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RESUMO

O estudo teve por objetivo determinar a interagdo entre os fatores clinicos no pré- e
pos transplante de medula d0ssea alogénico em portadores de anemia aplastica severa com a
ocorréncia do quimerismo e da rejei¢do. O estudo abrangeu 111 de 291 pacientes com anemia
aplastica severa e submetidos ao transplante de medula Ossea alogénico aparentado. Os
critérios de inclusdo identificaram 65 pacientes condicionados com ciclofosfamida isolada na
dose de 200 mg/kg e 46 pacientes na associagdo de ciclofosfamida 120 mg/kg com o
bussulfano 12 mg/kg. Os métodos de avaliagdo do quimerismo incluiram a citogenética em 65
(58,6%) dos pacientes e pela VNTR em 46 (41,4%). Encontrou-se um percentual de 75,3% de
quimerismo misto no grupo da ciclofosfamida isolada e de 54,3% no grupo associado ao
bussulfano com um valor p de 0,02. As covariaveis relacionadas ao quimerismo analisadas
foram: idade, sexo, numero de transfusdes pré-transplante, etiologia da anemia aplastica,
duragdo da doenga pré-transplante, nimero de neutrofilos pré-transplante, condicionamento,
nimero de células infundidas, tempo para atingir >500 neutrofilos/ul. tempo para atingir
>50.000 plaquetas/uL, tempo para atingir >100.000 plaquetas/uL, DECH aguda ¢ DECH
cronica. Houve diferenga significante apenas para o condicionamento empregado para a
ciclofosfamida isolada e na associagdo com o bussulfano através da analise multivariada com
p <0,0001. As covariaveis relacionadas com a rejei¢do incluiram o quimerismo e as
mencionadas anteriormente. O quimerismo foi a Unica variavel independente significante
para a rejeigdo pela analise multivariada com valor p <0,0001. A ocorréncia de quimerismo
misto nos pacientes submetidos ao TMO alogénico foi mais frequente nos pacientes
condicionados com ciclofosfamida isolada quando comparado a associagdo de ciclofosfamida

e bussulfano. A ocorréncia de rejeigdo foi inversamente proporcional ao quimerismo.



SUMMARY

The objective of this study was to determine the interaction between the clinical
factors in the pre- and post- allogeneic bone marrow transplantation (AlloBMT) in patients
with severe aplastic anemia comparing the occurrence of chimerism and rejection. The study
included 111 of 291 patients with severe aplastic anemia, submitted to AlloBMT. Inclusion
criteria identified 65 patients conditioned with cyclophosphamide dose of 200 mg/kg and 46
patients with the association of cyclophosphamide 120 mg/kg and busulfan 12 mg/kg.
Chimerism was evaluated by cytogenetics in 65 (58,6%) patients and for VNTR in 46
(41,4%) patients. Mixed chimerism was found in 75,3% in the cyclophosphamide group and
54,3% in association with busulfan group, p = 0,02. The covariables related to the chimerism
analyzed were: age, sex, number of pre-transplant transfusions, aplastic anemia’s etiology,
duration of the disease pre-transplant, number of pre-transplant neutrophils, conditioning,
number of infused cells, time to reach >500 neutrophils/uL, time to reach >50.000
platelets/ul, time to reach >100.000 platelets/ul, acute GVHD and chronic GVHD.
Conditioning was the sole significant variable related to chimerism through multivariate
analysis, p value <0,0001. Chimerism was a significant independent variable for rejection
through multivariate analysis, p < 0,0001. The occurrence of mixed chimerism in AlloBMT
patients happened more frequently in cyclophosphamide conditioning when compared to the
cyclophosphamide associated with busulfan. Occurrence of rejection was more frequent in

patients with less percentage of chimerism.



1 INTRODUCAO

1.1 GENERALIDADES

A anemia aplastica severa (AAS) ¢ uma doenga que vem despertando o interesse dos
pesquisadores desde o século passado. Caracteriza-se por uma diminuig¢@o de todas as séries
no sangue periférico, uma medula 6ssea vazia, substituida por gordura e que ndo contenha
células estranhas ou alteragdes nos cromossomos. Pessoas de todas as idades podem ser
acometidas, com elevado risco de vida. Este risco esta diretamente relacionado com o grau de
redugdo do numero das células do sangue periférico.

A compreensdo dos mecanismos bioldgicos da insuficiéncia medular, a methoria nos
cuidados de suporte e procedimentos com niveis elevados de complexidade técnica vém
contribuindo para o alcance de resultados altamente efetivos para a maioria dos pacientes. O
uso de drogas que agem no sistema imune e o transplante de medula 6ssea (TMO) alteram o
curso natural da doenga. No final da década de 60, o TMO tornou-se o tratamento de escolha

para a anemia aplastica severa.

1.2 HISTORICO

O estudo sobre a faléncia da medula Ossea ¢é tradicionalmente datado de 1888,
quando Paul Ehrlich descreveu uma mulher jovem que morreu apdés uma doenga grave € de
evolugdo rapida. A doenga foi evidenciada por uma anemia severa, sangramento na pele, na
retina ¢ com febre alta. Como patologista, Ehrlich notou a auséncia de células vermelhas

nucleadas e a alteragdo na qualidade da gordura da medula 6ssea femoral. Tais achados eram



opostos a uma resposta fisiologica da anemia, inferindo sobre a morfologia e o mecanismo da
falha da regeneragdo das células vermelhas.! A combinagio de baixo nimero das células no
sangue periférico e auséncia de precursores na medula O0ssea, mantém-se como um achado
essencial para o diagnostico da anemia aplastica.

Em 1934, apesar de ndo estar claramente definida, a anemia aplastica foi descrita
como uma entidade clinica distinta, caracterizada por pancitopenia, resultante de uma
depressdo da atividade da medula 6ssea. No inicio dos anos 50, o termo foi restrito a casos em

que nio havia evidéncias de doenga primaria capaz de produzir uma supressio medular.’

1.3 ASPECTOS CLINICOS

1.3.1 INCIDENCIA

A AAS € uma doenga com incidéncia de 2 a 6 casos por milhdo de habitantes da
populagdo, porém n3o representa bem a realidade e esta influenciada por dois fatores: o
método de definicdo da doenga e critérios de exclusdo do diagnostico. A literatura mostrou
uma grande variagdo destas informagdes. Apenas dois dos trabalhos realizados foram
prospectivos e a incidéncia se revelou mais baixa do que os retrospectivos.’

Um estudo realizado na Taildndia, iniciado em 1989 e concluido em 1993, mostrou
uma incidéncia de 3,7 casos por milhdo de habitantes para a anemia aplastica, com uma
ocorréncia maior para os grupos com menor grau de educagdo e naqueles com uma pior
condi¢do socioecondmica.” Outro estudo na cidade de Curitiba evidenciou uma incidéncia
anual de 2 casos por milhdo de habitantes e no Estado do Parana 2,4 casos por milhdo de

habitantes.*



1.3.2 ETIOLOGIA

As anemias aplasticas compreendem um grupo heterogéneo de doengas, tendo como
causas: agentes fisicos, quimicos e agentes virais resultantes da agressdo direta ou mediadas
por mecanismo imune. Em um estudo prospectivo, multicéntrico, realizado na Franga, 74%
dos pacientes foram considerados como idiopatica, 13% associados a drogas e 5%
relacionados com hepatite.” No oriente a hepatite documentada variou entre 4 a 10%.> O uso
de pesticida doméstico do grupo misto, associado a organofosforado apresentou-se como fator

de risco no estudo em Curitiba.*

1.3.3 DIAGNOSTICO

Ha uma correlagdo bem definida entre a celularidade do aspirado e da bidpsia da
medula 6ssea (MO). ® Entretanto, ha situagdes onde ha diluigio com sangue sinusoidal
tornando-o erroneamente hipocelular em relagio a biopsia da MO.” Os pacientes com
pancitopenia devem ser cuidadosamente acompanhados por periodos longos, pois o
diagnostico inicial pode ser bastante dificil.®

Nos estados de pancitopenia, a sobrevida relaciona-se mais a contagem das células do
sangue periférico que a celularidade da MO. Os fatores prognosticos individuais mais
importantes foram: infecgdo severa no momento do diagndstico, contagem de granulocitos
<500/mm’ de sangue, contagem das plaquetas <30.000/mm”’ de sangue, percentual de células

~ C e . . .- 9
ndo-mielbdides na MO e finalmente a contagem reduzida de reticulocitos.

1.4 FISIOPATOLOGIA

Na maioria dos pacientes, a AAS ¢é o resultado da insuficiéncia medular, ocorrendo

uma destruigio especifica do tecido organico, mediada pelo sistema imune. O curso da doenga



pode ser separado em duas fases distintas: inicialmente a exposigdo de um antigeno
estimulador e posteriormente resultado da agdo das células e citocinas do sistema
imunologico. Estas agem destruindo as células-tronco da MO, reduzindo o seu nimero. Nao
conseguem manter os niveis de produgio dos leucdcitos, dos eritrocitos e das plaquetas. ™

A hematopoese esta muito diminuida na anemia aplastica, com deficiéncia profunda
das células progenitoras.'' Estas células exprimem a adesividade celular protéica chamada de
CD34" de acordo com a citometria de fluxo e o nimero das células CD34" positivas estd
muito reduzido na AAS.""' Os progenitores hematopoéticos maduros podem ser
quantificados por testes funcionais e estdo virtualmente ausentes.'

A fisiopatologia da AAS envolve varios mecanismos incluindo-se: o defeito na
proliferagéo intrinseca dos precursores das células hematopoéticas; reagdo imunologica contra
as células precursoras hematopoéticas; o envolvimento concomitante de células do ambiente
nio hematopoético no processo de doenga e disposicdo genética.'®

A sobrevida e a proliferacdo das células hematopoéticas dependem das células do
estroma, as quais fornecem fatores de crescimento, essenciais a viabilidade, proliferagdo e
diferenciagdo das células-tronco.!” A participagio da interleucina 3, interleucina 6 e fatores de
crescimento também contribui neste processo.'®

Ha evidéncia clinica e experimental de um defeito persistente na capacidade de
proliferagdo hematopoética na anemia aplastica. Os pacientes tratados com imunossupressio
apresentam células progenitoras no sangue periférico, principalmente apos o uso de fator
estimulante de coldnias de granuldcitos, alcancando um nivel de reconstitui¢do semelhante
aos dos pacientes que se submeteram ao TMO." Entretanto, as células progenitoras estdo

.. , ~ 16, 20-22
diminuidas e raramente alcangam uma recuperagdo completa.



Certos agentes quimicos e fisicos agem diretamente na célula, lesando tanto as células
hematopoéticas em proliferagdo, quanto as que estdo em repouso, levando a um dano ao
DNA, e finalmente a apoptose.”

Observou-se uma melhora dos pacientes que receberam soro anti-linfocitico,
sugerindo que o regime imunossupressor promove uma pega da medula do doador e muitas
vezes pode estimular a fungio medular do hospedeiro.”* O retorno a produgio das células
sangiiineas pela medula do proprio paciente ocorre apos a administragdo de um regime
imunossupressor intenso. Este fato corrobora o envolvimento de uma doenga imune como
etiologia da anemia aplastica.”’

Tais observagdes deram inicio a ensaios clinicos utilizando imunossupressores para o
tratamento da anemia aplastica. Esses estudos iniciaram-se na Europa com a utilizagdo da
gamaglobulina anti-linfocitica (GAL),?® posteriormente a globulina anti-timocitica (GAT) nos
Estados Unidos,”’ e ainda altas doses de metilprednisolona,®® ciclosporina A (CSA) * e
ciclofosfamida sem TMO.* Foram alcangados indices de sucesso de 70 a 80%, definidos
como a auséncia da necessidade de transfusio e o numero de neutrofilos adequado para
prevenir infecgdes.”' Estas proporgdes tém se igualado ao TMO,* reduzindo o numero de
linfocitos ou bloqueando a fungdo das células T, principalmente na associagdo de drogas
imunossupressoras.

Através de experimentos em cultura de medula 6ssea com deplegdo de células T,
tornou-se claro que os linfocitos T, particularmente o fenétipo CD8+, estavam envolvidos na
fisiopatologia da AA>*?* Ha uma ativacdo das células T pelo aumento na producio de
interferon, linfocinas e o fator de necrose tumoral alfa.***” Houve uma forte correlacio entre

38-40

a resposta a imunossupressdo com os niveis da produg@o do interferon gama € 0 numero

de linfocitos ativados.*!



Uma complicagdo importante e ainda nido explicada do curso clinico da AA é o
desenvolvimento de doengas hematologicas clonais tardias. Apds dez anos de sucesso da
terapla imunossupressiva, a hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) ocorreu em 9% dos
pacientes;** a mielodisplasia e a leucose mieldide aguda acumularam 16% em dez anos de

tratamento. *

1.5 TRATAMENTO DA ANEMIA APLASTICA

1.5.1 INTRODUCAO

A fisiopatologia da doenga sugere duas abordagens para o tratamento: a reposigado
das células-tronco hematopoéticas e a reconstituigdo do sistema imunologico pelo TMO ou
pela supressdo do processo destrutivo imune.'®

Nos pacientes com um doador HLLA (antigeno de histocompatibilidade) idéntico,
compativel e com menos de 50 anos, o transplante alogénico deve ser a terapia inicial,
oferecendo uma chance de 75 a 90% de sobrevida prolongada, com normalizagdo do sangue
periférico e da celularidade na MO. Os pacientes restantes devem receber terapia
imunossupressiva com globulina anti-linfocitica e ciclosporina A, com uma resposta de 60 a
80%. Altas doses de ciclofosfamida, sem transplante de medula 6ssea, podem ser capazes de
restabelecer a eritropoese normal com pouco risco de recidiva ou desenvolvimento de doengas

clonais. 444

1.5.2 TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

Baseando-se nas pesquisas realizadas em roedores, identificando os HLAs e

demostrando que a infusdo intravenosa de medula 6ssea de um doador protege o receptor



frente a uma injuria letal,’

Thomas e seus colaboradores realizaram, no final da década de 60,
o primeiro transplante de medula Ossea alogénico com sucesso,”® e posteriormente
desenvolvendo novas técnicas.”

Varias doengas hematoldgicas benignas beneficiam-se deste procedimento. Além da
propria anemia aplastica, podem-se citar: as hemoglobinopatias, a anemia falciforme, as
doengas caracterizadas por insuficiéncia medular hereditaria (Anemia de Blackfan Diamond,
Sindrome de Seckel, Sindrome de Swachman-Diamond, Sindrome de Kostelmann,
Amegacariocitose congénita) *° e a Anemia de Fanconi.”' Na Europa, segundo os dados do
IBMTR, 2% dos transplantes foram devidos a anemia aplastica.”>

Nos pacientes submetidos ao transplante singénico sem condicionamento, deveria
haver uma corregio permanente na fungdo da medula 6ssea; porém naquelas onde a
insuficiéncia da medula ¢ssea foi causada por anormalidades no sistema imune, a melhora s6
pode ocorrer quando o transplante € precedido pelo condicionamento. >

Para pacientes sem um gémeo idéntico, o TMO alogénico HLA compativel ¢ a
melhor escolha,* mas como a possibilidade de encontrar-se um doador completamente
compativel é de 25%, torna-se disponivel para uma minoria de pacientes.'® Para os restantes, a
identificacdo de um doador ndo familiar, HLA idéntico ou de um doador familiar com uma
pequena disparidade na compatibilidade podem tornar-se uma opgao viavel.>>® Os resultados

57-60

sdo diretamente relacionados com o grau de compatibilidade, e o risco da DECH crénica

neste grupo é de 73%.*'

1.5.2.1 RESULTADOS

O transplante de medula ossea é efetivo em restabelecer a hematopoese normal na

maioria dos pacientes. Para grupos ndo selecionados, a mortalidade esta entre 10% e 30%,



relacionada com as variagOes de tratamento e centros onde sdo realizados. Em Seattle a
sobrevida aumentou de 45% entre 1970 e 1976, para 60% de 1977 a 1988 e 90% entre 1988 a
1993.5% Essas melhorias devem-se a inimeros avangos, entre os quais: regimes de
condicionamento mais intensos para prevenir a rejei¢do; uso de ciclosporina para melhorar na
pega e prevenir a DECH; melhora na qualidade nos derivados de sangue reduzindo a alo-
sensibilizagdo e desenvolvimento nos cuidados de suporte com novos agentes anti-
microbianos e antivirais.*>

Camitta e colaboradores publicaram um estudo prospectivo, comprovando que o
TMO foi mais eficaz que os tratamentos convencionais na década de 70.* A redugdo do risco
da DECH aguda, DECH crénica °*®” ¢ pneumonite intersticial pelo uso da CSA contribuiu
para a melhora na sobrevida.®®

A excelente sobrevida e uma baixa morbidade em pacientes jovens faz do transplante
alogénico de medula dssea o tratamento de escolha para criangas e adolescentes. A maioria
dos pacientes que sobrevivem mais de cinco anos estdo em boas condigdes de satude, e entre
93% a 89% conseguem voltar as suas atividades de escola ou trabalho;*’ no entanto, os
pacientes com mais de 40 anos possuem um alto risco de morbidade e mortalidade.” Outros
fatores que influenciam na sobrevida sdo o tempo prolongado entre o diagnodstico e o
transplante, multiplas transfusdes "' e infecgdes antes do transplante.'®>*

Analises de qualidade de vida em pacientes submetidos ao TMO HLA idéntico
familiar demonstraram resultados de bom a excelente em 80% e ruim em 5%."* Para aqueles
com HLA compativel ndo familiar alcangaram uma sobrevida de 56% em 3 anos apos o
transplante.”

A rejei¢io do enxerto representa, na maioria dos receptores, a destruigdo das células

do doador pelas células ativas do sistema imune do hospedeiro. Os fatores que predispdem



para a rejei¢do incluem: transfusdes de sangue prévias, * condicionamentos menos intensos,
uso de metotrexato isolado para prevenir a DECH a remogdo de células T do enxerto’,
infecgdo por citomegalovirus e drogas. A incidéncia de aloimunizagdo esta aumentada nos
pacientes politransfundidos e se correlaciona com a rejeicdo de enxerto e refratariedade
transfusional. O uso de produtos de sangue com deplegéo de leucocitos pode reduzir em muito
este risco.”

Deeg e colaboradores identificaram cinco fatores de risco para rejei¢do: o ano em que
o transplante foi realizado, um nimero grande de transfusdes antes do transplante, uma
resposta positiva a cultura mista de leucocitos, baixa dose de células infundidas no
transplante, e a omissio de infusdo do buffy-coat em pacientes politransfundidos.®’ Champlin
e colaboradores encontraram como maiores fatores para redugdo do risco de rejeicdo do
enxerto a radiagdo como condicionamento pré-transplante e o uso de CSA associada ao
metotrexato como prevengdo da DECH.” Bacigalupo e colaboradores salientam a
importancia da infusdo de um maior nimero de unidades formadoras de colonias como fator

interferindo na qualidade da pega.”’

1.5.3 IMUNOSSUPRESSAO

1.5.3.1 CORTICOSTEROIDES

Em um estudo prospectivo randomizado com 110 pacientes portadores de AAS,
comparando TMO, tratamento de suporte e androgénios, a sobrevida foi melhor para os
pacientes transplantados, e os androgénios ndo tiveram valor significativo no tratamento

- 78
desses pacientes.
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A metilprednisolona em doses modestas ndo € eficaz no tratamento da AAS, mas
doses elevadas (20 a 50 mg/kg/dia), podem induzir respostas hematoldgicas; no entanto, o

resultado & inferior a GAT ou a CSA. %

1.5.3.2 GLOBULINAS ANTI-LINFOCITICAS

Tanto a GAL quanto a CSA inibem a fungdo das células T, especialmente na
produgdo de linfocinas supressivas. A administragdo de GAL reduz rapidamente os linfocitos
circulantes a menos de 10% do valor inicial, continuando posteriormente com percentual
reduzido.”

O mecanismo de agdo do GAT € mediado pelo seu efeito imunossupressor nos
linfocitos, podendo ter um efeito inibidor nas células-tronco hematopoéticas e células
progenitoras. Ha um efeito inibitério nas células CD8" com uma agdo supressiva no
crescimento das células hematopoéticas progenitoras.*’

Estudos na década de 80 utilizando-se a GAL mostram respostas de 45% incluindo
ensaios randomizados e multicéntricos,”” ndo havendo diferenca entre a GAL e a GAT.
Efeitos colaterais transitorios relacionados ao tratamento com a GAT incluem anafilaxia,

urticéria, febre, espasmo brénquico, trombocitopenia ¢ doenga do soro.*

1.5.3.3 CICLOSPORINA A

Os estudos mostram respostas de 50% em pacientes refratarios ao GAT ou GAL,”
com melhoras ocorrendo poucos meses apos o inicio do tratamento e geralmente mantidas
apOs a suspensdo da administra¢do da ciclosporina. Os melhores resultados sdo vistos em altas
doses por via oral (12mg/kg/dia em adultos e 15mg/kg/dia em criangas).®’ O seu uso

prolongado pode causar elevagdo da pressdo arterial, convulsdes, hipomagnesemia e
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. A e 2 . . . .
insuficiéncia renal ** Estudos comparando CSA e GAT associados 4 prednisona mostraram-se

equivalentes.®

1.5.3.4 IMUNOSSUPRESSAO COMBINADA

A terapia imunossupressiva, combinando-se CSA ou GAT a outras drogas, resultou
em uma resposta e sobrevida melhores que o uso de agentes unicos.'®’"* Em estudos
randomizados a combina¢do de GAT, CSA e metilprednisolona mostrou respostas superiores
aquelas com GAT e metilprednisolona (com um indice de remissdo de 70%, contra 46% em 6
meses), aumentando o indice de sobrevida dos pacientes com AAS.** Em organizacdes
governamentais nos Estados Unidos da América alcangaram-se respostas acima de 78% em
pacientes com AAS tratados com GAT e CSA, com uma sobrevida de 72% em 2 anos e a
possibilidade de recidiva de 36%.%' No estudo piloto do grupo europeu, avaliaram a adigdo de
fatores de crescimento ao regime imunossupressor. Os pacientes foram tratados com GAT,
CSA e fator estimulante de colonias de granuldcitos, obtendo-se uma resposta de 82%, em 1
ano e 92% em 34 meses.”® Com relagdo ao numero de cursos de GAL, apenas um curso de
imunossupressdo (IS) ¢ tdo eficaz quanto dois cursos.*> Os estudos indicam que a IS mais
intensa € mais efetiva que o uso de ciclosporina ou GAL isolados na AAS (tabela 1). e

Comparando-se o uso de GAL isolada e a associagdo de fator estimulante de colonias
de granulocitos e macrofagos com eritropoetina, Shao ef al. mostrou, em seu ensaio clinico,
uma diferenga significativa na sobrevida e no indice de remissio completa a favor do
esquema combinado. A recuperagdo hematologica foi mais rapida e completa, com grande
redugdio nas necessidades de transfusdo e um menor indice de infecgdes.*

Para avaliar o impacto de pacientes adultos com AAS, que foram submetidos ao

tratamento com IS apesar da disponibilidade de doador HLA compativel, a eficacia do TMO
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apés a falha na resposta a IS ndo foi comprometida, ocorrendo o restabelecimento da

hematopoese ¢ independéncia das transfusdes sangiiineas.®’

TABELA 1 IMUNOSSUPRESSAO INTENSA NA AAS

Estudo/ano Alemdo multicéntrico™ | EGBMT, 1995 NIH, 1995
Regime GAL+CSA GAL+CSA+G-CSF GAT+CSA
Nimero de pacientes 43 40 51
Idade (mediana) / variagfo da idade 32(70-80) 16(2-72) 28(3-79)
. - o
Neutréfilos/uL.  (mediana) / %de 0,48/19% 0,19/50% 0,34/42%
casos <200/mm
Resposta 70% em 6 meses 82% em 1 ano 78% em 1 ano
Sobrevida o o 86% em 1 ano
64% em 41 meses 92% em 34 meses o
72% em 2 anos
— 5
Recidiva 1% 39, 18% em 1 ano

36% em 2 anos

Acompanhamento (mediana em dias) 516(183-1.295) 428(122-1.005) 912(218-1.714)

YOUNG, N. S.; BARRET, A. ]. The treatment of severe acquired aplastic anemia. Blood., 85:3367-3377, 1995.
GAL, globulina anti-linfocitica; GAT, globulina anti-timocitica; CSA, ciclosporina A; G-CSF, fator estimulante
de coldnias de granuldcitos; EGMBT, European Group for Bone Marrow Transplantation, NIH, National
Institute of Health

1.5.4 COMPARACAO ENTRE O TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA E A IMUNOSSUPRESSAO

Os estudos comparando TMO e IS mostram que ha uma melhora na sobrevida
associada ao TMO como tratamento primario em pacientes jovens que ndo receberam
transfusdes sangiiineas antes do transplante, e com uma contagem absoluta de neutrofilos
mais elevada.”

Em estudos retrospectivos do Grupo Europeu de TMO (EGBMT), a sobrevida de
pacientes tratados com TMO alogénico e doador compativel ndo apresentam diferengas com
os pacientes que receberam GAT com ou sem androgénios. Analises de subgrupos mostraram
que o TMO foi superior em pacientes com AAS abaixo de 20 anos e a IS foi superior em
pacientes com 20 anos ou mais.***

A incidéncia de doengas hematoldgicas em pacientes com AAS tratados com

imunossupressor ¢ de 7 e 15%, como a HPN, desordens mielodisplasicas e leucemias



agudas.****® O risco de doenga maligna para os pacientes submetidos ao TMO para AAS, é
de 0 e 3,1%.*" No estudo europeu para a AAS, a incidéncia de cancer acumulada em 10
anos apos a imunossupressio foi de 18,8% e para o TMO foi de 3,1%.%°

Um estudo na Universidade de Columbia no Canadéa, com 27 criangas, comparando
IS e TMO alogénico HLA idéntico como tratamento primario, demonstrou equivaléncia na

sobrevida e independéncia de transfuses sangiiineas para os dois grupos.”’

1.5.5 OUTRAS ABORDAGENS

Ha 50 a 63% de chance de resposta a uma segunda ou posteriores aplicagdes de
GAT. De modo convencional a GAT eqiiina ¢ usada no primeiro curso de tratamento e a de
coelhos como segunda opgdo para evitar reacdo anafilatica ou alérgica. Tichelli e
colaboradores publicaram estudo com uso de dois ou mais cursos de GAT, com uma resposta
de 63% no segundo curso e 57% nos subseqiientes.”

O uso de altas doses de ciclofosfamida sem suporte de células-tronco hematopoéticas
tem sido executado de modo experimental, entretanto, até que este regime seja seguro e
efetivo, ndo se recomenda a sua utilizagdo fora de ensaios clinicos.™

Os fatores de crescimento, de modo isolado, ndo sio efetivos e apresentam um perigo
potencial para pacientes com anemia aplastica, podem precipitar hemorragia e provocar um
atraso no tratamento especifico com TMO ou IS’ Em um estudo multicéntrico e
randomizado, a eritropoetina em associagdo com fator estimulante de colonias de granuldcitos
foi uma alternativa efetiva para pacientes com anemia aplastica nao severa.”

Para pacientes que ndo possuem doadores HLA compativeis, o transplante de células
progenitoras CD34" de pais sadios pode ser util e aplicavel, entretanto deve ser empregado

. .. ) . .~ 100
um regime de condicionamento bastante intenso para que se ultrapasse o risco de rejeigao.
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1.6 QUIMERISMO

1.6.1 DEFINICAO

A definig@o de quimera completa € o encontro de 100% de células do doador na MO
ou SP do receptor, € o quimerismo misto ocorre quando se encontram tanto células

hematopoéticas do doador quanto do receptor seguindo o décimo quarto dia ap6s o TMO.'"!

1.6.2 TECNICAS DE AVALIACAO

A avaliagdo do quimerismo pode ser realizada através de varios métodos. Os
métodos mais rudimentares incluiam a tipagem sangiiinea de doadores (disparidade de tipo
sangiiineo), a citogenética, que pode ser analisada pelo cariétipo de doadores com disparidade

19219 & mais recentemente, os métodos moleculares com amplificagdo do DNA pela

de sexo,
PCR (reagdo da polimerase em cadeia) mostrando ser de grande versatilidade e sem
restrides. 1% A citogenética convencional foi menos sensivel que a PCR, no entanto foi
considerada de muita utilidade na investigagdo do quimerismo.'"

A introdugdo da PCR como método de uma amplificagdo rapida do DNA in vitro tem
proporcionado uma alternativa na analise do polimorfismo em regides especificas do DNA
humano. A amplificagdio da seqiéncia de polimorfismos € ideal para a avaliagdo do
quimerismo hematopoético apés TMO alogénico entre os pares de irmdos HLA idénticos.
Devem ser analisados inumeros loci genéticos com polimorfismo para alcangar uma alta
probabilidade de se obter pelo menos um locus informativo.’®" A maior vantagem do uso da
analise baseada na PCR é o aumento da sensibilidade, a possibilidade de detectar-se uma

pequena propor¢do do DNA do doador ou receptor, bem como a ndo necessidade de

. . . .y 1 ~ 10
disparidade de sexo ou tipagem sangiiinea para sua utilizagao. 4
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As sondas de oligonucleotideos sintéticos complementares as unidades de repeticdo
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), sdo capazes de detectar um quimerismo misto
hematopoético, quando o0 DNA do receptor estiver presente de 0,05 a 1% do DNA

leucocitario total 1%

A pega da medula do doador deve ser determinada apos o 15° dia pos-
transplante.’!

As regides hipervariaveis do genoma humano sdo altamente pleomorficas devido a
variagdo no numero das sequéncias de duplicagdo repetidas em alelos diferentes (locus
VNTR).105 Esses marcadores sdo herdados através do modelo Mendeliano, trazendo valiosas
informagdes quando o locus possut muitos alelos. Geralmente estes polimorfismos
multialélicos tém sido de muita utilidade para o estudo da pega da medula ap6és o TMO
alogénico, 104107109

A VNTR consiste de repeticdes duplas de uma seqiiéncia curta que sdo altamente
polimérficas devido as diferengas entre os alelos no numero de copias das repetigdes. As
regides da VNTR sdo altamente informativos como marcadores genéticos. O inicializador
delimita a regido a ser replicada em cada numero da VNTR usada na a amplificag@o, e os
fragmentos resultantes s3o analisados posteriormente em gel-eletroforese tanto para a
hibridizag@o ou apos transferéncia no método Southern blot."!

Varias publicagdes tém demonstrado amplas aplicagdes em diversas regides de
amplificacio da VNTR, entre elas os locus 33.1, 33.4, 33.6,""" Ynz22, H-ras e 3'HVR-
globin,'"? D1S80, ApoB e D17S5'” e outras.'*!!"” Estes segmentos altamente polimérficos

podem ser detectados através das sondas sintéticas de oligonucleotideos locus especifico e

. . . . - . 101
detectar seis diferentes regides de hipervariagdo do genoma humano.
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1.6.3 CORRELACAO CLINICA

Estudos dos marcadores genéticos no sangue e medula o6ssea, incluindo cari6tipo,
alotipos de imunoglobulinas, enzimas das cé€lulas brancas e vermelhas do sangue,
polimorfismo da extensdo do fragmento das enzimas de restricio e antigenos das células
vermelhas sdo 1"1teis para estabelecer a presenca de células do doador ou do receptor, e

portanto pode-se avaliar a evolugdo da pega. "*>'"

O desaparecimento das células do doador,
seguido pelo reaparecimento das células do receptor, tem sido associado com a rejeigdo do
enxerto, mais freqiientemente a recidiva da doenga ou ainda a recuperagio autologa da fungéo
- 116

medular do paciente.

A maioria dos pacientes submetidos ao TMO por AAS apresenta uma coexisténcia
de células do doador e do receptor a partir do décimo quarto dia do transplante. A incidéncia

o - . 0 o/ 102,117-119

do quimerismo misto nestes estudos situou-se entre 50% e 60%.

Muitos fatores estdo relacionados ao quimerismo apos o transplante de medula dssea:
tipo de doador, regimes de condicionamento, deple¢do de células T, profilaxia da DECH,

. 10 RV . . . .
doenga de base e idade.'™ A incidéncia de DECH aguda grau II a IV foi significativamente
menor para o grupo de quimerismo misto.'”**** A incidéncia da DECH crénica foi similar
. o~ . . . . . . 02,113

nos dois grupos e ndo influenciou significativamente para a sobrevida.'*>

O quimerismo completo € mais freqiiente nos regimes de condicionamento mais
intenso. Foi encontrado quimerismo completo na maioria dos pacientes condicionados com

. . . 4
radioterapia.''>'* Resultados semelhantes foram alcangados com regimes contendo GAL'** e
bussulfano.'” A presenga de células dos receptores é mais freqiiente em pacientes
L . : : 102,113

condicionados com ciclofosfamida isolada.

O quimerismo completo foi a regra para os sobreviventes por longos periodos na

AAS apés TMO. Entretanto, o quimerismo misto pode ser encontrado em alguns pacientes
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que receberam condicionamento com ciclofosfamida isolada, mantendo-se com niveis
hematologicos estaveis em todas as séries. A rejei¢ado pode ocorrer muito tardiamente e
sugeriu-se uma monitorizagdo rigorosa destes individuos pela analise do quimerismo.'"

Os mecanismos precisos que levam ao quimerismo misto ndo estio bem
esclarecidos. E provavel que haja necessidade tanto do efeito de regimes mieloablativos
quanto reacdo das células T do doador contra as células imunolégicas do receptor.'”

A influéncia do quimerismo misto na rejei¢do do enxerto ainda é um assunto que
gera debate. O desenvolvimento de técnicas capazes de quantifica-lo tem permitido uma
melhor analise do problema.'?® Em pacientes com talassemia submetidos ao TMO, a
probabilidade de rejeigdo foi maior e proporcional & intensidade do quimerismo misto.'”’

Nos pacientes submetidos ao TMO por doengas malignas, a probabilidade de
recidiva e sobrevida foi similar tanto em pacientes com quimerismo misto quanto naqueles
com quimerismo completo, excetuando-se em pacientes com leucemia mieldide crénica, nos
quais o indice de recidiva foi significativamente superior para o quimerismo misto, sendo um

114,115,117,121,128-130
Entretanto,

instrumento para detec¢do precoce e auxilio no tratamento.
outros estudos ndo comprovaram um aumento da taxa de recidiva determinado pelo
quimerismo misto.””""** A incidéncia de recidiva ndo teve influéncia em relagdo ao método
de coleta das células-tronco. Tanto o transplante de células-tronco periféricas como o TMO
foram semelhantes."*

O risco de falha da pega do enxerto esta aumentado nos pacientes com mais de 10%
das células do receptor.'"” Entretanto as células do hospedeiro podem persistir por longos
periodos sem que haja sinal de recidiva da doenga. 103

A rejeigdo foi observada com maior freqii€ncia em pacientes submetidos a multiplas

transfusdes antes do transplante, sugerindo uma sensibilizagdo das células do receptor.
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Entretanto ndo ha dependéncia entre o quimerismo e transfusdes prévias, porque os estudos

rq . . 1
com analise multivariada excluem este fator.'®
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2 OBIJETIVOS

Determinar a interagdo entre as variaveis: idade, sexo, numero de transfusdes pré-
transplante, etiologia, duragdo da doenga, namero de neutrofilos pré-transplante,
condicionamento, nimero de células infundidas, tempo para atingir >500 neutréfilos/pL,
tempo para atingir >50.000 plaquetas/uL, tempo para atingir >100.000 plaquetas/uL., DECH
aguda e DECH cronica, com a ocorréncia do quimerismo e da rejei¢ao, em portadores de

AAS submetidos ao transplante de medula dssea alogénico.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo abrangeu 111 dos 291 pacientes portadores de anemia aplastica severa, que
foram submetidos a0 TMO alogénico aparentado no Servigo de Transplante de Medula Ossea
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, no periodo de 15 de outubro de
1979 a 22 de maio de 1998.

O estudo foi retrospectivo e os critérios de inclusdo foram: condicionamento com
ciclofosfamida 200 mg/kg, associagdo de ciclofosfamida 120 mg/kg e bussulfano 12 mg/kg,
avalia¢do do quimerismo realizada apds 80 dias do transplante.

A aplicagdo dos critérios de inclusio identificou 111 pacientes os demais foram
excluidos por: condicionamento diferente ao acima mencionado em 18, 6bito antes dos 80
dias pos-transplante em 56, obito antes de se realizar o exame do quimerismo em 44 e ndo
foram realizados os testes para avaliagdo do quimerismo pela auséncia do paciente no retorno
a consulta, estar aguardando a amostra do doador e ou receptor ou por dificuldades técnicas
na realizagdo do exame em 62. Do total dos pacientes, apenas 3 sdo apds um segundo

transplante.

3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

A idade dos pacientes variou de 2 a 38 anos com uma mediana de 18 anos e média de
18,6 anos, 68,4% deles entre 6 e 25 anos. A distribuigio por sexo foi de 76 (68,4%) para sexo

masculino e 35 (31,6%) para o sexo feminino.
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O tempo de duragdo da doenga variou de 1 a 144 meses, com uma média de 8,7 e a
mediana de 4 meses, portanto nos primeiros 6 meses do inicio dos sintomas em 71,9% dos
pacientes.

O numero de transfusdes prévias em unidades de hemoderivados fora obtido por
informag@o do paciente ou familiares, variou de 0 a 238 unidades, com a mediana de 18,5 e a
média de 27. O numero de neutrdfilos pré-transplante variou de 0 a 3835 pl de sangue, a
mediana de 322 e a média de 479.

Nos grupos étnicos, houve um predominio da raga branca com 89 pacientes (80,1%),
negros em 11 (9,6%), mulatos em 8 (7,9%) e da raga amarela em 3 (2,4%).

No tratamento prévio ao transplante (realizado antes de ingressar na unidade), foi
observado que 68 (61,2%) pacientes ndo haviam sido submetidos a qualquer tipo de
tratamento; os restantes utilizaram androgénios de forma isolada em 2 (1,8%),
corticosterdides e androgénios em 9 (8,1%), corticosterdides em 15 (13,5%), ciclosporina A
associada a corticosterdides em 8 (7,2%), e outras substdncias em 9 (8,2%) como: acido
folico, globulina anti-timocitica, eritropoetina, fatores de crescimento e anti-fibrinoliticos.

Na tabela 2 esta representada a distribui¢do dos pacientes transplantados por AAS.

TABELA 2 CARACTERISTICAS CLINICAS

Nuamero Mediana (Amplitude)

Numero de pacientes 111 -

Sexo (Masculino / Feminino) 73/35 -

Idade (anos) - 18 (2-38)
Tempo de doenga (meses) - 4 (1-144)
Numero de Transfusdes pré-TMO - 18,5 (0-238)
Raga (Branca / Nio branca) 89/22 -
Tratamento pré-Transplante (Sim / Nio) : 43/68 -
Etiopatogenia (Idiopatica / Outras) 91/20 -

A identificacdo da etiopatogenia da anemia aplastica depende de dados clinicos que

nem sempre podem ser comprovados. Dos 111 pacientes, foram classificados como idiopatica
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em 91 (81,9%), solventes organicos em 9 (8,1%), agrotoxicos em 6 (5,3%), pos-hepatite em 2
(1,8%), cloranfenicol em 1(1,1%) e pos-gestagdao em 2 (1,8%).
A definigdo de AAS foi baseada nos critérios estabelecidos por Camitta e

colaboradores em 1975 ¢

3.2 CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE

Todos os pacientes receberam a medula éssea de doador irmdo, compativel para
antigenos leucocitarios humanos (sistema HLA). O estudo de compatibilidade incluiu a
tipagem dos loci A, B, pelo método sorologico e a realizagdo da cultura mista de linfocitos
para o locus D.

As tipagens HLA foram realizadas com células mononucleares de sangue periférico,
purificadas por gradiente de densidade em Ficoll-Hypaque. A técnica utilizada foi a de
microcitotoxicidade modificada por Amos,'® a qual se fundamenta na lise celular mediada
por anticorpo especifico na presenca de complemento.

As doses de ciclofosfamida 200mg/kg foram divididas em quatro sub-doses,
iniciando no dia —5 do transplante, sendo infundida em 30 minutos precedidos de hidratagédo
vigorosa e continuados posteriormente por vinte € quatro horas apds seu término. Eram
também administrados anti-eméticos em altas doses e medidas preventivas de cistite
hemorragica associadas a administragdo de ciclofosfamida em altas doses. O bussulfano foi
administrado também em quatro dias na dose de 12 mg/kg, concomitante a ciclofosfamida na
dose de 120 mg/kg. Devido ao risco de convulsdes, os pacientes receberam hidantoina no
periodo de condicionamento.

Na imunoprofilaxia da doenga do enxerto contra hospedeiro foram utilizados

metotrexato (MTX) como droga isolada na dose de 15mg/m’ no dia +1 e 10mg/m? nos dias
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+3, +6, +11 e semanalmente até o dia +102. O MTX, associado a CSA, foi administrado no
maximo até o dia +11 e a CSA foi iniciada no dia —1 via intravenosa 1,5mg/kg a cada doze
horas, até o paciente poder ingeri-la por via oral na dose de 6,25mg/kg a cada doze horas. O
nivel sérico de CSA foi monitorado e procurava-se manté-lo entre 200 e 400 ng/ml se os
niveis de creatinina permitissem. Esta droga foi mantida por seis a doze meses. No estudo,
seis pacientes fizeram uso de MTX como droga isolada e os 105 restantes a associagdo de
MTX e CSA.

Treze pacientes receberam transfusdo de leucocitos, obtidos do doador da medula,
através de processo manual ou de equipamento de aférese.

A identificagfo e estadiamento da doenga do enxerto contra o hospedeird aguda era
identificada segundo os critérios publicados.” Sempre houve comprovagdo histologica por
biopsia de pele, mucosa oral, gastrica, intestinal, retal e hepatica, dependendo do orgdo
acometido. Nos casos da DECH aguda graus II a IV, iniciava-se prednisona via oral ou
metilprednisolona via intravenosa nas doses de 2 a 10 mg/kg de peso por dia, até¢ o
desaparecimento completo dos sintomas, quando era reduzida a niveis suficientes para
controle da DECH.

Os critérios para identificagdo e tratamento da doenga contra hospedeiro cronica sdo

138 A prednisona foi utilizada isoladamente ou em associagdo com

baseados em publicagdes.
outras drogas como a azatioprina e a CSA, principalmente nos casos extensos e de alto risco.

Apos a alta hospitalar, até completar 100 dias de transplante, os pacientes se mantiveram em
acompanhamento pelo ambulatorio periodicamente; e, nos casos em que ndo houvesse

complicagdes significativas, os pacientes seriam orientados para procurar seu médico de

referéncia.
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O niimero de células infundidas variou de 1,38 a 12,9 x 10%/kg do receptor, média de
3,61 x 10°, mediana de 3,19 x 10%. Totalizando 75,4% dos pacientes receberam mais do que
2,6 x 10° células nucleadas/kg do receptor e 91,2% dos pacientes receberam mais do que 2 x
10® células/kg do receptor, importante para ndo comprometer a pega. A regeneragdo da
medula Ossea, para o tempo para atingir >500 neutrofilos/ul, situou-se entre o dia +14 e +56,
média de 25,6, mediana de +24,5. O tempo para atingir >50.000 plaquetas/uL, apresentou
uma amplitude entre os dias +16 e +244, média de 34,2 e mediana de +26. A maior elevagio
esta situada entre os dias +20 e +25. Para o tempo para atingir >100.000 plaquetas/uL, a
amplitude esteve entre +17 e +380, com uma média de 54,8, mediana de +35. A maior
ocorréncia para alcangar este valor esta situada entre os dias +31 e +35.

Dos 111 pacientes com AAS, o aparecimento de DECH aguda oco.rreu em 13
pacientes (11,7%), a DECH cronica ocorreu em 23 pacientes (20,7%), e a rejeigdo em 27
pacientes (24,3%).

Com a finalidade de verificar a representatividade da casuistica no grupo em estudo,
comparou-se as caracteristicas deste com a populag@o dos pacientes transplantados no servigo
de TMO no mesmo periodo (tabela 3). Ndo diferiram nos seguintes aspectos: idade, duragio
da doenga, transfusdes pré-transplante e numero de neutrofilos pré-transplante. A
ciclofosfamida isolada foi utilizada em 188 de 291 (64,6%) pacientes no grupo total e 65 de
111 (58,5%) no grupo em estudo, foi associada ao bussulfano em 95 de 291 (35,5%) no grupo

total e 46 de 111 (41,5%) no grupo em estudo, valor p 0,14.
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TABELA 3 COMPARACAO ENTRE O GRUPO EM ESTUDO E A TOTALIDADE DE PACIENTES
TRANSPLANTADOS POR AAS NO MESMO PERIODO
Caracteristicas Clinicas Valor p
Estudo Totalidade

Numero de pacientes 111 291

Idade do paciente (anos) 18 20 0,08
Duragdo da doenga (meses) 4 4 0,42
Numero de transfusdes prévias (unidades) 19 22,5 0,07
Numero de neutréfilos pré-transplante (N*/pL) 300 288 0,67

3.2.1 CONDICIONAMENTO

O condicionamento apresentou correlagdes importantes na avaliagdo do quimerismo
(tabela 4). A idade nd3o apresentou diferenga significante entre os dois regimes de
condicionamento. O niimero de transfusdes pré-transplante apresentou uma mediana maior no
grupo da ciclofosfamida associada ao bussulfano, com um valor p < 0,0001. Este fato ja foi
esperado, pois a partir de 1992 os pacientes com mais de 15 transfusdes passaram a receber o
condicionamento combinado.

A duragdo da doenga foi maior no grupo combinado. Pela analise de correlagdo com
o nimero de transfusdes prévias o valor r foi 0,21 e o valor p 0,02. Este fato foi observado
particularmente naqueles com mais de 15 transfusdes, com valor p de 0,01. O niimero de
células infundidas foi maior para o grupo da ciclofosfamida isolada, valor p 0,002. Isto deveu-
se a procura em atingir-se um maior nimero de células quando optou-se por este regime de
condicionamento.

A etiologia da AAS ndo foi diferente para os dois grupos, com 52 de 65 (80%)
classificados como idiopatica no grupo da ciclofosfamida e 40 de 46 (86,9%) no grupo
combinado. O numero de neutrdfilos no internamento ndo mostrou diferencga significativa

entre os dois regimes.
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TABELA 4 CONDICIONAMENTO E VARIAVEIS PRE-TRANSPLANTE

CFA CFA+BU Valor p
Amplitude | Mediana | Amplitude | Mediana
Idade (anos) 2a38 18 6a37 17.5 0,94
Duragio da doenga pré-transplante (meses) 1alo8 3 1al44 4 0,03
Numero de Neutroéfilos pré-transplante (N°) 0 a 3835 336 0a1705 288 0,23
TransfusGes pré-transplante (unidades) 0aébl 13 423238 31,5 <0,0001
Nimero de células infundidas (N°x10%/kg) 2al29 3.5 1,3a6,2 2,7 0,002

Observou-se que a DECH aguda ocorreu em 5/65 (7,6%) pacientes condicionados
com ciclofosfamida e 8/46 (17,3%) no tratamento combinado. A DECH crdnica ocorreu em

17/65 (26,1%) no grupo da ciclofosfamida e 7/46 (15,2%) no tratamento combinado.

3.2.2 ANALISE DO QUIMERISMO

A analise citogenética foi realizada, em pacientes com disparidade de sexo entre o
doador e o receptor, através do laboratorio de citogenética do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, pela obtengdo de cromossomos metafasicos em amostras de
medula 6ssea pelo método de Williams e colaboradores ** com modificagdes, e as metafases
analisadas com a técnica com bandeamento GTG segundo Scheres.'* Foram considerados
satisfatorios apenas os estudos pela citogenética, com um nimero de metéafases > 10.

Para a analise do VNTR foi realizada a extragdo do material pelo método da reagao
da cadeia polimerase, e a amplificagdo de 6 loci genéticos (D1S80, SE33, HUM-THO1, E336,
HUM-ARA, HUM-PTOX). Nos pacientes que ndo tinham amostras pré-transplante foram
utilizados fios de cabelo para comparag¢do com a amostra do doador e do receptor. Nos outros
casos, utilizaram-se amostras pré- e pos-transplante do paciente, e as amostras do doador. A

. . - . e ~ . . . 141-144
visualizagdo foi feita pela colora¢@o dos sais de prata por observagéo direta das bandas. :
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3.2.3 ANALISE ESTATISTICA

No estudo estatistico para a comparag@o entre as variaveis foi utilizado o teste t de
Student para as distribuigdes Gaussianas, para os testes ndo paramétricos o método de Mann
Whitney e o teste Qui-quadrado para as tabelas de contingéncia. Para a analise univariada de
correlagdo utilizou-se 0 método de Spearman. A analise multivariada do quimerismo foi feita
pela regressdo multipla e a da rejeigdo pela regressdo logistica. O nivel de significancia foi de
5% (p<0,05) bilateral. Os estudos estatisticos foram realizados através do software

Graphpad®, Sgwin® e SPSS8®,
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4 RESULTADOS

4.1 QUIMERISMO

Os 111 pacientes estudados foram divididos em grupos de acordo com o grau de
quimerismo encontrado pela analise dos VNTR, e citogenética. O quimerismo foi avaliado
pela VNTR em 46 pacientes (41,4%), 31 no grupo da ciclofosfamida e 15 na associagdo de
ciclofosfamida e bussulfano. A analise citogenética foi realizada em 65 pacientes (58,6%), em
34 utilizando-se a ciclofosfamida como condicionamento e em 31 associando a
ciclofosfamida ao bussulfano. Na populagdo em estudo encontrou-se quimerismo misto
(<100%) em 74 dos 111 dos pacientes (66,6%). No grupo da ciclofosfamida isolada em 49 de

65 (75,3%) e na associagdo com o bussulfano em 25 de 46 (54,3%), com valor p 0,02.

4.1.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E O QUIMERISMO

Foram comparadas as caracteristicas clinicas dos pacientes a0 quimerismo através da
analise univariada (tabela 5). As variaveis analisadas foram: sexo (masculino igual a 1 e
feminino igual a 0), idade (anos), mimero de transfusdes pré-transplante (unidades), etiologia
da anemia aplastica (idiopatica igual a 1 e outras igual a 0), duragdo da doenga pré-transplante
(meses), nimero de neutrofilos pré-transplante (neutrofilos/uL), condicionamento
(ciclofosfamida + bussulfano igual a 1 e ciclofosfamida isolada igual a 0), nimero de células
infundidas (nimero de células x 10%kg de peso do receptor), tempo para atingir >500

neutrofilos/puL (dias), tempo para atingir >50.000 plaquetas/uL (dias), tempo para atingir
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>100.000 plaquetas/uL (dias), DECH aguda (presenga de DECH aguda igual a 1 e a auséncia

igual a 0), DECH cronica (presenga de DECH cronica igual a 1 e a auséncia igual a 0).

TABELA 5 CORRELACAO ENTRE O QUIMERISMO E AS COVARIAVEIS

Variaveis

Sexo (masculino/feminino)

Idade (anos)

Nuamero de transfusdes pré-transplante (unidades)
Etiologia (Idiopatica/outras)

Duragio da doenga pré-transplante (meses)

Numero de neutréfilos pré-transplante (neutrofilos/pl)

Condicionamento (CFA=0/CFA+BU=1)
Numero de células infundidas (n° x 10%/kg )
Tempo para atingir >500 neutréfilos/pL (dias)
Tempo para atingir >50.000 plaquetas/pL (dias)
Tempo para atingir >100.000 plaquetas/pL (dias)
DECH aguda (Sim=1/nd0=0)

DECH cronica (Sim=1/nd0=0)

Correlagio

Valor - r Valor p
-0,04 0.62
0,17 0,07
0,22 0,01
0,02 0,80
-0,03 0,73
0,05 0,58
0,38 0,0001
-0,07 0,42
-0,10 0,26
-0,06 0,49
0,03 0,73
0,23 0.01
0,10 0,28

Observou-se uma correlagdo significante entre o quimerismo e as variaveis: nimero

de transfusGes pré—transplante, condicionamento e DECH aguda.

Pela analise multivariada utilizando-se 0o método de regressdo multipla (tabela 6),

construiu-se um modelo para correlacionar 0 quimerismo com as variaveis estudadas na

analise anterior.

TABELA 6 ANALISE MULTIVARIADA DO QUIMERISMO

Parimetro Estimativa | Erro Padrio | T Estatistico Valor p
Constante 64,42 3,83 16,81 0,0000
Condicionamento (CFA=0/CFA+BU=1) 23,61 5,98 3,94 0,0001
Transfusdes pré-transplante 0,04 0,09 0,49 0,62
DECH aguda (sim=1/nii0=0) 12,52 8,28 1,51 0,13

O valor de R? (coeficiente de correlagdo multipla ao quadrado) foi 19,72%, que

explica a variabilidade no quimerismo. O R? ajustado foi de 17,49%.

Apenas o condicionamento permaneceu como variavel independente pela regressao

miltipla. A média do percentual do quimerismo nos pacientes condicionados com
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ciclofosfamida e bussulfano foi 92,2% e a mediana 95%, quando comparado a ciclofosfamida
isolada, com uma média de 66,1% e a mediana de 75%. O valor p pelo teste Mann Whitney

foi <0,0001 (figura 1).

FIGURA 1 CORRELACAO ENTRE O QUIMERISMO E O CONDICIONAMENTO
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Ha um predominio de pacientes com maior percentual de quimerismo
no grupo da ciclofosfamida associada ao bussulfano.

4.1.2 QUIMERISMO E CICLOFOSFAMIDA ISOLADA

O quimerismo foi comparado as caracteristicas clinicas, pela andlise univariada
(correlagio de Spearman) das variaveis do grupo submetido ao condicionamento com

ciclofosfamida isolada (tabela 7).
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TABELA 7 CORRELACAO DO QUIMERISMO E AS COVARIAVEIS NO GRUPO DA
CICLOFOSFAMIDA ISOLADA
Variaveis Correlagio
Valor - r Valor p

Sexo (Masculino=1/feminino=0) -0,05 0,64
Idade (anos) 0,16 0,17
Numero de transfusdes pré-transplante (unidades) -0,08 0,47
Etiologia (Idiopatica/outros) 0,01 0,89
Duragdo da doenga pré-transplante (meses) -0,09 0,43
Nuimero de neutrofilos pré-transplante (N/pL) 0,05 0,67
Nuamero de células infundidas (N x 10%/kg) 0,12 0,29
Tempo para atingir >500 neutréfilos/pL (dias) -0,10 0,39
Tempo para atingir >50.000 plaquetas/pL (dias) -023 0,06
Tempo para atingir >100.000 plaquetas/pL (dias) -0,07 0,52
DECH aguda (Sim=1/n30=0) 0,16 0,19
DECH cronica (Sim=1/nf0=0) 0,20 0,10

Nio houve correlagdo do quimerismo com as variaveis analisadas, ressaltando-se a

importancia do condicionamento como Unica variavel influenciando o quimerismo.

4.1.3 QUIMERISMO E CICLOFOSFAMIDA + BUSSULFANO

O quimerismo foi comparado as caracteristicas clinicas dos pacientes, pela analise

univariada das varidveis dos pacientes submetidos ao condicionamento com ciclofosfamida

associada ao bussulfano (tabela 8).

Nio houve correla¢@o entre o quimerismo e as variaveis analisadas, corroborando o

modelo anterior da ciclofosfamida isolada.
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TABELA 8 CORRELACAO ENTRE O QUIMERISMO E AS COVARIAVEIS NO GRUPO DA
CICLOFOSFAMIDA ASSOCIADA AO BUSSULFANO

Variaveis Correlagio
Valor - r Valor p

Sexo (masculino=1/feminino=0) -0,01 0,94
Idade (anos) 0,09 0,53
Niimero de transfusdes pré-transplante (unidades) 0,04 0,77
Etiologia (Idiopatica=1/outras=0) -0,04 0,76
Durago da doenga pré-transplante (meses) -0,28 0,06
Numero de neutrofilos pré-transplante (N/uL) -0,20 0,17
Numero de células infundidas (N x 10%/kg) 0,20 0,16
Tempo para atingir >500 neutrofilos/pL (dias) -0,001 0,99
Tempo para atingir >50.000 plaquetas/uL (dias) 0,22 0,13
Tempo para atingir >100.000 plaquetas/pL (dias) 0,16 0,27
DECH aguda (Sim=1/ni0=0) 0,16 0,26
DECH crénica (Sim=1/nd0=0) -0,06 0,66

4.2 REJEICAO

Houve rejeigdo em 27 pacientes (24,3%). No grupo da ciclofosfamida isolada em

24/65 (36,9%) e no grupo da ciclofosfamida associada ao bussulfano em 3/46 (6,5%).

4.2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E A REJEICAO

Através da analise univariada pelo método de correlagdo de Spearman, (tabela 9) a
rejeigdo foi correlacionada com as variaveis descritas a seguir: sexo (masculino igual a 1 e
feminino igual a 0), idade (anos), numero de transfuses pré-transplante (unidades), etiologia
da anemia apléstica (idiopatica igual a 1 e outras igual a 0), durag@o da doenga pré-transplante
(meses), nimero de neutrofilos pré-transplante, condicionamento (ciclofosfamida+bussulfano
igual a 1 e ciclofosfamida isolada igual a 0), nimero de células infundidas (nimero de células
X IOS/kg de peso do receptor), tempo para atingir >500 neutrofilos/uL (dias), tempo para

atingir >50.000 plaquetas/uL (dias), tempo para atingir >100.000 plaquetas/uL (dias), DECH
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aguda (presenga de DECH aguda igual a 1 e a auséncia igual a 0), DECH crénica (presenca de

DECH cronica igual a 1 e a auséncia igual a 0) e o quimerismo (percentual).

TABELA 9 CORRELACAO ENTRE A REJEICAO E AS COVARIAVEIS

Variaveis

Sexo (Masculino=1/feminino=0)

Idade (anos)

Numero de transfusdes pré-transplante (unidades)
Etiologia (Idiopatica=1/outras=0)

Duragdo da doenga pré-transplante (meses)
Numero de neutroéfilos pré-transplante (N/ul)
Condicionamento (CFA/CFA+BU)

Niimero de células infundidas (N x 10%kg)
Tempo para atingir >500 neutréfilos/pL (dias)
Tempo para atingir >50.000 plaquetas/pL (dias)
Tempo para atingir >100.000 plaquetas/uL (dias)
DECH aguda (Sim=1/nd0=0)

DECH crénica (Sim=1/nd0=0)

Quimerismo (%)

Correlagio

Valor - r Valor p
0,02 0.80
-0,18 0,06
-0,11 0,22
-0,007 0,93
-0,01 0,91
0,21 0,02

-0,35 0,0002
0,21 0,02
0,13 0,15
0,12 0,18
0,01 0,85
-0,14 0,13
-0,09 0,32

-0,61 <0,0001

Pela analise univariada, a rejeicdo correlacionou-se com: o nimero de neutrofilos

pré-transplante, o condicionamento, o nimero de células infundidas e o quimerismo.

Com base nestes resultados, construiu-se um modelo pela regressdo logistica,

analisando a independéncia das variaveis e a predigdo da rejei¢do (tabela 10).

TABELA 10 ANALISE MULTIVARIADA DA REJEICAO

Pardmetro Estimativa | RC Estimada | Qui-quadrado Valor p
Constante 0,99

Condicionamento (CFA=0/CFA+BU=1) 0,48 1,62 0,401 0,52
Numero de neutrdfilos pré-transplante (N/uL) 0,0003 1,0004 0,516 0,47
Nimero de células infundidas (N x 10%/kg) 0,323 1,382 4,011 0,05
Quimerismo (%) -0,0553 0,946 33,32 <0,0001

RC - Razio de chances

O percentual de desvio explicado pelo modelo foi de 42,13% e o percentual ajustado

foi de 34,01%.
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O niimero de células infundidas e o quimerismo foram variaveis independentes para
a predi¢do da rejeicdo. Na tabela 11 ha uma relagdo direta da rejeigdo ao numero de células

infundidas e inversa ao quimerismo.

TABELA 11 VARIAVEIS INDEPENDENTES A REJEICAO

Variaveis Mediana Valor p
Com Rejeicio Sem Rejeigio

Numero de células infundidas (N x 10%/ kg) 4,0 3,11 0.03

Quimerismo (%) 42 95 <0,0001

Dos 27 pacientes que rejeitaram, apenas um apresentava >90% de quimerismo. O
percentual do quimerismo foi de 94%, a rejeigdo ocorreu 401 dias depois do exame e foi
submetido a um segundo transplante. Neste mesmo grupo, outros 4 pacientes se submeteram a
um segundo TMO. O tratamento com ciclosporina e prednisona foi iniciado em 19. Houve
regeneragdo autodloga em 3.

Dos 23 pacientes com quimerismo <90% e que ndo rejeitaram, ela ocorreu entre 2 a
3 anos depois em 4 deles, e como regenera¢do autologa em 2. Nos restantes, os niveis das
células do sangue periférico encontravam-se estaveis. Em 8 pacientes ndo houve alteragdo
significativa dos niveis do quimerismo. Observou-se que os pacientes permaneceram por

longo tempo com quimerismo misto € com a doenga estavel.

4.2.2 REJEICAO E CICLOFOSFAMIDA ISOLADA

O condicionamento foi encontrado como uma variavel de grande influéncia para a
rejeicdo. Analisou-se o grupo da ciclofosfamida isolada e a rejeigdo, através da correlagdo de
Spearman (tabela 12).

Observou-se que houve correlagdo da rejeigdo apenas com a variavel quimerismo. O

niimero de rejei¢des aumenta de forma inversa ao quimerismo.
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TABELA 12 CORRELAGCAO ENTRE A REJEICAO E AS COVARIAVEIS, NO GRUPO DA

CICLOFOSFAMIDA ISOLADA

Variaveis Correlagdo

Valor - r Valor p
Sexo (Masculino=1/feminino=0) -0,02 0,86
Idade (anos) -0,15 0,22
Nimero de transfusdes pré-transplante (unidades) 0,15 0,22
Etiologia (Idiopatica=1/outras=0) 0,03 0,79
Duragdo da doenga pré-transplante (meses) 0,07 0,55
Nuamero de neutroéfilos pré-transplante (N/pL) 0,06 0,62
Nimero de células infundidas (N x 10%) 0,07 0,52
Tempo para atingir >500 neutréfilos/pL (dias) 0,08 0,48
Tempo para atingir >50.000 plaquetas/pL (dias) 0,19 0,12
Tempo para atingir >100.000 plaquetas/pL (dias) 0,03 0,77
DECH aguda (Sim=1/nd0=0) -0,07 0,57
DECH cronica (Sim=1/ndo=0) 0,18 0,14
Quimerismo (%) -0,59 <0,0001

4.2.3 REJEICAOE CICLOFOSFAMIDA + BUSSULFANO

Com o mesmo modelo seguido anteriormente, a rejeigdo foi correlacionada pela
analise univariada, com as demais variaveis. Neste modelo foram incluidos apenas os

pacientes condicionados com ciclofosfamida associada ao bussulfano (tabela 13).

TABELA 13 CORRELACAO ENTRE A REJEICAO E AS COVARIAVEIS, NO GRUPO DA
CICLOFOSFAMIDA ASSOCIADA AO BUSSULFANO

Varidveis Correlagio
Valor - r Valor p

Sexo (Masculino=1/feminino=0) 0,004 0,97
Idade (anos) -0,24 0,09
Numero de transfusdes pré-transplante (unidades) 0,12 0,41
Etiologia (Idiopatica=1/outras=0) 0,10 0,49
Duragio da doenga pré-transplante (meses) 0,16 0,27
Numero de neutrofilos pré-transplante (N/uL) 0,23 0,10
Numero de células infundidas (N x 10%) 0,32 0,02
Tempo para atingir >500 neutréfilos/pL (dias) 0,09 0,51
Tempo para atingir >50.000 plaquetas/pL (dias) -0,01 0,94
Tempo para atingir >100.000 plaquetas/pL (dias) -0,03 0,82
DECH aguda (Sim=1/nd0=0) -0,12 0,41
DECH cronica (Sim=1/n40=0) -0,10 0,49
Quimerismo (%) -0,39 0,007
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Foi observado que as variaveis numero de células infundidas e quimerismo,

apresentaram uma correlagdo significante para a rejeigao.

Efetuou-se a analise multivariada (tabela 14) para excluir-se os efeitos das

covariaveis.

TABELA 14 ANALISE MULTIVARIADA DA REJEICAO NO GRUPO DA CICLOFOSFAMIDA

ASSOCIADA AO BUSSULFANO
Parimetro Estimativa | RC Estimada | Qui-quadrado | Valor p
Constante 11,27
Numero de transfusdes pré—transplante (unidades) 0,0544 1,057 3,62 0,06
Nuamero de células infundidas (N x 10%) 2,429 11,35 1,85 0,17
Quimerismo (%) -0,311 0,73 11,80 0,0006

RC - Razio de chances

O percentual de desvio explicado pelo modelo foi de 76,63% e o percentual ajustado
foi de 40,56%.

A analise multivariada pela regressdo logistica confirmou o quimerismo como unica
variavel independente para a rejeigio.

Apenas trés pacientes neste grupo apresentaram rejei¢do e todos com quimerismo
<90%. Outros trés pacientes com rejeigdo mas que ndo foram incluidos neste estudo
apresentavam quimerismo de 35%, 70% e 50%. Observou-se que houve um grande risco de

rejeicdo quando o quimerismo foi <90%.
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5 DISCUSSAO

A anemia aplastica € uma doenga rara, e de prognodstico reservado nos pacientes com
pancitopenia acentuada. Sdo necessarias medidas urgentes nos casos mais graves. As medidas
de suporte mais efetivas contribuiram muito para o sucesso do tratamento, mas foi o uso de
drogas IS potentes e o transplante de medula 6ssea que mudaram o seu prognostico.

A partir da década de 60, o TMO tornou-se um procedimento bem estabelecido para
o tratamento de doengas hematologicas malignas e benignas como a AAS, talassemia major,
anemia falciforme *° e anemia de Fanconi’' Mostrou-se efetivo em restabelecer a
hematopoese normal na maioria dos pacientes e, com os avangos recentes, a mortalidade
relacionada ao procedimento foi reduzida drasticamente.*

A rejeigdo do enxerto pelas células ativas do sistema imune representa uma barreira
ao sucesso do TMO. Varios fatores predispdem a sua ocorréncia: pacientes politransfundidos,
7 condicionamentos menos intensos, regimes de imunoprofilaxia com MTX isolado, menor
quantidade de células infundidas do doador e a remogao de células T do enxerto.”

H4 mais de uma década, os autores tém observado regeneragdo autdloga apds o
transplante, correlacionando-a com sua evolugdo. O desaparecimento das células do doador,
seguido pelo reaparecimento das células do receptor, esta associado a rejei¢do do enxerto.

O estudo do quimerismo vem mostrando-se como uma ferramenta importante para a
identificacdo de fatores progndsticos em pacientes submetidos ao TMO alogénico.
Inicialmente de forma rudimentar, a analise dos tipos sangiineos em pacientes com
disparidade ABO ou Rh entre o doador e o receptor despertou o interesse sobre a ocorréncia

de hematopoese mista e suas implicagdes clinicas. Posteriormente, a analise do caridtipo foi



38

realizada em pacientes com disparidade de sexo entre o doador e o receptor, tornando possivel
uma avaliagdo quantitativa entre o percentual de células do enxerto e do hospedeiro. Mais
recentemente a utilizagdo do VNTR, como método molecular e de maior sensibilidade, vem
revolucionando o estudo do quimerismo.

O caridtipo como método de quantificagio do quimerismo foi amplamente
empregado no final da década de 80; entretanto, apesar de ser um método eficiente,
apresentava uma limitagdo importante no seu uso exclusivé em pacientes com disparidade de
sexo entre o doador e o receptor. Diez-Martin ef al. compararam a citogenética convencional
com o método molecular FISH (Fluorescence in situ hybridization). Ambos demonstraram a
capacidade de quantificar o quimerismo, entretanto o método FISH foi mais sensivel.''®
Bertheas identificou quimerismo misto em 29 de 60 pacientes avaliados utilizando-se a
analise citogenética.'”® Hill et al. estudaram a influéncia do quimerismo misto em pacientes
com AAS e que receberam TMO de doadores com disparidade de sexo.' Estes estudos
mostraram que a analise do caridtipo pode ser empregada como método de avaliagdo
quantitativa do quimerismo.

Atualmente, da-se preferéncia aos meétodos moleculares para a avaliagdo do
quimerismo, pela sua maior sensibilidade e por ndo apresentar restrigdes. Ugozzoli ez al.
descreveram a utilizagdo da amplificagdo pela PCR dos VNTRs combinados com
oligonucletideos pela alta sensibilidade e pela necessidade de pequenas quantidades nas

' Foram desenvolvidas inimeras técnicas envolvendo o uso da PCR,

amostras coletadas. "
S 104-1

demonstrando sua alta sensibilidade, em torno de 0,05 a 1%. % Pportanto, com o

aperfeicoamento destas técnicas revolucionarias, nesta Gltima década, os autores exibem uma

clara preferéncia pelos métodos moleculares, principalmente quando se objetiva a detec¢do de

doenga residual ou recidiva precoce em doengas malignas.
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A necessidade de um niimero expressivo de pacientes em uma unica instituigdo para
a analise do quimerismo determinou a utilizagdo de dois métodos distintos na sua avaliagdo.
Como observa-se na literatura, os estudos prospectivos em doengas benignas sdo raros e com
numero reduzido de pacientes127 A combinagdo do cariotipo e da VNTR para a analise do
quimerismo, apesar de métodos diferentes, apresenta resultados semelhantes em doengas
benignas.

Observou-se o quimerismo misto em 74/111 (66,6%) dos pacientes. Hill et al.
identificaram uma ocorréncia de 58,3% de quimerismo misto em pacientes com AAS,
utilizando a analise citogenética.'”> Schattenberg utilizou a PCR para avaliar o quimerismo
misto, encontrando um percentual de 67%."' Outros estudos com diversos tipos de populagdo
encontraram um percentual que variou entre 50 e 60%. ''"''? Portanto, o quimerismo misto ¢
muito freqiiente e este estudo encontra-se dentro do percentual dos outros estudos da
literatura.

O quimerismo correlacionou-se com o condicionamento de modo muito significante.
Os pacientes submetidos ao condicionamento com ciclofosfamida isolada tiveram uma
mediana no quimerismo de 75% e a associagio de ciclofosfamida com bussulfano de 95%. O
valor p foi 0,0001. O quimerismo misto (<100%) foi encontrado no grupo da ciclofosfamida
isolada em 50 de 66 pacientes (75,3%) e na associag¢ao de ciclofosfamida com o bussulfano
em 25/48 (54,3%).

O quimerismo misto foi mais freqiiente nos pacientes que se submeteram ao
condicionamento com ciclofosfamida isolada. Este resultado foi concordante com dados da
literatura."®*'” Do mesmo modo, os estudos reafirmaram uma freqiiéncia maior do
quimerismo completo para os regimes de condicionamento mais intensos. O uso da

radioterapia associada no condicionamento foi inversamente correlacionado com o
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quimerismo misto em pacientes com leucemia mieloide cronica.''® Keable ef al. encontraram
quimerismo completo em 100% dos pacientes submetidos a radioterapia.'> Gomez et al.
observaram uma baixa frequéncia de quimerismo misto em pacientes com AAS recebendo
condicionamento com radioterapia ou GAT.'** Foi encontrado um percentual de 15,4% de
quimerismo misto em pacientes condicionados com ciclofosfamida associada ao

125 . . .. .. .
2> Conforme os dados de literatura e deste ensaio clinico, o condicionamento foi

bussulfano.
o principal fator influenciando o quimerismo.

Em alguns estudos o numero de transfusdes prévias foi um fator importante
influenciando o quimerismo. Hill ef al. demonstraram que a presenga do quimerismo misto foi
independente as transfusdes prévias e a infusdo de leucocitos.'” Este achado ndo foi
confirmado neste estudo, estando correlacionado com o condicionamento empregado. A partir
de 1991, os pacientes que apfesentavam mais de 15 transfusdes prévias foram
preferentemente condicionados com ciclofosfamida e bussulfano. Quando analisamos
diferentes tipos de condicionamento em subgrupos distintos, ndo houve influéncia desta
variavel em relagio ao quimerismo. Mesmo nos subgrupos da ciclofosfamida isolada ou na
associa¢do com o bussulfano, ndo houve influéncia do nimero de transfusdes prévias como
variavel independente para o quimerismo.

Neste estudo a incidéncia de DECH aguda grau 1I a IV ou DECH cronica ndo
mostrou-se como variavel independente para o quimerismo. Alguns estudos correlacionaram
uma menor incidéncia de DECH aguda para os pacientes com quimerismo misto.'**'?* A
incidéncia de DECH crénica foi similar.'"%'" Portanto os resultados sio conflitantes e
necessitam estudos prospectivos para sua defini¢io.

A rejeigdo do enxerto é uma das complicagdes mais importantes do TMO,

representando uma causa importante de falha do tratamento. E manifestada pela destruigio
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das células do enxerto pelo sistema imune do hospedeiro. Sdo véarios os fatores que interferem
na rejei¢do: o nimero de transfusdes prévias, a intensidade do condicionamento empregado,
uso de CSA na imunoprofilaxia da prevengdo da DECH e a remog@o das células T do enxerto.
A identificacdo de fatores que possam interferir na rejei¢do pode ser um instrumento de
grande auxilio na seleg@o de pacientes que se beneficiem do tratamento precoce.

Varios estudos correlacionam o quimerismo com a rejei¢do, havendo um numero
maior de rejeigdo quanto maior o percentual de células do receptor. Ha fatos que ndo estio
bem esclarecidos quanto a qual evento ocorre primeiro: a rejeigdo ou o quimerismo misto,
principalmente em tratando-se de estudos retrospectivos. A interferéncia do condicionamento
mais ou menos intenso interfere no quimerismo e portanto também atua sobre a rejeicéo.

No estudo realizado, a rejeigdo ocorreu em 27 dos 111 pacientes (24,3%). No grupo
da ciclofosfamida isolada em 24/65 (36,9%) e no grupo da ciclofosfamida associada ao
bussulfano em 3/46 (6,5%). Houve correlagdo significativa do quimerismo com a rejeigdo
pela analise multivariada. O percentual do quimerismo foi de 42% para os pacientes que
rejeitaram e de 95% para os que ndo rejeitaram, valor p<0,0001. Foi observado que todos os
pacientes que rejeitaram apresentavam percentuais de quimerismo <90%.

Andreani et al. estudaram pacientes transplantados por talassemia e analisando o
quimerismo, demonstraram que a probabilidade de rejeigdo foi maior naqueles com
quimerismo misto e diretamente proporcional a quantidade de células do receptor.127 Este
efeito também foi observado nos estudos em doengas malignas. Shaternberg observou que a
sobrevida livre de doenga de 6 meses a 4 anos foi de 85% no quimerismo misto e 65% para o
quimerismo completo e que 0 quimerismo misto ndo foi associado a uma maior incidéncia na

131

recidiva. " O desaparecimento das células do doador seguido pelo reaparecimento das células

do receptor tem sido associada com a rejeigdo do enxerto, mais freqiientemente a recidiva da
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1 Champlin e

doenga ou ainda a recuperagdo autodloga da fungdo medular do paciente.
colaboradores encontraram como maiores fatores para reducdo do risco de rejeigdo, a
radiagdo no condicionamento e o uso de CSA na prevengio da DECH.”

A rejeigdo foi mais freqiiente nos pacientes com maior percentual das células do
hospedeiro e nos pacientes condicionados com ciclofosfamida isolada. Isto foi esperado, pois
os ensaios clinicos ja haviam apontado este resultado. A ocorréncia da rejei¢do e do
quimerismo sdo fatos dindmicos e seria dificil determinar em estudos retrospectivos qual foi o
fato inicial ou a sua real importancia.

Apesar de a rejeicdo ser uma das principais causas de obito em pacientes com AAS,
as células do hospedeiro podem persistir por longos periodos sem que haja sinal de piora dos
niveis de hemoglobina ou das demais séries sanguineas. O risco de falha na pega aumenta
quando houver mais que 10% das células do receptor.''

Em 23 pacientes com quimerismo <90% e sem rejeigdo observou-se rejeicdo em 4
deles entre 2 a 3 anos mais tarde. A regeneragdo autdloga ocorreu em 2 pacientes. Nos
restantes, os niveis das células do sangue periférico encontravam-se estaveis, com pequenas
variagdes no percentual de quimerismo e com a doenga estavel.

Dos 27 pacientes que rejeitaram, apenas 1 apresentava >90% de quimerismo; os
demais todos tinham <90% das células do doador. Houve regeneragdo autologa em 3
pacientes. O tratamento com ciclosporina e prednisona foi iniciado em 19 pacientes, com
recuperagio parcial ou completa da hematopoese.

Casado et al. demonstraram que quimerismo completo foi a regra para os
sobreviventes por longos periodos na AAS apds TMO, entretanto o quimerismo misto pode
ser encontrado em alguns pacientes que receberam condicionamento com ciclofosfamida

isolada, mantendo-se com niveis hematologicos estaveis em todas as séries. A rejeigdo pode
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ocorrer muito tardiamente € sugeriu-se uma monitorizag@o rigorosa destes individuos pela
anélise do quimerismo.'” Os mecanismos precisos que levam ao quimerismo misto nio estdo
bem esclarecidos. Provavelmente é necessario tanto o efeito de regimes mieloablativos quanto
a reagio das células T do doador contra as células imunolégicas do receptor.'®? Entretanto as
células do hospedeiro podem persistir por longos periodos sem que haja sinal de recidiva da
doenga, 13132
A correlagdo entre 0 maior nimero de células do receptor e a rejeigdo € um fato
observado com muita freqiéncia. As técnicas atuais para medir o grau de quimerismo
permitem aferi¢des confiaveis € sem restrigdes. A real importancia deste evento devera ser
analisada em estudos prospectivos avaliando assim sua ocorréncia correlagdo temporal com a
rejeigdo, estipular prognostico e analise da sobrevida.

A procura de criar um instrumento de predigdo para a rejei¢do nos pacientes pode
tornar-se viavel nos mesmos moldes em que Gail ef al. utilizaram um modelo de regressdo

logistica para o calculo das probabilidades de desenvolvimento do cédncer de mama em

. 145
mulheres brancas examinadas anualmente.
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6 CONCLUSOES

1. A ocorréncia de quimerismo misto nos pacientes submetidos ao TMO alogénico
em AAS foi de 66,6%.

2. O quimerismo misto foi mais freqiiente nos pacientes submetidos ao
condicionamento com ciclofosfamida isolada quando comparado a associagdo de
ciclofosfamida e bussulfano.

3. A rejeigio foi inversamente proporcional ao quimerismo.
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