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RESUMO

A Anemia de Fanconi (AF) € uma doenca genética rara caracterizada por
instabilidades cromossdmicas que geram anormalidades somaticas de graus
variaveis, faléncia medular progressiva e susceptibilidade aumentada a neoplasias.
O unico tratamento curativo é o transplante de células tronco hematopoéticas
(TCTH), entretanto a toxicidade e falha de pega ainda sao limitantes para sua
realizacao. A falha de pega do enxerto ou rejeicao € uma complicagao grave e
potencialmente fatal que ocorre em até 30% dos pacientes com AF submetidos ao
TCTH, dependendo do tipo de doador e regime de condicionamento utilizado.

Entre Janeiro de 1985 e Outubro de 2011, 238 pacientes com AF realizaram TCTH
nessa instituicdo. Duzentos e doze pacientes foram avaliaveis quanto a pega
medular e divididos em 3 grupos. O grupo 1 foi constituido por 25 pacientes que
tiveram falha primaria de pega (FPP). O grupo 2 por 9 pacientes com falha
secundaria de pega (FSP) ou evolugao para leucemia e o grupo 3, com 178 casos
com pega medular adequada. Os pacientes com falha primaria e secundaria de
pega apresentaram maior duragdo de doenca e maior numero de transfusdes
sanguineas prévias ao TCTH do que o grupo com pega medular (p=0,001 e
p<0,001). Doador ndo aparentado (NAP) foi utilizado em 84% dos pacientes do G1 e
apenas 33% do G3 (p<0,001); houve ainda menor numero de transplantes
totalmente compativeis no G1 do que nos outros grupos (p<0,001). A fonte de
células foi sangue de corddo umbilical (SCU) em 56% dos pacientes do G1 e 13%
no G3. Na andlise multivariada os fatores associadas a uma maior FPP foram maior
namero de transfusdes (p=0,003), a utilizacdo de doadores NAP (p=0,001) ou com
incompatibilidades HLA (p=0,025) ou a auséncia de fludarabina no regime de
condicionamento (p=0,005). O fator predisponente para pega medular néao
sustentada ou evolugao para leucemia foi maior numero de transfusdes (p=0,032).
Vinte e quatro pacientes foram submetidos a um novo TCTH, sendo 20 do G1 e 4 do
G2 e apenas seis pacientes estdo vivos. A incidéncia cumulativa para a falha de
pega foi de 18,9%, sendo maior nos transplantes com doadores NAP (36,2%) e com
SCU (40%).

A falha de pega ou rejeicdo € uma complicagdo extremamente grave e mais
frequente nos transplantes nao aparentados, com incompatibilidades e em pacientes
mais transfundidos. Novos regimes de condicionamento, imunomodulagido ou
redugdo do tempo para o encontro de doadores NAP podem ser alternativas na
tentativa de reduzir a incidéncia da rejeigcao nos pacientes com AF.

Palavras chaves: Anemia de Fanconi, transplante de células tronco hematopoéticas,
falha de pega ou rejeigcao




ABSTRACT

Fanconi anemia is a rare genetic disease characterized by chromosomal instabilities
that causes somatic abnormalities, progressive bone marrow failure and increased
susceptibility to cancer. The only curative treatment is stem cell transplantation
(SCT), however the toxicity and graft failure are limitations for its realization. Graft
failure or rejection is a serious and potentially fatal complication that occurs in up to
30% of patients with AF undergoing SCT depending on donor type and conditioning
regimen used.

Between January 1985 and October 2011, 238 patients with FA underwent SCT.
Two hundred and twelve patients were evaluable for engraftment and were divided
into three groups. Group 1 consisted of 25 patients with primary graft failure. Group 2
with 9 patients with secondary graft failure or progression to leukemia and group 3
with 178 cases with adequate engraftment. Patients with primary and secondary graft
failure had longer duration of the disease and higher number of blood transfusions
prior to SCT than the group with adequate engraftment (p = 0.001 and p <0.001).
Unrelated donor was used in 84% of patients in G1 and 33% in G3 (p <0.001); there
were also less compatible transplants in G1 than in other groups (p <0.001). The
source of cells was umbilical cord blood in 56% of patients in G1 and 13% in G3. In
multivariate analysis the factors associated with primary graft failure were a higher
number of transfusions (p = 0.003), unrelated (p = 0.001) or HLA mismatches donors
(p = 0.025) or the absence of fludarabine in the conditioning ( p = 0.005). The
predisposing factor for secondary graft failure or progression to leukemia was the
higher number of transfusions (p = 0.032). Twenty-four patients underwent a second
stem cell transplantation and only six patients are alive. The cumulative incidence of
graft failure was 18,9% and higher occurrence in unrelated donors (36,2%) and with
umbilical cord blood (40%).

Graft failure is a very serious complication and more frequent in unrelated
transplants, donors with incompatibilities and patients higher number of transfusions.
New conditionings, immunomodulation and reduction in time to find an unrelated
donor may be alternatives to reduce engraftment failure in Fanconi anemia patients.

Key words: Fanconi anemia, hematopoietic stem cell transplantation, graft failure and
rejection
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1. INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ANEMIA DE FANCONI

1.1.1 Histodrico

A Anemia de Fanconi (AF) € uma doenca genética rara, descrita
inicialmente por Guido Fanconi em 1927, que relatou trés irmaos com anemia,
anormalidades fisicas e medula éssea hipocelular. O nome inicial foi de anemia
perniciosiforme. Em 1929, Uehlinger propds o0 nome de panmielocitopatia
hipoplasica familiar quando observou também leucopenia e trombocitopenia
nos individuos afetados’. No ano de 1931, Naegeli sugeriu que o termo Anemia
de Fanconi fosse utilizado em pancitopenias familiares com malformacoes
congénitas associadas®. Posteriormente, em 1969, Guido Fanconi propds os
critérios para o diagnostico da AF: 1) pancitopenia; 2) hiperpigmentacao
cutanea; 3) malformagdes congénitas, especialmente no esqueleto; 4) baixa
estatura desde o nascimento; 5) hipogonadismo e 6) ocorréncia familiar.
Ressaltou que na existéncia dos cinco primeiros critérios, ndo havia
necessidade do envolvimento familiar’.

Em 1964, Schroeder, Anschutz e Knopp descreveram a presenca de
quebras cromossdmicas espontaneas nas culturas de linfocitos de pacientes
com AF, e em 1976, estabeleceram o padrao de heranga autossémico
recessivo da doenca®.

Auerbach, Adler e Chaganti, em 1981, descreveram o teste padrao para

diagnéstico laboratorial da AF, o teste do diepoxibutano (DEB)*.



A primeira descricdo do transplante de células tronco hematopoiéticas
(TCTH) como tratamento da AF foi realizado por Gluckmann e colaboradores
em 1980, com resultados modestos® A partir dessa experiéncia inicial, diversos
grupos ao redor do mundo passaram a realizar o TCTH como terapéutica nos

pacientes com AF e grandes avangos foram alcangados.

1.1.2 Incidéncia

A incidéncia de individuos afetados é de 1 a 5 para cada milhao® e a
frequéncia de heterozigotos € de 1 em cada 300 nos Estados Unidos e Europa
e 1 em 100 em judeus Ashkenazi e na Africa do Sul”- Recentemente
Rosemberg relatou a chance de ocorréncia de heterozigotos baseado nos
registros americanos e israelenses e encontrou 1:156 a 1:209 na populagao
americana e 1:66 a 1:128, na israelense®
A distribuigao entre os sexos é semelhante e ocorre em todos os grupos
étnicos. A mediana de idade do diagndstico € 6,5 anos no sexo masculino e 8
anos no feminino, entretanto pode variar desde o nascimento até os 48 anos de

idade’.

1.1.3 Patogénese

A patogénese da AF é bastante complexa e parcialmente compreendida.
As células de pacientes com AF sofrem quebras cromossémicas
espontaneamente ou induzidas por agentes clastogénicos (mitomicina,
cisplatina, diepoxibutano). Existem muitos mecanismos propostos para a

instabilidade cromossémica das células AF, entre eles estdo a



hipersensibilidade ao oxigénio e seus radicais livres®, deficiéncia no reparo
DNA, prolongamento da fase G2 e aumento da apoptose celular'®.

Os produtos dos genes AF funcionam como reparadores do DNA, e, caso
exista alguma mutagao ou anormalidade em um dos genes da via, nao havera
o reparo do DNA. Em resposta ao dano no DNA durante a fase S do ciclo
celular, o complexo enzimatico AF é ativado. Oito proteinas formam o complexo
principal (complexo AF), que sdo FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCL e FANCM, também conhecidas como proteinas a montante.
Mutacdes nos genes que codificam essas proteinas caracterizam oito grupos
distintos de complementacédo. O complexo AF completo é essencial para a
monoubiquitinagcao das proteinas FANCD2 e FANCI que também s&o proteinas
AF, e que interagem com as proteinas a jusante (FANCD1/BCRA2,
FANCN/PALB2, FANCJ/BRIP1, FANCP/SLX4, RAD51C e BRCA1) para o
reparo do DNA™2,

As proteinas da via da AF estdo representadas na figura 1.



FIGURA 1: Via das Proteinas na Anemia de Fanconi
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FONTE: Adaptado de Soulier (2011)

1.1.4 Quadro Clinico

A AF caracteriza-se por anormalidades congénitas de graus variaveis,
faléncia medular e susceptibilidade aumentada a neoplasias. As alteragbes
hematoldgicas ocorrem na primeira década de vida, ao redor dos sete anos de
idade e evoluem para pancitopenia com velocidade e gravidade variaveis. Até
os 40 anos de idade, 90% dos pacientes com AF terdo evoluido para faléncia
medular completa’. A anemia e plaquetopenia geralmente precedem as
alteragbes granulociticas. Mesmo na fase pré anemia, ja existe macrocitose,
anisocitose, poiquilocitose e também €& comum haver hemoglobina fetal

elevada, demonstrando uma eritropoiese ineficaz, além de elevacao da alfa



fetoproteina. A medula éssea encontra-se hipocelular com acumulo de células
gordurosas e as areas de elementos hematopoiéticos vao se reduzindo na
evolucao da doenca. As manifestacdes clinicas decorrentes da hematopoiese
anormal sdo variaveis, dependendo do grau das citopenias, podendo variar de
oligossintomatica a elevada necessidade transfusional e neutropenia com
infecgdes de repeticdo” .

As anormalidades somaticas sdo muito heterogéneas e podem ocorrer
em até 2/3 dos pacientes, entretanto 25 a 40% dos pacientes sao
fenotipicamente normais. As mas formacgdes mais frequentes sdo manchas
hipo ou hipercrébmicas na pele, chamadas de manchas café-com-leite,
presentes em aproximadamente 50% dos pacientes, baixa estatura (50%),
anormalidades no radio e/ou polegares (40%), alteragdo nas gbnadas
masculinas (30%), microcefalia com fascies delicada (20%), anormalidades
renais e oculares (20%), baixo peso ao nascimento, alteragdo de
desenvolvimento e na audicdo (10%)’. As malformagdes congénitas mais
frequentes estdo descritas no quadro 1. Anormalidades endocrinolégicas
também sao muito frequentes, incluindo deficiéncia de GH, hipotireoidismo,
alteragcdo no metabolismo de insulina e glicose, obesidade, dislipidemia e
sindrome metabdlica’"®. Devido & hipersensibilidade celular tipica da doenca,
existe uma predisposicao a neoplasias epiteliais, leucemia mieldide aguda e
mielodisplasia. Pelo menos 20% dos pacientes com AF apresentarao
neoplasias, sendo que o risco de tumores solidos e neoplasias hematoldgicas
€, respectivamente, 28 e 33% aos 40 anos’. As neoplasias mais comuns séo a
leucemia mieldide aguda e sindrome mielodisplasica que ocorrem em uma

mediana de 14 anos. As alteragbes citogenéticas mais frequentes sao



monossomia do cromossomo 7, duplicagdo do 1q e ganho do 3q o qual
confere um prognostico muito reservado'’. As neoplasias sdlidas mais
frequentes sdo os tumores escamosos de cabeca e pescogo, colo de utero,
esofago, figado, sistema nervoso central, pele e rins'®. Pacientes que s&o
tratados com andrégenos tém predisposicdo a neoplasia hepatica e, existe
ainda, uma elevada incidéncia (84%) de infec¢ao pelo papiloma virus humana
(HPV) nos pacientes com AF'®. Ndo ha evidéncias claras de predisposi¢do a
neoplasias em portadores heterozigotos, a nao ser quando a mutagao BRCA2

esta presente, que confere susceptibilidade a neoplasia de ovario e mama'®.



QUADRO 1: Principais Alteragdes Fisicas nos Pacientes com Anemia de Fanconi

* Hiperpigmentagao generalizada no tronco, pescogo ou

Pele areas de dobras, manchas tipo “café com leite”, areas de
hipopigmentacao.
Corpo * Baixa estatura, baixo peso, facies delicada

Membros Superiores

* Polegares: ausentes ou hipoplasicos, bifidos,
rudimentares, curtos, hiperextensiveis.

» Radios: ausentes ou hipoplasticos

» Maos: clinodactilia, polidactilia, auséncia do primeiro
metacarpo, dedos longos ou curtos.

* Unhas: displasicas

Gonadas

» Sexo Masculino: hipodesenvolvimento, criptorquidia,
hipospadia, testiculos anormais / atréficos, azoospermia,
fimose, alteragdes uretrais.

» Sexo Feminino: hipodesenvolvimento, aplasia
uterina/vaginal, atresia do utero, vagina ou ovario.

Outras Alteracoes
Esqueléticas

» Cabeca e face: microcefalia, hidrocefalia, micrognatia,
atresia de coanas.

* Pescogo: doenga de Sprengel, linha do cabelo com
implantagao baixa.

» Coluna vertebral: espinha bifida, escoliose, sinus
sacrococcigeo, sindrome de Klippel-Feil, vértebras extras e
outras malformacgdes vertebrais.

* Membros Inferiores: luxagado congénita do quadril, doenga
de Perthes, osteoma femoral, genuvalgo, genuvaro.

* Pés: sindactilia, pé plano, polidactilia.

* Estrabismo, pregas de epicanto, hipertelorismo, ptose,

Olhos catarata, astigmatismo, cegueira, nistagmo, proptose, iris
pequena.
» Surdez (em geral de condug¢ao), formato anormal pavilhao
Ouvidos auricular, atresia, displasia, infecgdes recorrentes, timpano
ausente, estenose do canal auditivo.
* Ectopicos, em ferradura, hipoplasicos ou displasicos,
Rins ausentes, hidronefrose, duplicados, com refluxo, infeccées

recorrentes.

Aparelho Digestivo

* Atresia es6fago, duodeno e jejuno, anus imperfurado,
fistula traqueoesofagica, diverticulo de Meckel, hérnia
umbilical, Gvula hipoplasica, alteragbes nos ductos biliares,
megacolon, diastase abdominal, sindrome de Budd-Chiari.

Aparelho Respiratério

* Ducto arterioso pérvio, comunicagao interventricular,
estenose valvar, coarctagao ou hipoplasia da aorta,
auséncia de lobos pulmonares, tetralogia de Fallot,
cardiomiopatia.

Outras Alteragoes

* Retardo no desenvolvimento, hiperreflexia, paralisia de
Bell, malformacgdes arteriais no SNC, estenose da carétida
interna, hipoplasia hipofisaria.

FONTE: Adaptado:Alter BP in Inherited Bone Marrow Failure Syndromes. Livro Hematology of

Infancy and Childhood.




1.1.5 Diagndstico

Devido a grande diversidade fenotipica da AF, seu diagndstico deve ser
considerado em qualquer individuo abaixo dos 18 anos de idade com
pancitopenia, mielodisplasia ou leucemia mieldide aguda com alteragcdes
fisicas. Deve ser também considerado em individuos menores de 50 anos e
carcinoma escamoso de cabega e pescoco ou em regido vulvo-vaginal®. O
teste utilizado para o diagnostico da AF baseia-se na hipersensibilidade celular
aos agentes citotdxicos, € o teste de quebras cromossémicas induzido pelo
diepoxibutano (DEB teste). As células AF tém uma frequéncia aumentada de
quebras cromossémicas espontaneas comparadas com as das células normais
e esta frequéncia pode ser amplificada pela adicao de agentes clastogénicos
ou alquilantes ao meio de cultura. Linfécitos estimulados com fitohemaglutinina,
na presenca de baixas doses de DEB, sao cultivados e é feita a quantificagcao
de quebras cromossOmicas, analisando-se 50 células. Os resultados sé&o
apresentados em numero de alteragdes por células assim como a percentagem
de células com alteragdes. De acordo com Auerback, homozigotos para AF tém
uma média de 8,96 (variando de 1,3 a 23,9) quebras por célula, comparada a
uma média de 0,06 (variagdo de 0 a 0,36) nas mesmas células de individuos
normais*?’. As alteracdes cromossdmicas podem aparecer como rearranjos,
endorreduplicagdes, falhas e quebras de isocromatides, poliploidia,
translocagdes, anéis dicéntricos e figuras radiais entre cromossomos
heterélogos (tri, tetra ou pentaradiais) que sdo um achado especifico da AF.

Uma foto do DEB teste esta representada na figura 2. Nas setas de numero 1,



observam-se fragmentos cromossOmicos; na de numero 2, figuras radiais e nas

de numero 3, quebras cromossdmicas.

FIGURA 2: TESTE DE QUEBRAS CROMOSSOMICAS INDUZIDAS PELO DIEPOXIBUTANO

:u; = ..

FONTE: Loraine Veiga

Apesar do DEB teste apresentar excelente sensibilidade, especificidade e
reprodutividade, € um teste trabalhoso e demorado. Além disso, pode ser falso
negativo em pacientes com mosaicismo??.

Outro teste para o diagnéstico da AF é a deteccado da forma monoubiquitinada
da proteina FANCD2 em linfocitos de sangue periférico pelo método de
Western blot, descrito por Shimamura em 200223, Em individuos normais em
que o complexo AF € completo, existe a monoubiquitinagao da proteina

FANCD2 normalmente e duas bandas sao expressas no teste (forma longa e
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curta). Nos individuos com AF, em que ha alteragao nas proteinas da AF a
montante, ndo ha a monoubiquitinacdo da proteina FANCD2 e no teste,
somente uma banda é expressa (FANCD2-S- forma curta). Em individuos do
grupo de complementacao D2, nenhuma banda é expressa, pela auséncia
completa da monoubiquitinagdo. Nos pacientes em que a alteracéo esta apos a
proteina FANCD2 (nas proteinas a jusante) e nos com mosaicismo celular,
esse teste € normal.

Normalmente, faz-se a combinagao desses dois testes para o diagndstico mais
fidedigno da AF, entretanto quando eles sao normais ou discordantes, pode-se
fazé-los em células somaticas, como os fibroblastos?*.

O diagndstico também pode ser feito diretamente pela analise dos grupos de
complementacéo por métodos de hibridizagdo somatica® ou pela pesquisa de

mutagdes especificas ja conhecidas?.

1.1.6 Grupos de Complementagao da Anemia de Fanconi

Além da heterogeneidade fenotipica dos pacientes com AF, identificou-
se a heterogeneidade genotipica. Através de métodos de hibridizagao
somatica, foram identificados subtipos de AF, denominados grupos de
complementacdo do DNA?°. Até o momento foram identificados quinze grupos
de complementacdo na AF (FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BCRA2,
FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ/BRIP1, FANCL, FANCM,
FANCN/PALB2, FANCO/RAD51C e FANCP/SLX4)"". A maioria dos genes dos
grupos de complementagcao ja foram identificados e estdo demonstrados no

quadro 2.
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Mutacbes no gene FANCA, localizado no cromossomo 16, sdo as mais
frequentes e mais de 100 tipos de mutagdo ja foram descritas. A delegao
3788/3790 no gene FANCA ocorre em até 30% dos pacientes brasileiros e
pode ser uma ferramenta importante no diagnéstico?”- As mutacdes nos genes
com FANCC e FANCG sado a segunda e a terceira mais frequentes. A
distribuicdo entre os grupos de mutagcdo também depende da etnia estudada.
Mutacbes em diferentes genes podem resultar em manifestagbes clinicas
semelhantes, entretanto algumas predisposi¢cdes ja foram observadas.
Pacientes do grupo de complementagdo FANCD2 tendem a ter maior numero
de anormalidades fisicas e faléncia medular mais precoce. Pacientes do grupo
A tem sobrevida pior do que os dos grupos C e G. O subtipo D1/ BRCA2 tem

predisposicdo a neoplasias de inicio precoce e evolucdo grave®'®.

QUADRO 2- Grupos de Complementagao, Gene Responsavel e Ocorréncia entre os
Pacientes com Anemia de Fanconi

SUBTIPO GENE RESPONSAVEL LOCALIZACAO ESTINATIVA DE
OCORRENCIA (%)

A FANCA 16924.3 57

B FANCB (FAAP95) Xp22.31 0,3

C FANCC 9g22.3 15

D1 FANCD1/BRCA2 13912-13 4

D2 FANCD2 3p25.3 3

E FANCE 6p21-22 1

F FANCF 11p15 2

G FANCG/XRCC9 9p13 9

I Nao identificado ? Raro

J FANCJ/BACH1/BRIP1 17922-q24 1,6

L FANCL/PHF9/POG(FAAP43) | 2p16.1 0,1

M FANCM/Het (FAAP250) 14921.3 Raro

N FANCN/PALB2 Raro

0 FANCO/RAD51C Raro

P FANCP/SLX4 Raro

FONTE: Adaptado de Taniguchi (2006).
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1.1.7 Mosaicismo Celular

O mosaicismo ou reversao € o fendbmeno genético em que existem duas
populacdes celulares, uma normal e outra alterada, em um mesmo individuo. A
corregao celular ocorre de maneira espontanea pelos mecanismos de reversao
génica ou recombinagao intragénica na célula tronco hematopoiética. O alelo
mutado é corrigido e passa a ser funcionante, com normalizagao da funcao da
proteina anormal e, consequentemente, do fendtipo celular. E possivel que
exista uma vantagem de crescimento da populagdo normal, com progressiva
substituicdo das células anormais da medula 6ssea, entretanto nem sempre a
hematopoiese normal é estabelecida’'"®*. O mosaicismo pode ocorrer em até
20% dos pacientes com AF e pode manifestar-se com resultados negativos no
DEB teste ou pela presenca de uma populagdo com resisténcia aos agentes
clastogénicos. Quando ha uma forte suspeita clinica do diagndstico de AF e o
DEB teste é negativo, deve-se fazé-lo em fibroblastos, pois nao existem
evidéncias de mosaicismo em células somaticas®®. As consequéncias clinicas
do mosaicismo ndo sao totalmente definidas, mas parece haver um fendétipo
hematolégico mais brando. A predisposicdo a neoplasias parece néo estar

H11,24

alterada dos individuos mosaicos nem a necessidade do TCT , entretanto

alguns estudos indicam uma maior incidéncia de falha de pega®.

1.2- TRATAMENTO

1.2.1 Tratamento de suporte
Essa modalidade terapéutica € essencialmente paliativa e deve ser
realizada enquanto se aguarda o tratamento definitivo que é o TCTH. Baseia-

se no suporte transfusional e no controle das complicagbes infecciosas.
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Pacientes com MFC graves e potencialmente fatais, como as atresias, devem
ser tratados cirurgicamente assim que o diagndstico for realizado.

O uso de androgenos pode ser eficaz no controle da pancitopenia em
até 50% dos pacientes, entretanto os beneficios sdo temporarios e seu uso,
além de predispor a neoplasia hepatica, pode afetar negativamente o resultado
do TCTH. Os fatores estimuladores como eritropoietina e G-CSF também tém
efeitos transitorios™’.

Nos pacientes com neoplasias hematoldgicas ou epiteliais, o tratamento
deve ser realizado de maneira cautelosa e com doses reduzidas de quimio e/ou

radioterapia, devido a alta sensibilidade das células AF.

1.2.2 Transplante de Células Tronco Hematopoéticas

O TCTH é o unico tratamento curativo para a faléncia medular, bem
como da mielodisplasia e leucemia mieldide aguda nos pacientes com AF,
entretanto ndo previne as neoplasias secundarias.
Inicialmente os regimes de condicionamento eram baseados em ciclofosfamida
200mg/kg com ou sem radioterapia, entretanto resultavam em elevada
mortalidade relacionada ao tratamento (MRT), doenga do enxerto contra
hospedeiro (DECH) e baixa sobrevida®*'. Apés a confirmagdo in vitro das
instabilidades cromossémicas e a sensibilidade aumentada aos agentes
citotdxicos, passou-se a utilizar regimes de condicionamento de intensidade
reduzida®. Gluckman e colaboradores propuseram o uso de 60 mg de
ciclofosfamida com dose unica de radiagao toraco-abdominal de 500cGy e
houve redugdo importante da MRT®’. A partir de entdo, esse regime de

condicionamento passou a ser amplamente difundido e utilizado, com taxas de
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sobrevida global acima de 80% em 3 anos. Entretanto, a DECH aguda e
cronica, o retardo no crescimento e as neoplasias secundarias continuaram a

ser um problema**+37.

Deeg e colaboradores mostraram a ocorréncia de 40%
de neoplasia secundaria entre dez e quinze anos apds o TCTH**. Com objetivo
de reduzir a incidéncia de neoplasia secundaria e o retardo no crescimento,
diversos grupos eliminaram a radioterapia do regime de condicionamento,
substituindo-a por baixas doses de ciclofosfamida isolada nos pacientes com
doadores aparentados, ou associada a fludarabina e/ou imunoglobulina anti
timocitica, nos pacientes com doadores ndo aparentados®**?. Pasquini et al
demonstraram recuperagao hematolégica, ocorréncia de DECH aguda e
crénica e mortalidade semelhante entre os grupos de pacientes que utilizaram
radioterapia ou ndo no regime de condicionamento®’.

A maioria dos pacientes nao apresenta doador aparentado,
necessitando de TCTH com doadores alternativos. O grupo francés foi o
primeiro a relatar sua experiéncia em transplante com doadores nao
aparentados na AF, e mostrou uma sobrevida global de 30% em 5 anos, com
incidéncia cumulativa de falha de pega de 24%*. Desde entdo, diversos
grupos vém utilizando doadores alternativos, com medula 6ssea (MO) e
sangue de corddo umbilical (SCU) como fonte de células. Em transplantes
utilizando-se medula 6ssea, os resultados de sobrevida global variam de 33%
em 3 anos® até 52% quando a fludarabina é utilizada no regime de
condicionamento*®. Ja com sangue de corddao umbilical, Gluckman et al,
encontraram uma diferenca significante na SG de acordo com numero de

incompatibilidades. Nos transplantes compativeis a SG foi de 74%+13% e

25%+7% quando o enxerto apresentava um grau de incompatibilidade®.
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1.3 FALHA DE PEGA

A falha de pega (FP) do enxerto € uma das complicagbes mais graves
apos transplante e com elevada morbi-mortalidade, embora seja um fenbmeno
raro. Caso um segundo transplante nao seja realizado com rapidez, a maioria
dos pacientes ira evoluir a 6bito em decorréncia de infecgdes ou sangramentos.
Por outro lado, nem sempre € possivel se realizar um segundo procedimento,
especialmente quando se utiliza um doador ndo aparentado, seja pela
indisponibilidade de um novo doador ou por falta de condigdes clinicas do
paciente. Dentre as estratégias para tratamento da FP estdo: uso de fatores de
crescimento, infusdo de medula 6ssea autéloga quando esta é armazenada
previamente, utilizagdo do mesmo doador com um regime de condicionamento
e ou imunossupressao diferente, o uso de SCU devido a maior rapidez de
acesso e tolerancia de incompatibilidades ou transplante haploidéntico®’.

A definicdo de FP é uma contagem de neutrdfilos abaixo de 500/mm? no
dia 28 apds o transplante quando a fonte de células € a medula éssea. Quando
o sangue de cordao umbilical é utilizado, a definicdo de FP é menos definida na
literatura, uma vez que a pega tardia € um evento frequente. A maioria dos
centros de transplante considera a FP quando ha auséncia de 500 neutrdfilos
no dia 42 apds a infusdo da CTH*. A auséncia de células do doador na analise
do quimerismo por PCR, associada a neutropenia persistente confirma o
diagnostico de FP. Entretanto, mesmo que haja células do doador na analise
do quimerismo, se nao existir o critério hematolégico de pega do enxerto (500

neutrofilos), faz-se o diagndstico de FP.
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A FP pode ser primaria quando ha auséncia de enxertia das células do
doador ou secundaria (rejeicdo) nos casos em que ocorre a redugao
progressiva ou perda das células do doador apds uma pega inicial.

Existem fatores de risco sabidamente relacionadas com uma maior
incidéncia de falha de pega do enxerto ou rejeicao apds o TCTH e podem estar
relacionadas ao paciente, ao doador ou ao regime de condicionamento. As
principais variaveis relacionadas ao paciente baseiam-se na sensibilizagao
prévia, por meio de gestagdes ou transfusbes sanguineas previamente ao
TCTH*. Os fatores de risco para FP relacionados ao doador s&o a utilizagéo
de doadores nao aparentados ou com incompatibilidades HLA, sangue de
cordao umbilical e baixo nimero de células nucleadas totais (CNT) ou células
CD34. A incompatibilidade ABO maior também foi apontada como uma
possivel causa de FP. Entretanto, essa avaliagdo € muito dificil nos estudos
clinicos, pois, frequentemente esta associada a outras situagdes que também
predispbem a falha de enxertia. O regime de condicionamento e
imunoprofilaxia também podem interferir na pega do enxerto, os
condicionamentos de intensidade reduzida ou com deplecéo de células T estao
relacionados a FP, assim como a auséncia de um inibidor da calcineurina no
esquema de profilaxia. A utilizacdo de medicamentos mielotdxicos, infecgdes
virais por citomegalovirus, herpes virus do tipo 6, 8, parvovirus ou sequestro
esplénico também foram descritos como fatores de risco para FP*"°0-%2,

A patogénese da FP nao é totalmente definida, mas acredita-se que a
imunidade celular e humoral estejam envolvidas. O mecanismo humoral parece

ser a primeira barreira a pega do enxerto. Em um modelo animal, foi

demonstrado que anticorpos previamente formados estao envolvidos com a FP



17

precoce, pois eles ndo seriam afetados pelos regimes de condicionamento®. A
rejeicao celular ocorre devido a células T e NK (natural killer cells) do receptor
resistentes ao regime de condicionamento. Essas células reconhecem
antigenos de superficie HLA das células tronco hematopoiéticas do doador e
as destroem, reagdo denominada hospedeiro-versus-enxerto®’.

A rejeicdo mediada por células NK ocorre dentro de 1 ou 2 dias apds o
transplante e nao requer sensibilizagdo prévia. A vida média dessas células é
de 7 dias, entretanto sdo muito resistentes a radiagao e ciclofosfamida®.

Ao contrario, a rejeicdo por células T necessita estimulo prévio e normalmente
ocorre apos o sétimo dia do transplante. Os linfécitos T tém vida média maior
do que as células NK e geralmente sdo mais sensiveis a radiagao. A ativagao
das células T ocorre através do reconhecimento da presenca de moléculas
‘nonself” do complexo maior de histocompatibilidade ou de peptidios
antigénicos nas células alvo®® 2. O mecanismo de apoptose das CTH pelos
linfécitos T citotdxicos e células NK ocorre através de vias citoliticas Fas/FasL e
perforina/granzina. Durante o TCTH ha producado de TNF-alfa e INT-gama que
estimulam a expressao da proteina Fas na membrana das CTH. O ligante do
Fas ou CD178 que é encontrado em linfécitos T ativados, neutréfilos e
macrofagos, liga-se ao receptor Fas na membrana da CTH e desencadeia sua
apoptose. A perforina e granzina sdo moléculas presentes nos linfécitos T
citotoxicos e células NK e permanecem armazenadas na forma de granulos no
citoplasma. Quando as células reconhecem um alvo, ha a liberagdo dos

granulos com a destruicéo celular®®°".
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2- OBJETIVOS

O objetivo principal desse estudo foi avaliar os fatores de risco para o
desenvolvimento de falha primaria e secundaria de pega do enxerto em
pacientes com Anemia de Fanconi submetidos a TCTH.

Os objetivos secundarios sdo analisar a incidéncia cumulativa de falha
de pega, sobrevida global e evolugao clinica dos pacientes que apresentaram

falha primaria ou secundaria de pega.
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3- CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA
3.1.1 Pacientes

Entre janeiro de 1985 e outubro de 2011, duzentos e trinta e oito
pacientes com anemia de Fanconi foram submetidos ao TCTH no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana. Cento e cinquenta e um
transplantes aconteceram a partir do ano 2000. Todos os pacientes estavam
em fase de aplasia, sem evidéncia de leucemia mieléide ou mielodisplasia no
momento do transplante.
Vinte e quatro pacientes evoluiram a 6bito antes do trigésimo dia do
procedimento, devido a complicagdes infecciosas ou sangramentos em sistema
nervoso central e pela impossibilidade de avaliagao de pega medular foram
excluidos dessa analise. Duzentos e doze pacientes puderam ser avaliados
quanto a pega medular e foram divididos em trés grupos. O primeiro grupo (G1)
incluiu pacientes que apresentaram falha primaria de pega (FPP) e foi formado
por 25 pacientes. O segundo (G2) foi composto por 9 pacientes que tiveram
falha secundaria de pega ou evoluiram para leucemia. O terceiro grupo (G3)
foi formado pelos pacientes que apresentaram pega medular sustentada (PMS)
e foi constituido por 178 pacientes. Com relagao a extensado das anormalidades
fisicas, a andlise foi baseada no estudo de Guardiola®, que classificou o
numero de malformagdes congénitas por sistemas. As alteragdes cutaneas nao
foram consideradas para avaliar a extensado da doenca, uma vez que a maioria
dos pacientes apresenta esse envolvimento. Cada uma das areas descritas a

seguir foi considerada como um sitio anatémico envolvido. Pacientes com
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envolvimento de menos de 1 ou 2 sistemas foram considerados como
portadores de doenca limitada e com 3 ou mais sistemas como doenca
extensa.

1) Cabeca: incluindo anormalidades nos olhos (olhos pequenos, estrabismo,
epicanto, hipertelorismo); orelhas (surdez, alteragdes de formato, no ouvido
médio, atresia, displasia); face (microcefalia, micrognatismo, face triangular);
pescoco (curto, anormalidade de Sprengel).

2) Membros: incluindo anormalidades nos quirodactilos ou radio (auséncia,
hipoplasia, bifido), hipoplasia tenar, clinodactilia, sindactilia, presenca de dedo
extra numerario, auséncia primeiro metacarpo, anormalidades dos dedos ou
dedos finos, displasia ulnar.

3) Renal

4) Trato gastro-intestinal

5) Trato génito-urinario

6) Sistema cardio-pulmonar

3.2 METODOLOGIA

O diagndstico da AF foi baseado nas caracteristicas clinicas associada a
um numero aumentado de quebras no exame de citogenética apds exposi¢cao
ao diepoxibutano (DEB). A avaliacao inicial também incluiu mielograma, bidpsia
de medula 6ssea e citogenética convencional para pesquisa de alteragoes
clonais definidas pela presenca de duas ou mais células com a mesma
alteragao estrutural ou cromossomo extra, ou trés ou mais células com a
mesma perda cromossémica. A evolugao para leucemia foi diagnosticada pela

presenca de >20% de blastos na analise da medula 6ssea.
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As doses da ciclofosfamida do regime de condicionamento foram
progressivamente reduzidas no decorrer dos anos com o intuito de diminuir a
toxicidade. De 1988 até 1997 as doses diminuiram de 200 para 60mg/kg,
sendo que a partir de 1998, essa foi a dose padrao sendo dividida em 4 dias.
Para pacientes com doadores NAP, a fludarabina na dose de 125mg/m?
dividida em 5 dias e a timoglobulina 5mg/kg dividida em 3 dias foram
associadas a ciclofosfamida no condicionamento. A radioterapia foi utilizada
em uma minoria dos pacientes com doses variando de 200 a 1320 Rads.
Como imunoprofilaxia, a ciclosporina foi utilizada na dose de 3mg/kg dividida
em duas vezes ao dia, a partir do dia anterior a infusdo da CTH. O metotrexato
foi utilizado na dosagem de 15mg/m? no dia +1 e 10mg/m? nos dias +3,+6 e
+11, na auséncia de mucosite ou toxicidade hepatica grave. O corticoide
(metilprednisolona) e micofenolato de mofetila foram usados em poucos
pacientes, nas doses de 1mg/kg e 15mg/kg, respectivamente.

A indicagao para a transfusdo de concentrado de hemacias e plaquetas
baseava-se na sintomatologia do paciente associado a valor de hemoglobina
abaixo de 8g/dL e plaquetas abaixo de 20.000 u/L, respectivamente.

Durante o periodo de internagao, os pacientes foram isolados em quartos
individuais com filtro HEPA e receberam a profilaxia antimicrobiana com
aciclovir para infecgao por herpes virus, sulfametoxazol e trimetropim para
Pneumocistis carini e fluconazol para infecgbes fungicas. Pacientes com
sorologia negativa para citomegalovirus antes do transplante recebiam apenas
hemocomponentes CMV negativos ou leucodepletados.

A pega do enxerto foi definida como contagem de neutréfilos acima de

500/mm?® por trés dias consecutivos. A falha de pega foi definida como auséncia
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de recuperacgao neutrofilica até o dia 21 apés o TCTH para MO ou 42 dias para
SCU, associada a auséncia de células do doador na analise do quimerismo.
Falha de pega secundaria foi definida como retorno da pancitopenia apés uma
pega inicial e queda da porcentagem de células do doador no quimerismo.

A analise do quimerismo foi realizada pelo método VNTR (variable
number tandem repeats) até agosto de 2009 e a partir dessa data pelo método
de analise de fragmentos com marcadores STR (short tandem repeats).
Pacientes e doadores foram tipificados para HLA-A e B com métodos
sorologicos e métodos de alta resolugao moleculares para HLA- DRB1 através
do PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers) e o
PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide). A
pesquisa de anticorpos anti HLA foi realizada pelo método de ELISA até o ano
de 2005 e a partir de entdo, pelo método Labscreen.

Este estudo 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 por se tratar de estudo retrospectivo,
embora assegurado que o carater andnimo dos pacientes sera mantido e que
suas identidades serao protegidas. Numero de registro no CEP- HC

2293.187/2010-07.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliagao da associacao de variaveis qualitativas com a condigao
de pega foi considerado o teste de Qui-quadrado e para as variaveis
quantitativas foi considerado o modelo de analise de variancia com um fator

(ANOVA) ou o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis. A condicado de
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normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks. Para a
avaliacao da associagao de variaveis foi considerado o modelo de Regresséao
Logistica. Para a descricao do tempo de sobrevida e da incidéncia cumulativa
de falha de pega foram construidas curvas de Kaplan-Meier e ajustado um
modelo de Regressao de Cox (com critério stepwise para selecao do modelo).
Foram incluidas no modelo inicial as variaveis que apresentaram valor de
p<0,20 na analise univariada. Para a comparagao entre curvas de sobrevida foi
usado o teste de Log-rank. Para a determinagcdo de pontos de corte de
variaveis quantitativas foram ajustadas curvas ROC. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa

computacional Statistica v.8.0.
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Na tabela 1 estdo descritas as caracteristicas dos 212 pacientes com AF

submetidos a TCTH neste servigo, no periodo de 1985 a 2011 que tiveram

sobrevida acima de 30 dias em que a pega medula péde ser analisada.

TABELA 1: Caracteristicas dos Pacientes Submetidos a TCTH no HC-UFPR

G1 G2 G3 p

n= 25 n=9 n=178
Mediana Idade ao Diagnéstico 5 anos (1-12,3) 11 anos (5,1-34) 7 anos (1-34,9) <0,001°
Mediana Idade no TCTH 9 anos (4,7-19,2) 14,1 anos (8-34,9) 9 anos (3-34,9) <0,001°
Sexo
Masc/Fem 16/10 4/5 86/92 0,766
Anormalidades Congénitas 0,650
< 3: Limitada 19 8 146
> 3: Extensa 6 1 32
Mediana Duragao da Doenca (em 45,5 (9,8-124,6) 35,4 (2,8-126,3) 18,4 (0,1-121,6) 0,001°
meses)
Mediana UnidadesTransfusdes 43 (0-101) 17 (2-101) 7 (0-151) <0,001¢
Prévias
Uso Prévio Andrégenos 72% (n=15) 66,6% (n=6) 33% (n=59) 0,003°
Mediana CNT x10”/I_<g 4,4 (0,5-8,2) 4,9 (3-6,5) 4,5 (0,9-19,3) 0,498
Mediana CD34 x10°kg 1,7 (0,5-5,3) 0,5 (0,1-3,3) 2,1(0,02-16,5) 0,185
Positividade CMV 12 (48%) 5 (55%) 108 (60%) 0,596
Citogenética alterada ao 60% (n=15) 20% (n=4) 14% (n=120) 0,001
diagnostico
HEMOGRAMA INICIAL
Mediana Hemoglobina (g/dL) 8,1 (4-9- 13,2) 7,7 (4-11,2) 8,8 (3,2-9,8) 0,442
Meédiana Contagem Leucécitos x 4.4 (1,3-9,8) 2,6 (1,2-4,2) 3,7 (1,1-10,8) 0,023°
10°/uL
Mediana Contagem Neutréfilos% 26 (14-66) 23,5 (18-80) 28 (5-89) 0,929
Meédiana Contagem Plaquetas x 35 (4-457) 52 (15-160) 31 (10-326) 0,216
10” /uL
Medi§na Neutrdéfilos na Internagao 651 (64-2880) 739 (112-2714) 804 (0-11400) 0,660
(x 107/uL)
Mediana Plaquetas Internagao 21 (3-75) 27 (11-102) 33 (1-334) 0,020"

(x 10% /uL)

SQ STO0O QOO0 T

: p<0,001 comparagao entre G1xG2 e G2xG3; p=0,036 entre G1xG3

: p<0,001 comparagao entre G1xG2 e G2xG3; p=0,640 entre G1xG3

: p<0,001 comparagao entre G1xG3; p=0,094 G1xG2 e p=0,577 entre G2xG3

: p<0,0001 comparagao entre G1xG3; p=0,016 entre G2xG3 e p=0,459 entre G1xG2

: p=0,002 comparagao entre G1xG3; p=0,158 entre G2xG3 e p=1 entre G1xG2
p<0,001 comparacgéao entre G1xG3; p=0,302 entre G1xG2 e p=0,525 entre G2xG3

: p=0,005 comparagao entre G1xG2; p=0,022 entre G2xG3 e p=0,151 entre G1xG3

: p=0,005 comparagao entre G1XG3; p=0,279 entre G1XG2 e p=0,631 entre G2XG3

A mediana de seguimento para o grupo 1 foi de 3,4 meses (0,9-45,3), do

grupo 2 de foi 22,2 meses (3-94,2) e no grupo 3 foi de 27 meses (1,1- 216,1).
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Os grupos foram semelhantes entre si nas seguintes variaveis:
distribuicao entre os sexos, severidade da doenca, mediana de CNT e CD34
infundidas, valor mediano de hemoglobina, plaquetas e neutréfilos ao
diagndstico, valor mediano de neutrdfilos na internacao e status do CMV. A
mediana de idade foi mais elevada no momento do diagndstico e no
transplante no grupo 2. A duragao de doenca foi mais prolongada nos grupos 1
e 2 e consequente a isso, 0 numero de transfusdes foi superior nesses grupos.
O uso de androgenos foi maior nos pacientes do grupo com FPP, assim como
a ocorréncia de citogenética alterada. A mediana de contagem de leucdcitos ao
diagndstico foi menor no grupo 2 e a mediana de plaquetas na internacéao foi
menor no grupo 1.

A partir do ano 2000 houve do aumento do niumero de TCTH com
doadores nao aparentados, com incompatibilidades HLA e com o SCU como
fonte de células. Apesar disso, nao houve diferenga na incidéncia de FP entre
os periodos de 1985 1999 ou apds o ano de 2000.

Na tabela 2 estédo representadas as caracteristicas dos doadores entre
os grupos. A maioria dos pacientes do grupo 1 recebeu transplante com

doadores NAP, enquanto os outros grupos, com doadores aparentados irmaos.

TABELA 2- Caracteristicas dos Doadores

GRUPO 1 (n=25) GRUPO 2 (n=9) GRUPO 3 (n=178)
IRMAO 3 (12%) 6 (66,7%) 103 (57,8%)
OUTROS 1 (4%) 2 (22,2) 16 (8,9)

NAP 21 (84%) 1.(11,1) 59 (33,3)

p<0,001 entre G1xG3



A tabela 3 mostra os dados referentes a compatibilidade HLA dos

doadores. O grupo com FPP apresentou maior propor¢ao de doadores com
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incompatibilidades, 40% da amostra apresentou um grau de incompatibilidade

e 32% duas incompatibilidades HLA. No grupo 2 todos os pacientes tinham
compatibilidade HLA completa e no grupo com PMS, apenas 18%

apresentaram incompatibilidades.

TABELA 3- Compatibilidade HLA dos Doadores

GRUPO 1 (n=25) GRUPO 2 (n=9) GRUPO 3 (n=178)
COMPATIVEL 7 (28%) 9 (100%) 146 (82%)

1 INCOMP 10 (40%) 22 (12%)

2 INCOMP 8 (32%) 10 (6%)

p <0,001 entre G1xG2 e G1xG3. p=0,362 entre G2xG3
INCOMP= incompatibilidade

As fontes de CTH estao demonstradas na tabela 4. A maioria dos
pacientes do grupo 1 recebeu SCU, enquanto nos outros grupos a MO foi a

fonte de célula mais utilizada.

TABELA 4 - Fonte de Células Tronco Hematopoéticas

GRUPO 1 (n=25) GRUPO 2 (n=9) GRUPO 3 (n=178)
MO 11 (44%) 9 (100%) 155 (87%)
scu 14 (56%) 23 (13%)

p<0,001 entre G1xG3 e G1xG2. p=0,604 entre G2xG3

O regime de condicionamento foi baseado em ciclofosfamida isolada nos

pacientes transplantados com doadores AP e em fludarabina nos NAP. Cinco

pacientes do grupo 1 e 7 do grupo 3 receberam TBI como parte do esquema de
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condicionamento, associados ou nao a fludarabina. A distribuicdo dos regimes

de condicionamentos entre os grupos esta demonstrada da tabela 5.

TABELA 5- Regimes de Condicionamento

GRUPO 1 (n=25) GRUPO 2 (n=9) GRUPO 3 (n=178)
CFA 7 (28%) 8 (88,8%) 106 (60%)
CFA+FLU+ATG 12 (48%) 51 (28%)
OUTROS COM FLU 3 (12%) 1(11,1%) 14 (8%)
OUTROS SEM FLU 3 (12%) 7 (4%)
INCLUINDO TBI 5 (20%) 7 (4%)

p=0,022 entre G1xG2 e G1xG3. p=0,720 entre G2xG3
CFA= ciclofosfamida. FLU= fludarabina. ATG= timoglobulina TBI= irradiagdo corporal total

A imunoprofilaxia da DECH foi semelhante entre os grupos e baseada
em ciclosporina e metotrexato na maior parte dos pacientes, conforme a tabela

abaixo.

TABELA 6- Regimes de Imunoprofilaxia

GRUPO 1 (n=25) GRUPO 2 (n=9) GRUPO 3 (n=178)
CSA+ MTX 16 (64%) 8 (88,8%) 150 (84%)
OUTROS 9 (36%) 1(11,1%) 28 (16%)

CSA-= ciclosporina. MTX metotrexato

Para a determinacao dos fatores associados a falha medular foi utilizado
o modelo de regressado de Cox e os resultados estdo apresentados na tabela a
seguir (Tabela 7). A presenca de incompatibilidades HLA, utilizacdo de
doadores NAP, auséncia de fludarabina no regime de condicionamento, uso

prévio de andrégenos, mais de 10 unidades de transfusdes previamente ao
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transplante e maior idade no momento do transplante estiveram associados a

maior ocorréncia de falha de pega.

Tabela 7- Fatores Associados a Falha de Pega

VARIAVEL HR IC 95% p

IDADE TMO 1,08 1,02 114 0,010

DOADOR NAP 0,015
4,39 1,34 14,39

>10TRANSFUSOES 0,011
3,67 1,35 9,97

AUSENCIA FLU 0,008
3,43 1,38 8,54

INCOMPATILIDADE HLA 0,019
3,08 1,20 7,90

USO ANDROGENOS 0,039
2,35 1,05 5,30

NAP= nao aparentado. FLU= fludarabina. HR= hazard ratio. IC= intervalo de confianga

A incidéncia cumulativa (IC) de falha de pega em 12, 24 e 36 meses foi
de 15,3%, 17,8% e 18,9%, respectivamente. A curva esta representada no

grafico 1.

Grafico 1- Incidéncia Cumulativa de Falha de Pega
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A IC de FP entre doadores aparentados foi de 7,63% aos 12 meses e
10,9% aos 24 meses. Com doadores NAP, a IC foi de 28,19% aos 12 e 24
meses. Quando a MO foi a fonte de células, a IC para FP foi de 14,3% e 40%

quando o SCU foi utilizado. As curvas estao representadas nos graficos a

sequir.
Grafico 2- IC de Falha de Pega de acordo Grafico 3- IC de Falha de Pega de acordo
com Tipo de Doador com a Fonte de CTH
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4.1 GRUPO 1- FALHA PRIMARIA DE PEGA

A maioria dos pacientes neste grupo recebeu transplante com doadores
nao aparentados (n=21), sendo 7 com MO e 14 com SCU. Dentre os pacientes
que receberam MO, 4 eram totalmente compativeis e 3 pacientes tinham 1
grau de incompatibilidade HLA (2 em classe | e 1 em classe Il). Todos os SCU
apresentavam incompatibilidades, 6 pacientes tinham 1 incompatibilidade (5
em classe | e 1 em classe Il) e 8 apresentavam duas incompatibilidades (4 com
duas incompatibilidades em classe | e 4 pacientes com 1 incompatibilidade em

classe | e uma em classe II).
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Quatro pacientes foram transplantados com doadores aparentados, 3
com irmaos totalmente compativeis e um com a méae que tinha 1
incompatibilidade em classe I.

Quinze pacientes tiveram a analise citogenética realizada e em 7 foram
encontradas as seguintes alteragdes clonais: dele¢cdo cromossomo 5, 7 e 10,
trissomia cromossomo 11, duplicagédo brago longo cromossomo 1 e material
adicional no brago longo do cromossomo 7. Oito pacientes foram tipificados
quanto ao grupo complementar da AF, sendo 5 pacientes FANC-A, 2 FANC-G
e 1 FANC-E. Nove pacientes realizaram a pesquisa de anticorpos anti HLA. Em
5 casos a pesquisa foi positiva com anticorpos anti HLA classe | e Il e apenas
um paciente apresentou anticorpos anti-HLA especificos contra antigenos do
doador.

Como todos os pacientes receberam regimes de condicionamento
mieloablativo, ndo houve recuperacdo autéloga em nenhum caso. Cinco
pacientes que receberam transplante com doadores NAP foram a ébito antes
de um segundo doador ser encontrado, 2 haviam recebido MO e 3 SCU. As
causas de obito foram infecgdes bacterianas ou fungicas em todos os
pacientes. Vinte pacientes receberam um segundo transplante, 4 eram com
doadores aparentados e foram transplantados novamente com os mesmos
doadores. Dois pacientes foram a o6bito em decorréncia de infecgdes
(aspergilose e toxoplasmose disseminada) antes da avaliagdo da pega e os
outros 2 apresentaram FP novamente. Um desses pacientes recebeu um
terceiro TMO com um doador aparentado diferente e apresentou pega medular
adequada, encontra-se vivo, com DECH crénico controlado e seguimento de 45

meses. Devido a indisponibilidade de um doador aparentado diferente, o outro
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paciente com a segunda FP foi submetido a um transplante haploidéntico com
a mae, evoluiu com DECH agudo grau 4 de intestino, atualmente controlado e
encontra-se bem com seguimento de 4 meses. Dos dezesseis pacientes que
receberam TCTH com doadores NAP, 5 haviam recebido MO e 11 SCU. Doze
pacientes realizaram um segundo TCTH com doadores diferentes, apenas 3
apresentaram pega do enxerto e 2 estdo vivos com uma mediana de
seguimento de 543 dias (326-720). Todos o0s que receberam um novo
transplante com o mesmo doador tiveram FP novamente.

Na anadlise univariada os fatores associadas a uma maior FPP foram:
maior duracado de doenga (p<0,001), maior nimero de unidades transfundidas
(p<0,001), presenca de incompatibilidades HLA (p<0,001), utilizacdo de doador
NAP (p<0,001), SCU como fonte de células (p<0,001), condicionamento sem
fludarabina (p=0,022), citogenética alterada ao diagndstico (p<0,001) e uso
prévio de andréogenos (p=0,003). Devido ao grande numero de dados
indisponiveis de citogenética e uso de androgenos, essas variaveis foram
excluidas na analise multivariada.

A analise multivariada dos critérios acima mostrou que um maior numero
de transfusdes (p=0,003), a utilizagdo de doadores NAP (p=0,001) ou com
incompatibilidades HLA (p=0,025) ou a auséncia de fludarabina no regime de
condicionamento (p=0,005) estdo associados a uma maior chance de falha

primaria de pega. Esses dados estao representados na tabela 8.
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TABELA 8- Analise Multivariada para Falha Primaria de Pega

VARIAVEL OR IC 95% p

DOADOR NAP 19,99 3,18 125,75 0,001
TRANSFUSOES 1,03 1,01 1,05 0,003
NAO COMPATIVEL 6,66 1,26 35,09 0,025
NAO FLUDARABINA 13,5 2,13 85,57 0,005

OR= odds ratio. IC= Intervalo de Confianga. NAP= n&o aparentado

Foi observada uma grande associagao entre o uso de fludarabina e
transplantes NAP e com incompatibilidades; dessa forma foi ajustado o modelo
multivariado sem a presenca das variaveis, uso de fludarabina e
compatibilidade HLA. Na tabela abaixo s&o apresentados esses valores.
(Tabela 9) Com a exclusao das referidas variaveis, houve uma tendéncia a que
a variavel SCU apresentasse significancia estatistica na relagdo com a falha de

pega primaria (p=0,063).

TABELA 9- Analise Multivariada Ajustada

VARIAVEL OR IC 95% b

DOADOR NAP 54 120 2276 0,020
TRANSFUSOES 1,03 1,01 1,05 0,003
SCU 3.56 0,93 13,67 0,063

SCU= sangue de cordao umbilical

Os resultados indicaram que um maior numero de transfusdes esta
associado a uma maior probabilidade de falha de pega medular. O valor de
unidades de transfusdes associada a uma maior FP foi de 10 unidades. O
aumento de uma unidade de transfusao previamente ao transplante leva a um

acréscimo de 3% na odds ratio a favor de ndo pega medular.
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4.2 GRUPO 2- FALHA SECUNDARIA DE PEGA OU EVOLUCAO PARA
LEUCEMIA

Este grupo foi composto por 3 pacientes que apresentaram pega
medular e evoluiram para leucemia mieléide aguda (LMA) e 6 pacientes com
falha secundaria de pega. Todos os pacientes receberam MO como fonte de
células com compatibilidade HLA completa.

A mediana de tempo para a evolugao para LMA foi de 325 dias apés o TCTH,
variando de 210 a 519 dias. Todos os pacientes receberam transplantes de
doadores irmaos com ciclofosfamida isolada no regime de condicionamento.
Apenas um deles apresentava sinais de displasia no mielograma inicial e a
citogenética nao apresentou metafases; os outros tinham pancitopenia e
citogenética normal ao diagndstico. Esses pacientes ndo pertenciam a um
grupo especifico de complementacdo. Dois pacientes receberam tratamento
quimioterapico para indugao de remissao e o terceiro foi novamente submetido
a transplante, no entanto todos faleceram por complicagdes infecciosas.

Seis pacientes desse grupo apresentaram falha secundaria de pega com
uma mediana de 456 (156-1098) dias apés o TCTH. Um paciente apresentava
trimossomia do cromossomo 7 na avaliagao do diagndstico, a citogenética dos
demais pacientes era normal. Somente um paciente havia recebido transplante
com doador NAP. Para este caso, o condicionamento foi com ciclofosfamida,
fludarabina e TBI e ele faleceu antes de um novo procedimento ser realizado.
Todos os outros pacientes receberam condicionamento com ciclofosfamida
isolada. Dois pacientes foram transplantados com doadores parentes nao
irmaos (prima e avd) e puderam ser resgatados com um segundo transplante

com os mesmos doadores e encontram-se vivos com um seguimento de 1896
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e 2827 dias. Trés pacientes haviam recebido transplante de irméaos totalmente
compativeis, entretanto 2 faleceram antes da realizagdo de um novo
procedimento, as causas de o6bito foram infeccdo e hemorragia em sistema
nervoso central. O outro paciente realizou um novo transplante e faleceu em
decorréncia de DECH cronica.

A incidéncia cumulativa de falha secundaria de pega/leucemia foi de
3,58% aos 12 meses e 6,39% aos 24 meses. A sobrevida livre de eventos

mediana foi 9 meses e esta representada no grafico a seguir.

GRAFICO 4: Sobrevida Livre de Eventos no Grupo 2
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A analise univariada mostrou que uma maior idade do momento do
transplante (p<0,001), menor contagem de leucécitos ao diagndstico (p=0,021)
e maior numero de transfusdes prévias (p=0,022) estdo associadas a FSP. Na
analise multivariada, esses fatores foram testados e indicaram que pacientes

com mais idade tendem a ter maior probabilidade de pega nado sustentada
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(p=0,063), assim como aqueles com valores mais baixos de leucdcitos totais ao
diagndstico (p=0,091), dados estdo demonstrados na tabela 10.

Independente dessas variaveis, um maior numero de transfusbes (> 10
unidades) esta associado a uma maior probabilidade de pega nao sustentada.
O acréscimo de uma unidade de transfusao leva a um acréscimo de 2% na

odds ratio a favor de pega nao sustentada.

TABELA 10- Analise Multivariada para Falha Secundaria de Pega/Leucemia

VARIAVEL OR IC 95% p

IDADE TMO 110 0.99 121 0,063
LEUCOCITOS* 0.54 0.26 1.11 0,091
TRANSFUSOES 1,02 1,00 1,05 0,032

* Contagem de leucécitos ao diagndstico

4.3 GRUPO 3- PEGA MEDULAR ADEQUADA

Neste grupo estdo os 178 pacientes que apresentaram pega medular
adequada e sustentada. A mediana de pega neutrofilica foi de 19 dias (10-117)
e plaquetaria de 21 dias (12-1807). O grupo foi constituido por doadores
aparentados compativeis em sua maioria e em consequéncia disso, apresentou
duracao de doenca mais curta, niveis hematolégicos mais elevados e menor
namero de transfusées no momento do TCTH. Cinquenta e nove pacientes
receberam TCTH com doadores NAP sendo 21 com SCU. Apenas 3 unidades
de SCU eram totalmente compativeis, todas as outras apresentavam ao menos
uma incompatibilidade HLA. Medula 6ssea foi utilizada em 38 pacientes e 31

eram totalmente compativeis. O regime de condicionamento foi ciclofosfamida
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isolada em 60% dos pacientes, 36% baseado em fludarabina e apenas 7
pacientes receberam TBI.

Oitenta por cento dos pacientes tinham menos de 3 sistemas afetados,
configurando doenca limitada. A citogenética foi normal em 60% da amostra e
59 pacientes (33%) haviam recebido tratamento prévio com andrégenos.

Com relagao a evolugao, 133 pacientes estdo vivos com uma mediana de 779
dias de seguimento (20-7307). Quarenta e quatro pacientes foram a obito,
sendo as principais causas infec¢des (25%), DECH aguda (22%), DECH

cronica (17%) e neoplasias secundarias (17%).

4.4 SOBREVIDA

A sobrevida global dos trés grupos esta apresentada no grafico a seguir.

GRAFICO 5: Sobrevida Global entre os Grupos
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5. DISCUSSAO

Apesar da anemia de Fanconi ser uma doenga genética rara, ao longo
dos ultimos 25 anos, a equipe do Servico de Transplante de Medula Ossea do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFR) acumulou
uma vasta experiéncia no transplante desta enfermidade, estando entre os
principais centros do mundo. Dessa forma, torna-se extremamente importante
a verticalizagdo do conhecimento em pontos pouco estudados na literatura
internacional, como a falha de pega do enxerto. Varios trabalhos citam suas
experiéncias e incidéncias de falha primaria e secundaria de pega, entretanto
os dados existentes do tema na AF s&o ainda mais escassos.

Esse estudo retrospectivo € o primeiro a analisar especificamente os
fatores associados a falha primaria, secundaria e ocorréncia de leucemia
mieldide aguda em pacientes com AF, além de reportar suas evolugdes. Com
um seguimento de 252 meses, a SG dos pacientes com FPP foi de 13,3%, FSP
ou evolugdo para LMA de 22,2% e 53,6% nos pacientes com pega medular
sustentada.

Observou-se que a mortalidade relacionada ao procedimento nos
primeiros 30 dias ainda é elevada em nosso centro, uma vez que 24 pacientes,
10% da amostra, faleceu nesse periodo. Acreditamos que esse fato seja devido
a demora no encaminhamento dos pacientes com AF ao centro de referéncia.
Apesar de 15 pacientes possuirem doadores aparentados, a mediana de idade
no transplante foi de 11,5 anos (5-31), a duracao de doenca foi de 60 meses
(2-159), haviam recebido uma mediana de 50 unidades de transfusdes
sanguineas (2-259), além de neutropenia (mediana 493 x10°u/L) e

plaquetopenia (mediana 12 x10%u/L) severas.
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A ocorréncia de LMA apés o transplante foi um evento raro (1,41%) e
nao esteve associada a mielodisplasia ou alteragcbes citogenéticas prévias. A
evolucao desses pacientes foi muito desfavoravel, pois ndo foram resgatados
com quimioterapia ou novo transplante, tendo 0% de sobrevida global.

Nossos resultados confirmam os dados existentes na literatura sobre as
causas de o6bito nos pacientes com FP, sendo as infecgdes bacterianas e
fungicas as principais responsaveis pelo evento final***°.

Os pacientes com FPP que receberam um segundo transplante com
doadores diferentes apresentaram melhor evolugdo, uma vez que todos os
pacientes transplantados com o mesmo doador evoluiram com FP novamente.
Isso sugere que podem existir fatores intrinsecos do doador, ainda nao
conhecidos, na patogénese da FP. Outro dado observado nos casos com FPP
foi 0 mau progndstico dos pacientes transplantados com SCU, pois somente
um paciente foi resgatado.

Apesar de todos os pacientes com FSP terem recebido transplantes com
compatibilidade HLA completa e apenas um caso com doador NAP, a SG do
grupo ainda foi baixa. Metade do grupo recebeu um segundo transplante com
os mesmos doadores e apresentou pega medular adequada, os outros
pacientes foram a oObito em decorréncia de complicagdes da neutropenia
prolongada.

Os resultados do presente estudo concordam com os encontrados na
literatura, com uma incidéncia cumulativa de falha de pega mais elevada em
pacientes com doadores NAP. A IC de FP foi de 7,63% aos 12 meses e 10,9%
aos 24 meses em transplantes com doadores aparentados e 28,19% com

doadores NAP. Em 1995, Eliane Gluckman e colaboradores reportaram dados
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do IBMTR com 228 pacientes portadores de AF e encontraram uma
probabilidade de FP em 2 anos de 8% para pacientes com doadores
aparentados e 24% para NAP**. Em 2000, Guardiola relatou uma probabilidade
de FP de 19% em 1 ano em transplantes com doadores NAP*°.

Dentre os fatores de risco para a FP a sensibilizagao prévia, seja por
transfusdes ou gestagdes € de amplo conhecimento. Ja em 1989, Champlin
demonstrou uma maior FPP em pacientes com anemia aplastica severa poli
transfundidos, especialmente com mais de 40 transfusées*®. No contexto da AF
com doadores NAP, Guardiola demonstrou uma maior falha de pega
secundaria em pacientes com mais de 20 unidades de transfusdes*. O estudo
atual encontrou que mais de 10 unidades de transfusbes esteve associada a
um maior risco para falha primaria e secundaria de pega. A possivel explicacao
para um menor limite de corte do que o previamente relatado, pode ser a
qualidade dos hemocomponentes transfundidos. Em nosso servigo todos os
hemoderivados sao filtrados, entretanto pacientes oriundos de outros centros
podem ter recebido transfusdes sem filtros, o que causaria uma maior
sensibilizagao a antigenos.

Guardiola também encontrou que doadores do sexo feminino, pacientes
com hemoglobina abaixo de 8g/dl no momento do transplante, com
anormalidades fisicas em membros e positividade para CMV apresentaram
maior FSP na analise univariada. O unico fator que permaneceu com
significAncia na analise multivariada foi o valor de hemoglobina. Também em
transplantes com doador NAP, Wagner e colaboradores relataram que a
auséncia de fludarabina no regime de condicionamento e a presenca de

mosaicismo celular estavam associados a ocorréncia de FP*®. Alguns autores
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referiram que a presenca de células DEB resistentes poderia estar associada a
FP, entretanto nesse estudo de Wagner*®, a presenca da fludarabina no regime
de condicionamento, foi capaz de superar essa resisténcia. Em nosso estudo,
o sexo do doador, valor de hemoglobina, positividade para CMV ou severidade
da doenca nao estiveram relacionados a FP, entretanto encontramos que uma
menor contagem de leucécitos totais ao diagndéstico foi um fator predisponente
para FP secundaria. Os dados de mosaicismo celular ndo puderam ser
avaliados no presente estudo.

Em transplantes de o6rgaos solidos € bem conhecido o papel dos

anticorpos anti- HLA como causadores da FP°***

e recentemente passou-se a
pesquisar essa variavel nos TCTH>>®°, Inicialmente a pesquisa da presenca de
anticorpos anti-HLA era feita por prova cruzada do soro do paciente contra
linfocitos B ou T do doador e foi vista maior incidéncia de FP quando o teste

era positivo. No estudo de Anasetti, a FP foi de 62% nos pacientes com o

)*°.  Com técnicas mais

referido teste positivo e 7% nos negativos (p<0.001
apuradas, foi possivel fazer a deteccdo de anticorpos anti-HLA (AA) e
anticorpos anti-HLA especificos do doador (AED)®. Ciurea e colaboradores
encontraram uma maior incidéncia de FP em mulheres multiparas, com mais
de duas gestacdes, nas quais foram detectados elevados titulos de AED.
Demonstraram ainda, que a presenca de AED, mas nao de AA aleat6rios tém
relagdo com FP®’. Spellman também demostrou que a existéncia de elevados
titulos de AED causaram uma incidéncia de FP de até quatro vezes maior do
que os pacientes sem AA®®. Nos dois estudos citados anteriormente, houve

uma maior frequéncia de anticorpos anti HLA-DP nos casos com FP e os

autores sugerem que esse fator seja considerado na busca de doadores NAP.
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Estudando TCTH com SCU, Takanaski mostrou uma pega neutrofilica e
plaquetaria mais tardia quando havia AED ou AA, do que nos pacientes com
pesquisa de anticorpos negativa®. No presente estudo, a pesquisa de AA foi
realizada em apenas 49 pacientes (23,1% da amostra) e em 15 casos a
pesquisa foi positiva. Apenas um paciente apresentou AED e evoluiu com FPP.
Devido ao pequeno numero de pacientes com a pesquisa de AA realizada, nao
se pbde chegar a uma conclusdo quanto ao seu papel na FP. Nao foram
encontrados estudos na literatura sobre a pesquisa de AA e FP no contexto da
AF.

Ha mais de duas décadas, Anasetti et al mostraram que transplantes
com incompatibilidades HLA tém uma maior chance de FP (12,3%),
comparados com doadores totalmente compativeis (2%). O numero de
incompatibilidades também é importante, com incidéncia de FP de 9% com
uma incompatibilidade HLA e 21% com duas®®. Nossos resultados confirmaram
esse achado, uma vez que transplantes com incompatibilidade HLA tiveram HR
de 3,08 em favor da falha de pega. Disparidades HLA de classe Il néo
parecerem interferir na pega do enxerto, entretanto a presenca de mais de uma
incompatibilidades em classe |, especialmente em C, estdo relacionados a
maior FP%%®",

Em 1983, Storb relatou o baixo niumero de células nucleadas total (CNT)
como sendo um importante fator para FP®2. Atualmente, almeja-se uma
contagem de CNT = 2x10%kg para MO e = 3x10’/kg para SCU, a fim que se
evitar a FP®. Nesse estudo, as medianas de CNT e CD34 foram de
4,49x108/kg e 2,02 x 106/kg, respectivamente e ndo estiveram associadas a

maior incidéncia de FP. Alguns autores sugerem que doadores do sexo
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feminino tenham uma menor contagem de CNT coletadas, e que esse seja o
causador de maior FP e n&o a sensibilizagdo prévia por gestacoes*>®.

Apesar da importante reducdo na DECH nos transplantes com deplegao
de células T, existe uma maior ocorréncia de falha primaria e secundaria de
pega®. Além da reducdo significativa de células CD34 no enxerto depletado,
ha também diminuicdo de células CD3, células B, hematogbneas, mondcitos e
células dendriticas plasmociticas. Alguns autores sugerem que a redugao
desse conjunto de células seria o0 responsavel pela maior FP nos transplantes
com deplecéo de células T°°.

A utilizagao de ciclosporina (CSA) na imunoprofilaxia reduz a ocorréncia
de FP quando comparado ao metotrexato isoladamente®’ e como a CSA foi

utilizada na totalidade dos pacientes deste estudo, este fator ndo pbéde ser

avaliado.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que na populagao avaliada, a falha de
pega esteve associada a idade ao transplante, uso de doadores NAP ou com
incompatibilidades HLA, auséncia de fludarabina no condicionamento, uso
prévio de andréogenos e mais do que 10 unidades de transfusdes antes do
transplante.

A falha primaria de pega foi influenciada pelo niumero de transfusdes
previamente ao transplante e a utilizagdo de doadores nao aparentados. O
maior numero de transfusbes sanguineas também esteve associado a falha
secundaria de pega.

O ano da realizagao do transplante, sexo do doador, status de CMV e
severidade da doenga nao estiveram associados a falha de pega.

A incidéncia cumulativa de falha de pega na amostra estudada foi de
18,9%, sendo mais elevada nos transplantes com doadores nao aparentados
(36,2%) e quando sangue de cordao umbilical foi utilizado (40%).

A sobrevida global foi de 13,3% nos pacientes com falha primaria de
pega e alguns pacientes apresentaram pega medular apds a realizagdo de um
novo transplante com doadores diferentes. Os pacientes com falha secundaria
de pega ou evolugdo para leucemia tiveram sobrevida global de 22,2% e parte

dos pacientes pdde ser resgatada com um novo procedimento.
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