.
Este estudo demonstra que a sobrevida global utilizando CSA e prednisona é similar
sem o0 uso de ATG, com periodo longo de seguimento. A sobrevida foi influenciada
pela contagem de neutréfilos, plaquetas, reticulécitos, bem como numero de
transfusdes e idade do paciente ao diagndstico, além do ano de inicio do tratamento.

Palavras-chave: anemia aplastica, tratamento imunossupressor, ciclosporina,
prednisona, sobrevida global, citogenética, HLA-DR15, clone HPN.




ABSTRACT

Immunosuppressive therapy is the best alternative for patients with aplastic anemia
(AA) without matched sibling donor or with age > 40 years. Since 1988, an alternative
protocol was developed with cyclosporine (CSA) and prednisone (PRD) due to
irregularity in distribution of anti-thymocyte globulin (ATG) in Brazil. This study aims
to show the results of this treatment on the quality of response, overall survival and
and possible predictors of response to immunosuppressive treatment
384 patients diagnosed with AA were evaluable by medical records review from
12/1988 to 12/2008. Treatment evaluation was performed at 6 weeks, 3, 6 and 12
months and then yearly. Overall survival was 61% (x 3) with a median follow-up of 7
years (2 months - 23 years). Response to treatment: 51% had some degree of
response, with good quality of life and transfusions independent (143 patients with
complete response and 53 partial response). 36 patients had no response and there
were 96 deaths. Fifty six patients have lost follow-up. Most of the patients achieved
response between 3 and 6 months of therapy. In multivariate analysis the number of
neutrophils = 200/uL (p = 0.009), platelets = 12.000/uL (p = 0.018), reticulocyte =
0.5% (p <0.001) and starting treatment after the year 1997 (p = 0.002) had an impact
on overall survival. Patients with 15 or more previous transfusions (p = 0.006) and
age = 40 years (p = 0.003) had lower survival. Overall survival for patients with
severe disease was 63% (x 4) and 42% (zx 6) for patients with very severe aplastic
anemia (p <0.001). Cumulative incidence of relapse was 28% (z+ 4) within a median
of 4.4 years. Hypertension, gingival hypertrophy and diabetes mellitus were common,
but easily controlled. The rate of clonal evolution among this cohort was 7.81% (16
patients developed PNH, 9 MDS and 5 acute myeloid leukemia). Less than 10% had
PNH clone at diagnosis, with 36.6% of patients having HLA-DR15 (20% versus
normal population). There was no correlation with response or survival with
cytogenetic abnormalities at diagnosis, the presence of PNH clone or the presence of
HLA-DR15.

This study, with a long follow-up, has demonstrated that the overall survival using
CSA and PRD is similar to that reported with ATG therapy.
Survival was influenced by the ANC, platelet counts, reticulocyte, number of
transfusions, age at diagnosis, and therapy started after 1997. The incidence of
clonal evolution was lower when compared to reported trials with ATG + CSA.

Key words: Aplastic anemia, immunosuppressive treatment, cyclosporine,
prednisone, overall survival, cytogenetic, HLA-DR15, PNH clone.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DA ANEMIA APLASTICA

A Anemia aplastica (AA) € uma entidade rara e heterogénea,
caracterizada por pancitopenia em sangue periférico associada a medula 6ssea
hipocelular e sem evidéncia de infiltragdo neoplasica, mieloproliferativa ou
fibrose. A incidéncia é variavel de 1,5 a 6 casos/10° habitantes/ano conforme o
pais de origem; ha maior prevaléncia no Sudeste Asiatico associado a
exposicdo exacerbada de toxinas e virus'™. Na América Latina observou-se a
ocorréncia de 1,6 casos/10° habitantes/ano, enquanto no Brasil com base
populacional no estado do Parand, apresenta o indice de 2,1*°. Ndo ha
significativa diferenca entre os sexos, com distribuicdo bifasica de faixa etaria,

com picos entre 15 a 25 anos e acima de 60 anos de idade™?.

A etiologia € considerada idiopatica em 70 a 80% dos casos. Sabe-se
através de estudos epidemiolégicos que exposicdo a drogas, agentes
quimicos, radiacdo, agentes virais, doencas imunes, gestacdo, além de outros,
estdo correlacionados ao desenvolvimento da aplasia medular no restante dos

casos™?.

A anemia aplastica ainda pode ser classificada como adquirida ou
constitucional, esta Ultima associada a doencas genéticas sendo a anemia de
Fanconi a mais freqiiente, além da disceratose congénita e outras™>>°®. A AA
adquirida por ter critérios diagnosticos bem definidos e ser mais homogénea
em patogenia, histéria natural e tratamento, compde a populagdo do estudo

retrospectivo deste trabalho.



Os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da AA adquirida
ndo sdo totalmente conhecidos, com trés possiveis hipoteses: leséo intrinseca
da célula progenitora hematopoiética, participa¢do imune no desencadeamento
e manutencao das citopenias , além de possiveis alterac6es do micro-ambiente
da medula Ossea. Estudos recentes, como as mutagcbes no gene da
telomerase, sdo apenas um exemplo que fatores mais complexos estao
envolvidos no gatilho da faléncia medular, na recaida e na evolugéo clonal
apos o tratamento imunossupressor em alguns pacientes. O NIH (National
Institutes of Health), com vasta experiéncia em anemia aplastica, reportou em
estudo que 1/3 dos pacientes com a forma adquirida tinham teldmeros curtos,

mas somente 10% com mutacbes detectadas®®’.

O prognostico e o plano terapéutico na AA baseiam-se na intensidade
das citopenias e por isso foi proposto graus de gravidade que incluem a forma
moderada (ndo severa), severa e muito severa. A forma severa precisa de pelo
menos dois destes achados em sangue periférico: neutrofilos abaixo de 500/uL,
contagem de plaquetas inferior a 20.000/uL e contagem de reticulocitos
corrigida menor que 1% na presenca de anemia, sempre associado a
celularidade de medula 6ssea inferior a 30% (moderadamente hipocelular) ou
20% (intensamente hipocelular) (Camitta et al 1975). Ja a forma muito severa é
aquela que apresenta neutréfilos abaixo de 200/uL (Bacigalupo et al 1988),

enquanto a forma moderada inclui as restantes®®.



1.2 TRATAMENTO DA ANEMIA APLASTICA ADQUIRIDA

A anemia aplastica, especialmente na forma severa e muito severa,
apresenta-se como uma urgéncia hematoldgica atingindo mais de 80% de
mortalidade se ndo tratada de forma rdpida e eficaz. Além do suporte clinico e
hemoterapico, o objetivo maior do tratamento € a restauracdo da
hematopoiese, principalmente com o transplante de medula 6ssea alogénico e

a terapia imunossupressora.

O transplante de medula éssea € o tratamento de escolha para os
pacientes com anemia aplastica severa, habitualmente < 40 anos e que
possuem doador aparentado histocompativel. Nos pacientes pouco
transfundidos (< 15 transfusdes), as curvas de sobrevida ficam acima de 90% e
chegam a valores de 60-80% nos demais pacientes, inclusive naqgueles com

doadores n&o aparentados™%*3.

Em contrapartida, o tratamento imunossupressor é a melhor alternativa
para aqueles sem doador HLA idéntico, com idade mais avancada (= 40 anos)
e pacientes com a forma néo-severa que sao dependentes de transfusdo ou
neutropenia de risco (Guideline EBMT 2009, Marsh et al)**. A combinacéo
recomendada (standard) para imunossupressdo consiste em ciclosporina
(CSA) e globulina anti-timocitica (ATG) ou linfocitica (GAL) de coelho ou
cavalo, com resultados de sobrevida e taxas de resposta entre 60 e 80%* 3118,
Antes da terapia imunossupressora, as opg¢des excluindo o transplante eram
apenas o0 uso de androgenos e suporte transfusional, com resultados de

sobrevida préximos a 20% em 10 anos®*.



Outros tratamentos imunossupressores, com uso de ciclofosfamida
(Tisdale et al, Blood 2002), CSA associada a ATG e fator estimulante de
colénias (G-CSF) (Gluckman et al, BrJH 2002), daclizumab (Maciejewski et al,
Blood 2003), CSA em conjunto com ATG e micofenolato (Scheinberg et al,
BrJH 2006), CSA e ATG associados a sirolimus (Scheinberg et al,
Haematologica 2009), alentuzumab + CSA (Risitano et al, EBMT, BrJH 2009)
nao atingiram taxas de resposta superiores a ponto de se tornarem 12 linha por

necessitarem mais estudos clinicos em grupos selecionados de pacientes''**’.

A alta taxa de recaida (20-45%) e a ocorréncia de evolucao clonal que
pode atingir até 20% dos pacientes merecem destaque no tratamento
imunossupressor. A reintroducdo da imunossupressdo é capaz de induzir a
resposta hematologica parcial e completa em 20- 30% dos casos; os cuidados
na retirada da CSA de forma lenta e gradual ou manutencdo permanente de
baixa dose privilegiam uma porcentagem de pacientes (10%-15%) que se

tornam dependentes de CSA>%022,

A evolucéo clonal da AA para outras doencas hematoldgicas tem sido
reportada como um efeito tardio importante. Pode manifestar-se sob a forma de
hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) em 10-15%, e aproximadamente 8%
para mielodisplasia (MDS)/leucemia mieldide aguda (LMA) em até 20 anos de

seguimento (Frickhofen et al, 2003) »*81>19-22,

1.3 PREDITORES DE RESPOSTA AO TRATAMENTO IMUNOSSUPRESSOR

A existéncia de um mecanismo imune na patogenia da AA justificou o

tratamento imunossupressor, porém ndo havia fatores conhecidos que



pudessem predizer quais pacientes iriam obter resposta com o tratamento.
Vérios estudos fizeram questionamentos a cerca de possiveis caracteristicas
clinicas ou laboratoriais presentes ao diagndstico que pudessem estar
associados com melhor resposta a imunossupressao, e conseqguentemente
melhor sobrevida. Alguns trabalhos demonstraram que valores hematimétricos
pré-tratamento, alteracbes no exame citogenético, imunofenotipagem de
sangue periférico com clones HPN e a tipagem HLA (antigeno leucocitario
humano) DR-15 podiam estar correlacionados com melhor resposta nos
protocolos com ATG e CSA, embora os resultados ainda ndo sejam

homogéneos®.

Scheinberg et al demostrou como a contagem absoluta de linfécitos e
reticulocitos em valores especificos pré-tratamento com CSA e ATG (cavalo) foi

associado com melhor resposta e traduzida com aumento da sobrevida®*.

Em pequenas séries, parece ndo haver diferenca na resposta entre
pacientes com citogenética normal e anormal, mas ha relatos de melhor

by

resposta a imunossupressdo na trissomia do cromossoma 8, com pior
prognéstico e maior risco de transformac&o leucémica na monossomia do 7 +%*
28 O aparecimento de citogenética anormal pode estar presente em 12% no
diagnéstico de AA (Appelbaum et al, 1989; Tichelli et al, 1996; Gupta et al,
2006), embora a dificuldade da obtencdo de metafases numa medula 6ssea
hipocelular possa chegar a 50% em algumas séries (metafases ausentes ou
crescimento insuficiente). As publicacbes apresentam variagbes, mas as

anormalidades mais frequentes sdo a trissomia do cromossomo 8 (t 8),

trissomia do 6 (t 6) e relacionadas aos cromossomos 7 e 13.



Pacientes com AA portadores de clones HPN foram mais responsivos a
imunossupressdo em alguns estudos especificos, ndo confirmado em
outros™**** Clones HPN podem estar presente em 30-50% dos pacientes com

AA ao diagnostico. A populacao do Brasil ndo teve esta variavel estudada.

A AA tem uma incidéncia maior de HLA de classe Il DR-15
comparados a populagdo normal. Alguns centros publicaram uma possivel
correlagdo positiva com a resposta ao tratamento imunossupressor nao
confirmado por outras séries, como descrito para mielodisplasia; essa possivel
associagdo do HLA-DR15 também nado est4d avaliado na populacédo

brasileiral?%3%,

1.4 PROTOCOLO BRASILEIRO: CICLOSPORINA E PREDNISONA

Com base na revisao bibliografica, o aspecto imune na fisiopatologia é
o racional para o tratamento imunossupressor 2. Porém, desde 1988, devido ao
suprimento irregular da globulina anti-timocitica (ATG) em nosso meio, foi
optado por um ensaio clinico com CSA e prednisona. Comparado com
experiéncias prévias, a CSA foi utilizada em dose maior e por tempo mais
prolongado que no protocolo CSA + ATG (12,5 mg/kg reduzindo para 7mg/kg
durante 1 ano versus 5 mg/kg por 6 meses respectivamente), associada ao
potencial imunodepressor da prednisona. Os corticoesteréides como a
prednisona, inibem a liberacdo de citocinas dos macrofagos como a IL-1 e
TNF-a e a expressado dos seus respectivos receptores. Também se ligam aos

receptores de citocinas nos linfocitos, inibindo tanto a liberacdo de IL-2 pelas



células T, como a estimulacdo das células T pela IL-2. Em doses altas

mostram ainda atividade linfocitotoxica, que poderia atenuar a falta do ATG.

Este protocolo alternativo demonstrou resultados similares ao protocolo
padrdo com ATG *. Apés 20 anos de seguimento, a necessidade de observar
caracteristicas gerais dessa populacdo, como resposta clinica e sobrevida
global, além de possiveis fatores preditores de resposta comparados a

literatura motivaram essa analise retrospectiva.



2 OBJETIVOS

O objetivo principal é a avaliacdo de resposta ao tratamento
imunossupressor com ciclosporina (CSA) e prednisona (PRD) e a sobrevida
global dos pacientes com anemia aplastica.

Os objetivos secundarios sdo evidenciar as taxas de recaida e evolugéo
clonal, observando possiveis fatores preditores de resposta ao tratamento

imunossupressor ou melhor sobrevida global.



3 CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

Entre o periodo de 12/1988 a 12/2008, 540 pacientes foram
encaminhados para realizar tratamento imunossupressor. 384 pacientes foram
elegiveis para analise (jovens sem doador HLA compativel, formas néo severas
com necessidade transfusional ou neutropenia de risco e pacientes >40 anos).
Todos apresentavam critérios para anemia aplastica’® e foram avaliaveis
através de registro em prontuario médico, com criagdo de banco de dados
proprio, até ultimo contato em dezembro de 2008.

Foram utilizados como critérios de exclusdo: prontuario médico com
dados incompletos, disfungéo renal (creatinina =1,8) com proscricdo ao uso de
ciclosporina (CSA), medula éssea com caracteristicas displasicas, pacientes
com doenca maligna associada e DEB (diepoxibutano) teste + para Anemia de

Fanconi.

3.2 METODOLOGIA

O tratamento imunossupressor consistiu em:
- ciclosporina (CSA) 12 mg/kg/dia (+12/12 horas) do dia 1 ao 8, com reducgéo
para 7 mg/kg/dia a partir do dia 9 até 1 ano, seguido de reducdo gradual (5%
ao més, até suspensao completa). Monitoragéo pelo nivel sanguineo (200 - 400
ng/dl);
- prednisona: 2 mg/kg/dia do dia 1 ao 14, apos 1 mg/kg/dia do dia 15 ao 45.

(com retirada de 20% dose por semana até suspensao).
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Sulfametoxazol-trimetroprim e fluconazol foram utilizados para profilaxia
contra Pneumocystis carinni (P jerovesi) e doencas fungicas, respectivamente.

No diagnostico, o estudo citogenético foi realizado apds cultura de
medula Ossea sem mitégenos por 24 -48 horas, com preparacdo das
metafases através de banda G (analise minima valida = 20 metafases). O
aprimoramento técnico do laboratério HC - UFPR (Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand) ocorreu a partir do ano 2000, resultando em
maior eficiéncia em conseguir um numero apropriado de metafases em um
ndmero maior de pacientes. Anormalidade citogenética clonal foi definida como
presenca de 2 ou mais células tendo a mesma alteracdo estrutural ou
cromossomo extra, ou 3 ou mais células com a mesma perda cromossomica.
Ndo foram realizadas avaliagdes citogenéticas sistematicas no decorrer do
tratamento.

A metodologia na realizacdo do HLA incluiu a linfotoxicidade dependente
de complemento (permite identificar as especificidades sorolégicas), com
métodos moleculares através do PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-
Sequence Specific Primers) e a PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-
Sequence Specific Oligonucleotide). Os pacientes acima de 40 anos, ndo eram
tipados para HLA, por ndo terem indicacdo de transplante em 12 linha'. A
incidéncia do HLA-DR 15 nos pacientes com AA foi comparada com um grupo
controle de 637 doadores saudaveis de medula 6ssea (excluidos doadores de
familiares com anemia aplastica), obedecendo a mesma distribuicdo racial e

geografica da populacdo do estudo.
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A pesquisa de clones HPN por citometria de fluxo iniciou em 2000.
Pacientes com clones > 1% foram identificados para andlise ap0s esse
periodo.

A resposta ao tratamento foi definida conforme tabela 1. As avaliagcdes
foram realizadas com 3, 6, 12 meses e entdo anualmente. A incidéncia de
alteracdes citogenéticas clonais ao diagnéstico, presenca do HLA-DR 15 e
clones HPN, efeitos adversos do tratamento, ocorréncia da evolucao clonal ou
recaida foram reportados e analisados.

Dependéncia de ciclosporina definiu-se por queda dos valores
hematimétricos durante retirada ou parada abrupta desta medicacdo, com
recuperacao na restituicdo do uso da droga’*>?%.

O registro retrospectivo foi autorizado pelo comité de ética local (Comité
de Etica e Pesquisa em Seres Humanos — CEP), com a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) por se tratar de estudo

retrospectivo, embora assegurado que o carater andénimo dos pacientes sera

mantido e que suas identidades serdo protegidas.

Tabela 1. Critérios de Resposta ao Tratamento Imunossupressor

Tipo de resposta Hemoglobina Neutroéfilos Plaquetas
(g/dL) (/uL) (/uL)
Completa >10 > 1000 >100.000
Parcial >8 > 500 > 30.000
Sem resposta Mantém necessidade - Mantém necessidade
transfusional transfusional
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3.2 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versdo 15.0 para Windows.

Os valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Para a analise descritiva dos dados foram empregadas
frequéncias, porcentagens, meédias, medianas e desvios padréo.

Utilizou-se o teste t de Student para amostras independentes e o teste
do Chi-quadrado com objetivo de comparacéo de pacientes. Aqueles que foram
significativamente diferentes (p<0,05) na analise univariada, foram analisados
na multivariada, através da regressdo logistica de Cox para verificar sua
associacdo independente. A estimativa de sobrevida foi através do método de
Kaplan-Meier; Hazard ratios e intervalos de confianca computados tiveram

seus valores reportados.
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Na tabela 2, estdo as caracteristicas dos 384 pacientes submetidos ao

regime de imunossupressao com ciclosporina (CSA) e prednisona (PRD)

acompanhados por 20 anos.

Tabela 2. Caracteristicas de 384 pacientes com Anemia Aplastica tratados com

CSA e PRD no periodo de dez/1988 a dez/2008 (HC- UFPR)*.

Caracteristicas dos pacientes

Valor absoluto ou mediana

Idade
Sexo
Etnia — branca
Duracéo da doenca
Transfusdes
Etiologia — Idiopatica
Tratamento Nenhum
Prednisona (PRD)
CSA + PRD
Androgeno + PRD
Hemoglobina - g/dI
Granulécitos - x10%/uL
<200
200 — 500
>500
Plaquetas - /uL
Medula éssea — celularidade

Seguimento

21 anos (2-75)
215 M: 169 F
307 (80%)

95 dias (2-4749)

12 (0-200)

300 (78,1%)
229 (60%)

64 (16,7%)

39 (10,2%)

35 (9,1%)

7.4 (2,7-12)
580 (0-6696)
81 (21%)

96 (25%)

207 (54%)
12.000 (1000 — 200.000)
10% (1-30)

7 anos (0,2-23)

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.
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Ao diagnéstico a mediana de idade foi de 21 anos, intervalo entre o
diagndstico e o inicio do tratamento de 95 dias e 12 transfusdes recebidas. Na
maioria dos casos, a etiologia foi idiopética (78,1%). Houve predominio discreto
do sexo masculino. No sangue periférico, a mediana de Hemoglobina foi de 7,4
g/dL, granuldcitos 580/uL, linfécitos 1674/uL, plaquetas 12.000 /uL e
reticuldcitos de 0,5% (valor corrigido) e a maioria sem tratamento prévio.

Quanto a faixa etaria acometida, houve distribuicdo bimodal,
principalmente entre os 10 e 29 anos, seguido pelos pacientes acima de 40
anos (figura 1). Pelos critérios de Camitta, houve predominio das formas

severa (297), sendo 80 deles classificados como muito severas.

Figura 1 — Distribuicdo por faixa etaria de 384 pacientes com Anemia aplastica

submetidos a tratamento com CSA e PRD (HC-UFPR?)

140
120
100
80
60
40
20 .
0 w w |
< 10vyears 10-19 years 20-29 years 30-39 years >=40 years

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana/ Years = anos
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O hemograma pré-tratamento, através da analise univariada,
demonstrou que indice de reticuldcitos > 0,5%, neutrofilos = 200, plaquetas 2
12.000 tiveram significancia estatistica para sobrevida, porém sem correlacdo
com contagem de linfécitos.

Duzentos e oito pacientes fizeram citogenética (54,2%), em 25 deles
(12,1%) néo se obteve metafases, com 153 resultados normais e 30 (16,4%)
com anormalidades ao diagnostico (tabela 3). As alteracdes mais prevalentes
foram: cariétipo complexo, monossomia do 5, del 11923, todas com 10% de
incidéncia (3/30) do total de casos. Monossomia do 7 e trissomia do 8
ocorreram em casos isolados. N&o foi encontrado correlagdo dos achados
citogenéticos com sobrevida global ou resposta clinica ao tratamento

imunossupressor.

Tabela 3. Achados citogenéticos ao diagnostico dos pacientes com Anemia

Aplastica tratados com CSA e PRD (HC- UFPR)*

Citogenética (n=183 avaliaveis) NUamero Sobrevida
global

Metafases normais 153 (83,6%) p=NS
Metéafases alteradas 30 (16,4 %) p=NS

- cariétipo complexo 3/30

- monossomia do 5 3/30

- del 11923 3/30

- monossomia 7 (-7) 1/30

- trissomia 8 (t8) 1/30

- 114 /t15/ t21/t18 e outras 1/30 (cada alteracao)

p = NS (valor de p = néo significativo)

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.
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Com relacao a tipagem HLA, 227 pacientes tinham tipagem HLA classe
| e apenas 142 de classe I, sendo possivel avaliar a frequiéncia do HLA-DR 15
em 36,6% dos pacientes com AA tipados (67% deles provenientes do sul do
Brasil). O grupo controle de doadores saudaveis apresentou incidéncia de HLA-
DR 15 em 20,9% (133/637), com caracteristicas étnicas e geograficas
semelhantes. Na observagdo da resposta ao tratamento imunossupressor ou
sobrevida global, ndo foi encontrado correlacao estatistica (p=0,927).

A presenca de clone HPN > 1% foi encontrado em 12 pacientes (9,7%)
de 124 avaliaveis apds 2000 e sem correlacao positiva com resposta clinica ou
sobrevida.

A sobrevida global foi de 61% (+ 3), com mediana de seguimento de 7
anos (2,4 meses — 23 anos). Quando avaliadas por severidade, a sobrevida na
forma nao-severa apresentou 80% (x 5), seguido por 63% (+x4%) na forma
severa e 42% (+6) nas muito severas (p<0,001).

Ao observar a resposta ao tratamento: 51% tiveram algum grau de
resposta, com vida normal e independente de transfusdes aos dois anos de
tratamento: 143 pacientes com resposta completa com sobrevida global (SG)
94% (£2), 53 com resposta parcial (SG 78% +7), enquanto 36 pacientes néo
obtiveram resposta (SG 37% +9) e 152 restantes foram Obitos e perda de
seguimento pela opcéo de tratamento em outros centros (numero de 96 e 56
respectivamente) figura 2 (2 A,B,C,D). A maioria dos pacientes respondeu
entre 3 e 6 meses do tratamento. Na populacéo pediatrica (abaixo de 10 anos)

os resultados foram similares.
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‘ ‘ Nao severa (n=79) 80 + 5%
8- o 0,84
B 61£3% Severa (n=217) 63 + 4%
g 04 go_é,a
o] oo Muito severa (n=80) 42 + 6%
P<0,001 P<0,001
Years ° ° Years * "
Figura A Figura B
104 RC (n=143) 94 10
61 7 (n=55)
- RP (n=53) 78 +7% =
[ SR (n=36) 37 £+ 9% T
6 0,4 5 047
P<0,001 P<0,001
Years Years
Figura 2C Figura 2D

Figura 2A — Sobrevida global da populacdo de 384 pacientes com anemia
aplastica (AA) tratados com CSA e PRD (HC-UFPR)*. 2B — Sobrevida global de
acordo com a severidade da doenca. 2C — Sobrevida global relacionada a
resposta apos 2 anos de tratamento. 2D — Sobrevida global dos pacientes com
AA < 10 anos de idade.

RC- resposta completa, RP- resposta parcial, SR- sem resposta.

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Entre os pacientes que ndo responderam, recairam ou tiveram evolucéo
clonal para LMA/MDS ao longo do tratamento, 43 foram encaminhados para o
TMO (39 aparentados/4 ndo-aparentados), 28 deles vivos aos 6 meses poés
TMO.

A principal causa de o6bito registrada foi infecgcdo em 42,7% (62/145),

com predominio de infeccbes bacterianas em 85,5% e as infec¢des fangicas
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foram provavelmente subestimadas (tabela 4). As causas de 6bito nos grupos
com resposta completa (9%) e parcial (18,8%) foram similares ao grupo total,

exceto por conter 75% das LMAs decorrentes da evolugao clonal.

Tabela 4. Distribuicdo das causas de Obitos entre os pacientes com Anemia

aplastica tratados com CSA e PRD (HC-UFPR)*.

Causas de 6bito N° absoluto
Infeccdes 62

- bacterianas 50

- fingicas

- virais

- nao identificadas

Hemorragia 34
- SNC 20
- outros 14

Complicacdes TMO 13

Evolucéo clonal para LMA 4

SNC- sistema nervoso central, TMO — transplante de medula éssea, LMA — leucemia miel6ide
aguda.

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Na analise univariada, idade < de 40 anos (p= 0,014), tratamento apos

0 ano de 1997 (p= 0,014), < 15 unidades transfundidas (p= 0,027), neutréfilos =

200 (p<0,001) e plaquetas 212.000 (p= 0,002) tiveram impacto na sobrevida
global.

Na andlise multivariada o numero de neutréfilos = 200/uL (p= 0,009),

plaquetas = 12.000/uL (p=0,018), reticuldcitos = 0,5 % (p< 0,001) e inicio do

tratamento apds o ano de 1997 (p= 0,002) apresentaram impacto na sobrevida

global (tabela 5).
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Tabela 5. Analise multivariada dos pacientes com anemia aplastica tratados

com CSA e PRD de acordo com a sobrevida global (HC-UFPR)*.

HR IC 95% P
Transfusbes = 15 1,62 1,15 2,30 0,006
Idade = 40 anos 1,82 1,23 2,68 0,003
Periodo = 1997 0,57 0,40 0,81 0,002
Plaguetas = 12.000 0,64 0,45 0,93 0,018
Reticuldcitos = 0,5 0,42 0,29 0,60 < 0,001
Granuldcitos = 200 0,59 0,39 0,87 0,009

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

A dependéncia a ciclosporina ocorreu em 10% no grupo avaliavel em 2
anos (n = 343); com manutencédo da droga a sobrevida ficou acima de 90%. A
maioria eram homens (n=25), com mediana de idade de 22 anos e 10
transfusdes recebidas pré-tratamento; 16 mantiveram resposta completa, 15
com resposta parcial e 3 perderam a resposta entre 3 e 11 meses (2 6bitos por
infeccédo).

O uso adicional de corticéide causou efeitos adversos descritos como:
hipertenséao arterial 25,7% (sinergismo com CSA?), sobrepeso (descricdo de
fascies cushingbide) em 13,5%, e diabetes secundario em 4,4 % com
necessidade de medicacéo especifica; a descricdo de sépsis no prontuario foi
encontrada apenas em 1,1%. A incidéncia de infec¢cOes néo fatais ndo pode ser
estimada de forma correta pela presenca exclusiva do corticéide. Os efeitos
colaterais relacionados a ciclosporina nao foram descritos, pois esta medicacéo
esta presente em ambos os tratamentos (‘standard’ com ATG e alternativo com

prednisona).
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A incidéncia cumulativa de recaida foi de 28% (+ 4) com mediana de
4,4 anos e possibilidade de recuperagdo com novo protocolo imunossupressor
(figura 3). A taxa de evolucéo clonal foi de 7,81%(16 pacientes com HPN , 9

com MDS e 5 casos de LMA) figura 4.

56 pacientes (n=246)

057
13- n&o severa
43 severa (9 muito severa)

28% 4

o
@
1

Cl -Relapse

o
=
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0.2

0,0

Years

Figura 3: Incidéncia cumulativa de recaida nos pacientes com Anemia Aplastica

tratados com CSA e PRD (HC-UFPR)*.

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.
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Figura 4: Incidéncia cumulativa de evolucao clonal nos pacientes com Anemia

aplastica tratados com CSA e PRD (HC-UFPR)*.

*HC-UFPR: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.
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5 DISCUSSAO

A anemia aplastica (AA) segue como um paradigma nas sindromes de
faléncia medular, pela morbimortalidade apresentada e a possibilidade de
grande incremento na sobrevida quando o tratamento correto é instituido
rapidamente, como o transplante de medula ssea ou a imunossupressao™?.

O 1° transplante de medula 6ssea da América Latina, realizado neste
servigo (HC-UFPR) em 1979, foi em um paciente portador de anemia apléstica
severa. Desde entdo, Curitiba tornou-se referéncia brasileira em faléncias
medulares, seja aplasia adquirida como também constitucional, destacando a
anemia de Fanconi.

A necessidade de atender os pacientes encaminhados ao Servico de
Transplante mas sem condi¢cdes de submeterem-se ao procedimento, tornou
imperativo uma alternativa de tratamento. Conforme discutido previamente,
havia indisponibilidade de globulina anti-timocitica (no Brasil uso de ATG de
coelho) para esse contingente de pacientes, levando a criagdo do protocolo de
imunossupressao baseado em ciclosporina e prednisona. Apenas nos ultimos
anos a capacitacdo de outros centros proporcionou o tratamento dos pacientes
nos seus locais de origem. Pode-se inferir entdo que os dados mostrados
representam grande parte da realidade do pais.

Os dados epidemioldgicos sdo semelhantes a literatura: a AA nao
apresenta diferenca na incidéncia por sexo, apesar da discreta predominancia
masculina (1,33 :1%) neste trabalho. A maior incidéncia entre adolescentes e
adultos jovens, seguido de um 2° pico tardio € bem conhecido, bem como a

etiologia predominante ser idiopatica™.
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Em nosso servico, a mediana de tempo entre diagndstico e inicio do
tratamento € maior, podendo ser explicada pela demora no encaminhamento
dos doentes, especialmente nos anos anteriores a 1995, quando se passou a
fazer uma maior divulgacdo das peculiaridades desta doenga, associado aos
obstaculos naturais gerados pelos problemas so6cio-econémicos da grande
maioria dos nossos doentes®.

Nos 208 pacientes com estudo citogenético, a dificuldade de obtencéo
de metafases em mais 12% dos casos foi inferior a outros estudos, onde pode
atingir até 40-50% no mesmo periodo. A frequiéncia de anormalidades em
16,4% dos pacientes avaliaveis ficou acima da descrita em outras séries (4,6-
12%), divergindo também na distribuicdo das alteracbes encontradas. Os
achados de cari6tipos complexos e monossomia do 5 estdo descritos, porém
com o predominio da trissomia do 8 e monossomia do 7, situacdo nao
encontrada neste estudo. O achado de “del 11q 23” ndo esta habitualmente
descrito em AA, tendo um papel desconhecido. Frequentemente, estes clones
anormais sdo pequenos e podem ser transitérios desaparecendo
espontaneamente ou ap0s o tratamento imunossupressor. Novos clones
podem aparecer durante o seguimento, correlacionados ou ndo com evolucao
clonal; porém nesta analise ndo foi realizada avaliacdo citogenética seriada
para observar este fendmeno™?*2,

A resposta ao tratamento imunossupressor ou sobrevida global, néo foi
influenciada pelas alteracdes citogenéticas presentes no diagnostico (p=ns).
Pelos casos isolados, a trissomia do 8 ndo pode ser avaliada como preditor de
resposta a imunossupressao, Como a monossomia do 7 para aumento do risco

de evolugao clonal para MDS/LMA.
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A tipagem HLA faz parte do screening na abordagem da AA, para
rapida identificacdo de possivel doador HLA idéntico e encaminhamento ao
transplante de medula 6ssea (TMO) nos pacientes < 40 anos (Marsh J el al)".
Na populacdo com tipagem HLA de classe Il, a freqiéncia do HLA-DR 15
(36,6%) foi inferior a outros grupos de AA e maior que na populacdo saudavel
do grupo controle (20,8%). A populacdo normal brasileira apresenta entre 12-
21% do HLA-DR15; a populacéo predominante do sul do Brasil, comporta a
miscigenacéo resultado do longo periodo de colonizacao e imigracdo por parte
dos grupos europeus e outros grupos étnicos. Algumas populacdes tém maior
prevaléncia de acordo com sua etnia e localizacdo geogréafica, podendo chegar
a valores de 50- 69% dos pacientes com AA?32353% Aq observar a associacdo
do HLA-DR 15 com a resposta ao tratamento com CSA e PRD, ndo houve
significancia estatistica, como alguns estudos demonstraram previamente.

A porcentagem de pacientes com clones HPN ao diagndstico ficou
abaixo do descrito e sem correlagdo positiva com resposta e sobrevida.
Estudos prospectivos poderdo resultar em melhor avaliacdo, ja que a
populagdo com imunofenotipagem realizada foi menos de 1/3 do total.

A sobrevida global de nosso estudo atingiu 61% (+£3) nesses 20 anos
(mediana de 7 anos), assemelhando-se a diversas séries publicadas porém
com tempo de seguimento menor. A taxa de resposta ao tratamento com CSA+
PRD de 51% aos 2 anos inclui o numero consideravel de obitos ao longo do
tratamento. Trés séries de imunossupressao merecem destaque com ATG +
CSA: o NIH (National Institutes of Health) publicou 122 casos de pacientes com
AA forma severa, com sobrevida de 55% no seguimento de 7 anos (61%

resposta aos 6 meses e 58% em 1 ano); ja 0 grupo coreano com 83 pacientes
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relatou sobrevida de 69% em 6 anos (resposta de 47% aos 6 meses) seguido
pelo grupo alemdo com 51 pacientes e 64% de sobrevida em 3,5 anos
(resposta de 70% aos 6 meses)3121°,

Como esperado, a sobrevida dos pacientes com resposta completa
chegou a 94%, contrastando com o prognostico reservado dos nao
respondedores (37%) e menor sobrevida da forma muito severa.

O grupo pediatrico abaixo de 10 anos, apresentou comportamento
semelhante a populacédo do estudo, embora se questione possiveis diferencas
na etiopatogenia entre criangas e adultos.

Os fatores impactantes na sobrevida através da andlise multivariada
encontrados no hemograma (maiores contagens de neutréfilos / plaquetas /
reticulécitos), refletem pacientes com provavel maior reserva medular. Estudo
recente (Scheinberg P et al 2009) demonstrou que valores do hemograma pré-
tratamento como contagem absoluta de reticuldcitos (= 25 x 10%) e de
linfocitos (21,0 x 10%1) foram preditores de resposta aos 6 meses de uso de
ATG (cavalo) e CSA; a contagem de neutréfilos ndo apresentou associacao
pelo grande numero de O6bitos precoces nos pacientes com neutropenia
severa'®*, enquanto nosso estudo n&o encontrou associacdo com a contagem
de linfocitos ao diagnéstico. Os demais fatores na analise multivariada, como
menor numero de transfusdes, idade < 40 anos e ano de diagnostico > 1997,
demonstram pacientes mais jovens e menos sensibilizados por transfuséo,
além da melhoria na qualidade da assisténcia (hemoderivados
filtrados/irradiados, melhoria do suporte antibiético/antifingico) a esta

populacao.
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Ao observamos as causas de 0Obito, ha destaque para infecgdo, como
demonstra a literatura, seguida por sangramento (mais observado nos estudos
antigos que os atuais). Houve preponderancia das infec¢cbes bacterianas, com
namero muito reduzido de infecgbes fungicas, provavelmente de forma
subestimada e/ou subdiagnosticada no registro retrospectivo. A infecgéo
fungica sempre foi um grande problema nos pacientes com neutropenia severa
e prolongada, principalmente na sua forma invasiva, porém a falta de métodos
diagnosticos mais acurados no passado e a ndo realizagcdo de autopsias
podem ter interferido diretamente na baixa incidéncia encontrada®>®°,

Com relagéo aos efeitos adversos, o uso da prednisona ndo aumentou
de forma impactante o risco de mortalidade como visto pelos valores de
sobrevida global. O alto indice de HAS (hipertenséo arterial sistémica) pode
estar falsamente elevado pela associacdo com a ciclosporina; da mesma forma
a obesidade e diabetes podem estar subestimados e ser mais prevalente em
estudos prospectivos.

A recaida de 28% (+4) se assemelha a estudos prévios, com mediana
de 4,4 anos, sendo notavel que possa haver o resgate com novo tratamento
imunossupressor ou retirada lenta da CSA. Bacigalupo et al demostrou que a
retirada lenta pode reduzir em até 10% a taxa de recaida e mesmo no
protocolo standard a recomendacéo atual € retirar em 12 meses, ndo mais em
6 meses. Nos pacientes com falha ao re-tratamento e mesmo aqueles sem
resposta, existem hipdteses a serem questionadas: exaustdo da reserva de
células-tronco, imunossupressao insuficiente, erro diagnostico ou formas

hereditarias de faléncia medular sem mecanismo imune1520:22,
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A evolucdo clonal (7,81%) ficou abaixo de séries com uso de ATG,
embora a ocorréncia de LMA em ambas apresente o pior prognostico e
necessidade de TMO como forma de tratamento efetivo. Da mesma forma, o

fator resposta ndo influenciou ou protegeu desta evolugdo® %2,
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstra que a sobrevida global utilizando ciclosporina e
prednisona é similar sem o uso de ATG, com periodo longo de seguimento.

Os pacientes com algum grau de resposta atingiram vida normal, livre
de transfusfes e infeccbes mesmo com contagens hematimétricas abaixo da
normalidade.

A sobrevida foi influenciada pela contagem de neutréfilos, plaquetas,
reticulécitos, bem como numero de transfusdes e idade do paciente ao
diagndstico, além do ano de inicio do tratamento.

A incidéncia de evolugédo clonal foi menor quando comparada aos
trabalhos com ATG e CSA. Possiveis fatores preditivos de resposta ao
tratamento imunossupressor ou sobrevida global como alteracdo citogenética
ao diagndstico, presenca de HLA-DR 15 ou clone HPN nao demostraram poder
estatistico, porém a obtencdo de dados apresentou deficiéncias na sua
natureza retrospectiva, sugerindo que trabalhos prospectivos possam avaliar
melhor essas correlacoes.

Os efeitos adversos foram manejaveis, sendo necessario também
acompanhamento prospectivo sobre tais ocorréncias e graduacdes de forma

mais fidedigna.
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