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RESUMO

O resultado do transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) é avaliado por
meio da recuperagdo hematoldgica e da analise do quimerismo. Este estudo tem
como objetivo avaliar os niveis de quimerismo em pacientes com Anemia Aplastica
Severa (AAS) Adquirida com mais de 18 meses de acompanhamento pos-TCTH, que
apresentaram recuperacdo hematolégica parcial ou completa no sangue periférico.
Foram analisados 104 pacientes com AAS transplantados no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parand e monitorados no periodo de 1987 a 2012.
Os pacientes foram divididos em dois grupos, conforme o regime de condicionamento.
Os pacientes do grupo | (n=55) receberam ciclofosfamida (CFA) isolada, 200 mg/Kg de
peso corpoéreo e os do grupo Il (n=49) CFA, 120 mg/Kg de peso corpéreo, associada
ao bussulfano (BUS), 12 mg/Kg de peso corpéreo. Cada grupo foi subdividido de acordo
com os seguintes niveis de quimerismo em relacdo as células do doador: <50%,
entre 51 e 90% e >90%. A analise de quimerismo foi realizada pela amplificacao de
locos VNTRs/STRs com deteccdo dos fragmentos em gel de poliacrilamida e coloragéo
com sais de prata (84 pacientes) até julho de 2009 e apds esse periodo por eletroforese
capilar em Analisador Genético de DNA (20 pacientes). Os niveis de quimerismo foram
correlacionados com as variaveis pré-transplante (idade e sexo do paciente e intervalo
entre o diagnodstico e o TCTH), variaveis do transplante (idade e sexo do doador e
namero de células infundidas) e variaveis pos-transplante (nimero de neutréfilos,
plaquetas e dosagem de hemoglobina apds 18 meses do transplante). A analise
dos resultados mostrou associacdo entre o0s niveis de quimerismo e o0s tipos de
condicionamento empregados (p<0,001). A recuperagao autdloga (quimerismo <50%)
foi encontrada em 36,4% dos pacientes do grupo | e em nenhum dos pacientes do
grupo Il. Quimerismo entre 51 e 90% foi identificado em 11 pacientes (20,0%) do
grupo | e em 5 pacientes (10,2%) do grupo Il. Quimerismo >90% foi mais frequente
no grupo Il (89,8%) quando comparado ao grupo | (43,6%). As caracteristicas pré-
transplante (idade e sexo do paciente e intervalo entre o diagnostico e o TCTH) e do
transplante (idade e sexo do doador) ndo mostraram associacdo ao quimerismo em
nenhum dos grupos. O maior numero de células infundidas mostrou associacdo com
niveis de quimerismo mais elevados nos pacientes do grupo | (p=0,013) e néo
apresentou associacdo nos do grupo Il. A analise multivariada mostrou que o nivel
de quimerismo >90% esta associado ao condicionamento com CFA+BUS (p<0,001) e
ao maior numero de células infundidas (p=0,009). A recuperacdo hematoldgica,
avaliada com base no ultimo hemograma disponivel, mostrou associacado entre o
namero mais elevado de neutrdfilos (p=0,003) e de plaquetas (p<0,001) e maior grau
de quimerismo nos pacientes do grupo |. A dosagem de hemoglobina ndo mostrou
associacdo com o quimerismo nos dois regimes de condicionamento. Este estudo
sugere que o condicionamento com CFA associada ao BUS e 0 maior numero de células
infundidas séo fatores preditivos da evolucédo do enxerto alogénico de células-tronco
hematopoéticas. Os resultados deste estudo reforcam que a recuperacao autéloga
da hematopoese depende da intensidade da imunossupressdo exigida para cada
caso e que a funcdo imunossupressora da CFA isolada pode induzir a regeneracao
hematolégica autdloga.

Palavras-chave: Anemia Aplastica Severa. Transplante de células-tronco
hematopoéticas. Condicionamento. Quimerismo.



ABSTRACT

The outcome of hematopoietic stem cell transplantation is evaluated (HSCT) by
hematologic recovery and chimerism analysis. The aim of this study is to assess the
levels of chimerism in Acquired Severe Aplastic Anemia (SAA) patients with post-
transplant follow up of 18 months or more, and that have showed partial or complete
hematologic recovery in peripheral blood. A total of 104 SAA patients transplanted at
the Hospital de Clinicas of the Universidade Federal do Parana and monitored from
1987 to 2012 were analyzed. Patients were divided into two groups on the basis of
the conditioning regimen. Group | (n=55) received only cyclophosphamide (CY) at
200mg/kg of body weight, while those of group Il (n=49) received CY at 120mg/kg of
body weight associated with busulfan (BUS) at 12mg/kg of body weight. Each group
was then subdivided according to the following levels of chimerism in relation to the
donor’s cells: £50%, from 51 to 90%, and >90%. Chimerism analysis was performed by
amplification of VNTR/STR loci followed by detection of fragments in polyacrylamide
silver stained gels (84 patients) until July of 2009 and, from then on, by capillary
electrophoresis in DNA Genetic Analyser (20 patients). Levels of chimerism were
correlated to pre-transplant (patient’s age, sex, and time elapsed from diagnosis to
HSCT), transplant (donor’s age, sex, and number of infused cells) and post-transplant
(number of neutrophils and platelets, and hemoglobin levels from18 months on after
transplant) variables. Data analysis showed an association between the levels of
chimerism and the different conditioning regimens (p<0.001). Autologous recovery
(chimerism <50%) was achieved by 36.4% of patients from group | and by none of
those from group Il. Chimerism ranging from 51 to 90% was identified in 11 patients
(20.0%) from group | and in 5 patients (10.2%) from group Il. Levels of chimerism
>90% were more frequent in group Il (89.8%) than in group | (43.6%). Pre-transplant
(patient’s age, sex, and time elapsed from diagnosis to HSCT) and transplant (donor’s
age and sex) characteristics did not show association with chimerism in either one of
the groups. The largest number of infused cells showed association with higher levels
of chimerism in patients from group | (p=0.013), but not with those in group II.
Multivariate analysis indicated that the chimerism level >90% is associated with the
conditioning regimen CY+BUS (p<0.001) and with the highest number of infused cells
(p=0.009). Hematologic recovery evaluated on the basis of the last available blood
count indicated an association of the largest number of neutrophils (p=0.003) and
platelets (p<0.001) with the highest level of chimerism in patients from group |I.
Hemoglobin levels did not show any association with chimerism in either one of the
groups. This study suggests that the conditioning regimen with CY and BUS as well
as the highest number of infused cells are predictive factors of the establishment of
hematopoietic stem cell allogeneic graft. The results of this study corroborate that
hematopoietic autologous recovery relies on the intensity of immunosuppression
needed for each case, and that the immunosuppressive function of CY alone can
induce autologous hematologic recovery.

Keywords: Severe Aplastic Anemia. Hematopoietic stem cell transplantation.
Conditioning regimen. Chimerism.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A Anemia Aplastica (AA) é uma doenca rara e heterogénea caracterizada por
pancitopenia no sangue periférico, associada a uma medula 6ssea (MO) hipocelular e
sem evidéncia de infiltracdo neoplasica, mieloproliferativa ou fibrose, cujos primeiros
sintomas incluem fadiga, fraqueza, hemorragias de gengiva, pele, nariz e trato
gastrointestinal devido a trombocitopenia (WINTROBE; LEE, 1993; KEOHANE, 2004;
PASQUINI; BITENCOURT; MEDEIROS, 2013).

A principal causa de morte da doenca séo as infec¢des fungicas; no entanto
hemorragias, evolugcdo para doengas clonais (sindrome mielodisplasica, leucemia,
hemoglobindria paroxistica noturna) e sobrecarga de ferro transfusional sdo outras
causas de morbidade e mortalidade (BRODSKY et al., 2010).

O primeiro relato sobre faléncia medular foi realizado em 1888 por Paul
Erlich, que descreveu o caso de uma mulher jovem com anemia grave, de evolucéo
rapida e que foi a O6bito em decorréncia da doenca. O quadro descrito evidenciou
anemia severa, sangramento na pele, retina e febre alta (WINTROBE; LEE, 1993;
YOUNG; ALTER, 1994).

No inicio dos anos 50, o0 termo AA passou a ser usado nos casos caracterizados
por pancitopenia e hipoplasia medular, sem outra evidéncia de doenca primaria
capaz de produzir uma supressao do tecido hematopoético. Posteriormente, passou a
ser empregado quando a medula apresentava-se hipocelular e substituida por tecido
adiposo (JANDL, 1987; WINTROBE; LEE, 1993; YOUNG, 2002; KEOHANE, 2004).



19

1.2 ASPECTOS CLINICOS DA ANEMIA APLASTICA

1.2.1 Incidéncia

A incidéncia da AA varia geograficamente de dois a seis casos por milhdo
de habitantes/ano. O maior trabalho epidemiolégico existente foi realizado na Europa
e em lIsrael no inicio da década de 1980 pelo International Aplastic Anemia and
Agranulocytosis Study. Foi analisado um total de 112 milhdes de pessoas e
identificados 208 casos da doenca, tendo uma incidéncia global de 2 casos/10°
habitantes/ano. Esse trabalho mostra que a ocorréncia € maior em mulheres (2,3
casos/10%ano) que em homens (1,2 casos/10%/ano) (KAUFMAN et al., 1996). Outro
estudo realizado na Tailandia mostrou uma incidéncia de 3,7 casos/10° habitantes/ano
na regiao de Bangkok (ISSARAGRISIL et al., 1991). No Brasil, no Estado do Parana,
foi encontrada uma incidéncia de 2,4 casos/10° habitantes/ano e em Curitiba, de
2 casos/10° habitantes/ ano (MALUF et al., 2002).

1.2.2 Etiologia

A Anemia Aplastica € um grupo heterogéneo de doencas que podem ser
causadas por agentes fisicos ou quimicos, drogas e agentes virais como resultado
da acdo direta ou mediadas por um mecanismo imune. No Quadro 1 encontram-se
relacionadas algumas das possiveis causas da AA (YOUNG; ALTER, 1994; PASQUINI,
2009).

TOXICIDADE DIRETA CAUSAS MEDIADAS POR MECANISMO IMUNE
= Causas iatrogénicas: = Causas iatrogénicas:
- Irradiacéo e quimioterapia - Doencga do enxerto contra hospedeiro
- Benzeno = Fasciite eosinofilica associada a hepatite
= Metabdlitos intermediarios de drogas comuns = Gestacdo
= Metabdlitos de algumas drogas comuns associada
a hemoglobindria paroxistica noturna
= |diopética: 70 a 80%

QUADRO 1 - CLASSIFICACAO ETIOLOGICA DA ANEMIA APLASTICA ADQUIRIDA
FONTE: Pasquini (2009)
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1.2.3 Fisiopatologia

Os possiveis mecanismos envolvidos na patogenia da AA incluem lesao
intrinseca da célula-tronco hematopoética, supressdao imune da hematopoese,
perturbacdes do microambiente da MO, mutagdes no gene da telomerase e encurtamento
telomérico (NISSEN-DRUEY, 1989; CALADO; YOUNG, 2008; ZHAO et al., 2013).

Décadas atras, a partir da recuperacdo da hematopoese em pacientes que
tiveram falha do enxerto apés o transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH),
inferiu-se que esse processo era devido a um mecanismo imunolégico para AA,
sendo que a recuperacdo autdloga (RA) de células sanguineas foi creditada ao regime
de condicionamento. A capacidade de resposta da AA para terapias imunossupressoras
continua sendo a melhor evidéncia para uma fisiopatologia imunoldgica (YOUNG;
MACIEJEWSKI, 1997).

Muitos dados laboratoriais suportam a hipotese de que, na maioria dos pacientes
com AA, os linfécitos séo responsaveis pela destruicdo das células hematopoéticas
no compartimento medular (YOUNG, 2002). Alguns experimentos mostram que 0sS
linfocitos T suprimem a hematopoese ao produzirem fatores inibitorios, que foram
identificados como interferon gama (INFy) e fator de necrose tumoral (TNF). A deteccao,
por citometria de fluxo, de INFy intracelular em amostras de pacientes pode estar
relacionada com a capacidade de resposta a terapia imunossupressora e pode prever a
recaida da doenca (TONG et al., 1991; SELLERI et al., 1995; YOUNG; MACIEJEWSKI,
1997; SLOAND et al., 2002).

1.2.4 Classificacao

A Anemia Aplastica pode ser etiologicamente classificada em adquirida ou
constitucional. Nao havendo evidéncia de fatores inatos que possam predispor ao
seu desenvolvimento é considerada adquirida. Estas podem ser de origem idiopatica
ou decorrente de radiacfes ionizantes, agentes quimicos, drogas, infeccdes virais,

doencas imunes e gravidez. Quando existe associagcao a determinadas doencas
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genéticas, congénitas ou familiares, é classificada como constitucional. A forma mais
frequente da anemia constitucional € a Anemia de Fanconi, que na maioria dos
casos é uma doenca autossOmica recessiva (YOUNG; ALTER, 1994; MONTANE et al.,
2008; PASQUINI; BITENCOURT; MEDEIROS, 2013).

A Anemia Aplastica é classificada quanto a sua gravidade em moderada,
severa ou muito severa. Os critérios hematologicos para definir a Anemia Aplastica
Severa (AAS) compreendem a presenca de dois ou trés dos seguintes parametros no
sangue periférico: neutréfilos <500/uL, plaquetas <20.000/uL e contagem de reticuldcitos
corrigida <1% na presenca de anemia, 0s quais devem estar associados a celularidade
da MO inferior a 30% (moderadamente hipocelular) ou 20% (intensamente hipocelular).
A forma muito severa € aquela que apresenta neutrofilos <200/ulL, enquanto a forma
moderada ndo atinge os valores acima discriminados (CAMITTA et al., 1979;
BACIGALUPO et al., 1988; DEZERN; BRODSKY, 2011; PASQUINI; BITENCOURT;
MEDEIROS, 2013).

1.3 TRATAMENTO DA ANEMIA APLASTICA SEVERA

Os principais tratamentos para AAS incluem o TCTH alogénico e a terapia
imunossupressora com globulina antitimocitica (GAT), globulina antilinfocitica (GAL),
ciclosporina-A (CSA) e corticoesterdides (BACIGALUPO et al., 2000; FRICKHOFEN et al.,
2003; LOCASCIULLI et al., 2007; PEINEMANN et al., 2011; PASQUINI; BITENCOURT;
MEDEIROS, 2013). A escolha da terapia é baseada na gravidade da doenca, na idade
do paciente e na disponibilidade de doador compativel quanto aos antigenos
leucocitarios humanos (HLA - Human Leukocyte Antigen).

A estimativa de sobrevida livre de eventos apds cinco anos do TCTH ou a da
terapia imunossupressora € baseada na gravidade da doenca e na idade do
paciente. Pacientes jovens com baixa contagem de neutrofilos tem uma vantagem
significativa ao realizarem o TCTH, enquanto os pacientes de idade avancada e
contagem alta de neutrofilos apresentam melhores resultados com o tratamento
imunossupressor (ARMAND; ANTIN, 2007; BACIGALUPO, 2008).

O tratamento ideal para pacientes com AAS deveria apresentar baixo nivel

de toxicidade, capacidade de restaurar a hematopoese sem dependéncia de longas
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terapias e eliminar o risco de doencas clonais tardias, como a Hemoglobinuria
Paroxistica Noturna (HPN) e a Sindrome Mielodisplasica (MDS). Assim, decisfes
relacionadas ao tratamento devem ser baseadas na toxicidade precoce e
complicagdes tardias da doenca (SOCIE et al., 2000; DEZERN; BRODSKY, 2011).

1.3.1 Terapia imunossupressora

A terapia imunossupressora € recomendada para pacientes que nao
encontram doador irmdo HLA compativel ou ndo sdo candidatos elegiveis para o
TCTH (MARSH et al., 2009; BRODSKY et al., 2010; DEZERN; BRODSKY, 2011). O regime
imunossupressor composto de GAT e CSA induz a uma resposta hematopoética em
60 a 70% dos pacientes e a probabilidade de sobrevida em cinco anos varia de 60 a
85%. Todavia, mais de 40% dos pacientes eventualmente recaem e um adicional de
10 a 40% desenvolvem uma doenca clonal secundaria. Uma vantagem do TCTH
sobre o tratamento imunossupressor € uma reducdo acentuada tanto do risco de
recaida como a evolucdo tardia para uma doenca clonal como a MDS e a HPN
(FRICKHOFEN et al., 2003; ROSENFELD et al., 2003; MACIEJEWSKI; RISITANO, 2005;
BRODSKY et al., 2010; DEZERN; BRODSKY, 2011).

O Servico de Transplante de Medula Ossea (STMO) do Hospital de Clinicas
(HC) da Universidade Federal do Parana (UFPR), em virtude do suprimento irregular
da GAT no Brasil, iniciou em 1989 um protocolo que combinava CSA e prednisona,
com o intuito de proporcionar um tratamento adequado aos portadores de AAS sem
doador HLA compativel ou que ndo apresentavam condicdes clinicas para submeter-se
ao TCTH (BITENCOURT, 1998). Apds 20 anos de experiéncia utilizando esse protocolo,
Medeiros (2011) demonstrou que a incidéncia de evolucéo clonal foi menor quando
comparada aos resultados da literatura com pacientes submetidos a combinacéo de

CSA e GAT.
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1.3.2 Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas

InUmeros avancgos possibilitaram que o TCTH fosse realizado entre individuos
histocompativeis, e esse procedimento tem sido efetivo na reconstituicdo da
hematopoese normal em pacientes com desordens malignas e nao malignas
(DUFOUR et al., 1999; KHAN; AGARWAL; AGRAWAL, 2004).

Jan van Rood (1958) e Jean Dausset e colaboradores (1965) (citados por
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011) descobriram as moléculas do sistema HLA que s&o
codificadas por genes localizados no complexo principal de histocompatibilidade
humano. Esses genes de acentuado polimorfismo codificam um namero elevado de
proteinas HLA, que por serem aloantigenos potentes sao considerados os fatores
genéticos mais importantes na rejeicdo ou na pega de tecidos enxertados.
O desenvolvimento de métodos de tipificacdo HLA possibilitou a identificacdo das
variantes alélicas destes genes e, consequentemente, a selecdo de doadores HLA
compativeis para os pacientes com indicacdo de TCTH (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011; PEREIRA; PASQUINI, 2013).

Uma alternativa de cura para a maioria dos pacientes com AAS é o TCTH
com doador irmédo HLA compativel. Transplante com doador ndo aparentado e com
alguma incompatibilidade também constitui uma alternativa potencial de cura para a
doenca, mas € reservado para uma terapia de segunda linha, devido seu grau de
morbidade e mortalidade (BRODSKY et al., 2010; DEZERN; BRODSKY, 2011; WANG
et al., 2013).

O primeiro transplante de medula éssea (TMO) da Ameérica Latina em
paciente portador de AAS foi realizado pelo STMO do HC-UFPR em 1979, que a partir
dessa data tornou-se referéncia para o tratamento da doenca.

Varios fatores que influenciam na sobrevida apds o TCTH ja foram descritos,
dentre os quais: idade do receptor, sexo do doador, intervalo entre o diagndstico e o
transplante, infeccdes graves antes do transplante, numero de transfusdes prévias,
tipo de condicionamento, niumero de células infundidas e tipo de imunoprofilaxia
para a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (STORB; PRENTICE; THOMAS,
1977; GLUCKMAN et al., 1992; KIM et al., 2003; GEORGE et al., 2007). Os resultados
com TCTH alogénico sdo melhores em criangas, comparado aos adultos especialmente

naqueles com idade acima de 40 anos, devido as complicacbes provenientes da
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DECH (BRODSKY et al., 2010). Mais de 90% dos pacientes alcancam a cura definitiva
guando recebem menos de 15 transfusdes e quando o tempo entre o diagndstico e o
transplante € inferior a dois meses (PASQUINI, 1991).

1.3.2.1 Condicionamento

Nos TCTH alogénicos sdo empregados regimes de condicionamento
convencionais ou mieloablativos, de intensidade reduzida e os ndo mieloablativos.
Regimes mieloablativos produzem profunda pancitopenia e mieloablacdo e necessitam
de suporte de células-tronco para resgatar a funcdo medular. Regimes nao
mieloablativos produzem minima citopenia e ndo requerem suporte de células-tronco.
Condicionamento de intensidade reduzida & uma categoria intermediaria de regime
gue nao preenche os critérios de regimes mieloablativos ou ndo mieloablativos
(BACIGALUPO et al., 2009).

Condicionamentos mieloablativos incluem combinacbes de agentes
guimioterapicos em altas doses, como ciclofosfamida (CFA) e bussulfano (BUS),
associados ou ndo a radioterapia corporal, com a finalidade de: 1) destruir as células
tumorais permitindo a cura da doenca de base; 2) criar espaco na MO para que ocorra o
enxerto das células-tronco hematopoéticas; 3) destruir o sistema imunolégico. Na AA
e em outras doencas autoimunes apenas a ultima funcdo € necessaria para se obter
sucesso no transplante (VOLTARELLI; STRACIERI, 2000).

O BUS é um agente alquilante comumente utilizado como parte do regime de
condicionamento como um agente mieloablativo, embora possua limitada atividade
imunossupressora. A combinacdo da CFA e BUS resulta na erradicacdo efetiva da
MO do receptor e supressao da resposta imune, permitindo assim a pega do enxerto
(SANTOS, 1993; DULLEY et al., 2004).

Em 1972 pesquisadores relataram o primeiro TCTH bem-sucedido em um
paciente com AA usando altas doses de CFA como condicionamento (THOMAS et al.,
1976). Posteriormente, relatos de RA sugeriram que a CFA em altas doses pode ser
eficaz para o tratamento da AAS (BRODSKY; SENSENBRENNER; JONES et al., 1996;
DEZERN et al., 2011).
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Doses elevadas de CFA sem suporte de células-tronco podem induzir a
remissao duravel em uma doenca autoimune como AAS (BRODSKY; SENSENBRENNER,;
JONES, 1996). Contudo, a maior toxicidade é a neutropenia prolongada e
concomitante suscetibilidade as infec¢des, resultando em um aumento significativo do
namero de transfusdes e maior tempo de internacdo e administracao de antibiéticos
(TISDALE et al., 2000; BRODSKY et al., 2001; YOUNG; CALADO; SCHEINBERG, 2006).

O metabolismo da CFA é responsavel por sua toxicidade contra o sistema
imune sem danificar as células-tronco hematopoéticas. O principal mecanismo da
desintoxicacdo da CFA parece ser a inativacdo de seus metabdlitos pela enzima
aldeido desidrogenase (ALDH) (KOLLANDER; SLA, 2002). Células com alto potencial
proliferativo, tal como as células-tronco hematopoéticas, sao relativamente resistentes
a CFA devido a expressao de altos niveis de ALDH (HILTON, 1984). Os linfécitos tém
baixo nivel de ALDH e s&o rapidamente destruidos por altas doses de CFA. Portanto,
doses elevadas de CFA séo altamente imunossupressoras, mas nao mieloablativas,
permitindo que as células-tronco hematopoéticas reconstituam a hematopoese
(BRODSKY et al., 2010).

O namero de transfusfes € a variavel de maior importancia no que se refere
a sobrevida e a rejeicdo do enxerto apos o TCTH. Inicialmente, no STMO-HC-UFPR
os regimes de condicionamento se constituiam na administracdo de CFA 200 mg/kg
de peso corporeo dividida em quatro doses. Posteriormente, demonstrou-se que 0s
pacientes que receberam mais de 15 transfusfes prévias apresentaram maior indice
de rejeicdo e consequentemente uma sobrevida mais baixa quando comparados
aqueles que receberam menos transfusfes. A partir de 1991 foi introduzido a esse
grupo de pacientes a combinacdo de CFA 120 mg/kg de peso corpoéreo dividido em
duas doses e BUS 12 mg/kg de peso corporeo dividido em 16 doses. Com essa

associacao houve reducéo acentuada do indice de rejeicdo (PASQUINI, 1991).

1.3.2.2 Complicacfes poOs-transplante

As principais complicacdes referentes a morbidade e a mortalidade

compreendem as infeccdes, a rejeicdo e a DECH.
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A rejeicao pode ocorrer precocemente, sendo designada como falha primaria
de pega, ou apos a recuperacdo hematopoética, caracterizada como rejeicao tardia.
Pode-se reverter a rejeicédo tardia pela reintroducdo da imunossupressdo ou pelo
retransplante. Tais medidas néo se aplicam a rejeicdo precoce com 0 mesmo éxito
(PASQUINI; BITENCOURT; MEDEIROS, 2013).

Um problema comum em pacientes politransfundidos é o desenvolvimento
da aloimunizacdo, gerando anticorpos anti-HLA contra as células do doador, o que
pode resultar em um aumento do risco de rejeicdo do enxerto apés o TCTH alogénico.
Considerando-se que o tratamento de suporte fundamenta-se na reposicdo de
plaguetas e hemécias e na prevencdo e no controle das infec¢bes, aconselha-se
gue 0s componentes sanguineos sejam irradiados para prevenir a DECH associada
a transfusdo e filtrados para reduzir a incidéncia de infeccdo viral e prevenir a
aloimunizacdo (MARSH et al., 2009; PASSWEG; MARSH, 2010; DEZERN; BRODSKY,
2011; PASQUINI; BITENCOURT; MEDEIROS, 2013).

Apesar das complicacdes que podem ocorrer, 0 TCTH alogénico com doador
HLA compativel continua sendo a terapia mais apropriada para criancas e adultos
jovens com AAS. Isso restaura a hematopoese em menos de quatro semanas e leva
a cura da doenca em mais de 80% dos casos (PASSWEG et al., 1997; DEZERN;
BRODSKY, 2011).

O resultado do transplante é avaliado por meio da recuperacdo hematoldgica
e pela analise do quimerismo, a qual fornece informacdes sobre a recuperacao

hematopoética do paciente, que pode ser autéloga, alogénica ou quimeérica.

1.4 ANALISE DE QUIMERISMO

O termo quimerismo deriva da palavra quimera, que na mitologia grega é
utilizada para designhar uma criatura que apresenta uma cabeca de ledo, corpo de
cabra e cauda de serpente (ROSE, 2005). Em medicina o termo quimera € usado para
designar um individuo cujas células derivam de dois ou mais individuos geneticamente
distintos. Esse evento pode ocorrer naturalmente por meio de transferéncia materno-
fetal, transfusdo de sangue ou apds o TCTH (DEERLIN; WILLIAMS, 2007).
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Com a evolugcdo dos procedimentos adotados no TCTH, que incluem
transplante ndo mieloablativo, deplecéo de linfécitos do doador e infusdo de linfécitos
do doador (DLI), tornou-se imprescindivel detectar o grau exato do quimerismo em
pacientes apds o transplante. Isso auxilia na escolha da terapia a ser adotada para
manter o enxerto, como também a induzir a remissdo em pacientes com recaida da
doenca (KHAN; AGARWAL; AGRAWAL, 2004; LAWLER et al., 2009).

1.4.1 Métodos de deteccdo do quimerismo

Analises moleculares de quimerismo sao utilizadas para monitorar os niveis
de células do doador e do receptor apés o TCTH (BADER et al., 2005). O principio
basico para deteccdo do quimerismo reside na habilidade de distinguir diferencas
entre doador e receptor utilizando marcadores genéticos polimorficos ou seus produtos
(KHAN; AGARWAL; AGRAWAL, 2004; KRISTT et al., 2005). Muitos métodos tém sido
desenvolvidos para analise de quimerismo, incluindo a fenotipagem de células
vermelhas, tipagem HLA, polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo
(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) e citogenética convencional.
Esses métodos foram superados pela hibridizacao in situ com fluorescéncia (FISH) e
por outros métodos moleculares mais informativos, sensiveis, robustos e rapidos.
Alguns baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) utilizam marcadores com namero variavel de repeticbes em tandem (VNTR
- Variable Number of Tandem Repeats) ou repeticbes curtas em tandem (STR - Short
Tandem Repeats), e outros sdo fundamentados na PCR em Tempo Real (GIL;
JEFFREYS; WERRETT, 1985; DURNAM et al., 1989; WEBER; MAY, 1989; NAJFELD
et al., 1997; ALIZADEH et al., 2002; BADER et al., 2005; DEERLIN; WILLIAMS, 2007;
KRISTT et al., 2007).

A amplificacdo de marcadores VNTRs/STRs que se encontram dispersos por
todo o genoma tornou-se, nos ultimos anos, 0 método de escolha para determinacao
do estado de quimerismo. Os marcadores VNTRs/STRs consistem em sequéncias do
DNA gue sao repetidas em numero variavel de vezes dentro de um loco genético.
Ostermos VNTR e STR se referem aos locos minissatélites e microssatélites,

respectivamente, e sao classificados de acordo com o numero de pares de base das
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sequéncias repetidas em tandem (DEBRAUWERE et al., 1997; MOSSALLAM; SMITH;
McFARLAND, 2005). Os locos VNTRs apresentam 8-80 pares de bases na unidade
repetitiva, enquanto os locos STRs apresentam 2-7 pares de bases. Esses locos ja
foram identificados em diversas partes do genoma, e suas variantes alélicas, herdadas
em cromossomos autossémicos por segregacdo mendeliana codominante, diferem
guanto ao numero de repeti¢cdes presentes. As sequéncias repetitivas sdo flanqueadas
por regides conservadas que permitem a sintese de pares de primers, possibilitando
a amplificacdo dos locos VNTRs/STRs pela PCR. A diferenga entre os alelos é
observada pela variacdo quanto ao tamanho dos fragmentos de amplificacdo gerados
(GASPARINI et al., 1989; DEERLIN; WILLIAMS, 2007).

A amplificacdo de marcadores VNTRs pela PCR apresenta a desvantagem da
amplificacéo preferencial de fragmentos menores. Atualmente, o método padr&o para
testes de identificacdo humana reside na amplificagcdo de marcadores STRs, por serem
facilmente amplificados pela PCR sem apresentarem os problemas de amplificacéo
preferencial. Isso é devido ao fato de os dois alelos serem semelhantes em tamanho
no individuo heterozigoto, uma vez que o tamanho da repeticdo € pequeno. Um dos
inconvenientes desse método € o aparecimento de bandas stutter que podem
interferir na andlise de quimerismo. Essas bandas séo artefatos da PCR que surgem
por deslizamento da enzima Taq polimerase durante o processo de amplificacéo
in vitro. Tais artefatos sdo percebidos no eletroferograma como picos com uma
unidade de repeticdo a menos que o alelo verdadeiro e compreendem de 5 a 10% da
sua area (WALSH; FILDES; REYNOLDS, 1996; BUTLER, 2001; HASSAN; BONAMINO;
RENAULT, 2009; MOSSALLAM; SMITH; McFARLAND, 2005).

O exame de analise de quimerismo é realizado em sangue periférico ou MO,
com ou sem a separacao das diferentes linhagens celulares. A sensibilidade do método
escolhido apresenta impacto no resultado do quimerismo. Métodos que empregam
marcadores VNTRs/STRs apresentam sensibilidade de 1 a 5%, porém quando
utilizados em subpopulagdes celulares aumentam consideravelmente a sensibilidade
para 0,1 a 0,001% (CHALANDON et al., 2003; LION, 2003; SCHRAML et al., 2003;
LAMBA et al., 2004; THIEDE; BORNHAUSER; EHNINGER, 2004; BADER et al., 2005).

A analise dos marcadores VNTRs/STRs € realizada para o monitoramento de
pacientes submetidos ao TCTH, para confirmar a identidade genética de gémeos
idénticos e para detectar células materno-fetais em pacientes com Sindrome de

Imunodeficiéncia Combinada Severa (SMITH et al., 2004).
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1.4.2 Niveis de quimerismo

Varios termos sdo utilizados para descrever quimerismo pos-transplante.
"Quimerismo completo" se refere a completa reconstituicdo hematopoética do paciente
com células oriundas do doador. Em contraste, quando ambas as células do receptor
e do doador estdo presentes no compartimento medular do paciente, tem-se o
"quimerismo misto". Ocorre "auséncia de quimerismo" se somente as células do
receptor estiverem presentes, indicando que houve uma recuperacdo autdloga da
MO. O grau quimérico das fragBes celulares, como linfécitos T ou linfocitos B, &
chamado de "quimerismo em subpopulacdo". E denominado "quimerismo de split"
ou quimerismo seletivo quando ocorre a presenca de quimerismo completo em uma
ou mais fracdes celulares e quimerismo misto ou auséncia de quimerismo em outra
fracdo celular (ANTIN et al., 2001; KHAN; AGARWAL; AGRAWAL, 2004; DEERLIN;
WILLIAMS, 2007; OZYUREK et al., 2008; GINEIKIENE; STOSKUS; GRISKEVICIUS, 2009).

Acreditava-se que uma hematopoese completa do doador seria essencial
para manter a pega do enxerto apos o TCTH alogénico. No entanto, nas ultimas
décadas, tornou-se evidente que as células do paciente e do doador podem coexistir
no receptor apos o transplante. Isso tem demonstrado que a evolugcdo do quimerismo
pos-transplante € um processo dinamico. Sendo assim, pacientes com gquimerismo
completo no pés-transplante em um determinado periodo de tempo podem evoluir
para quimerismo misto ou vice-versa. Em pacientes com quimerismo misto o grau de
células autélogas pode aumentar ou diminuir. Esses pacientes sao referidos como
tendo quimerismo misto em elevacao ou decréscimo (BADER et al., 1996; LIESVELD;
ROTHBERG, 2008; GINEIKIENE; STOSKUS; GRISKEVICIUS, 2009).

1.4.3 Recuperacdo hematopoética autéloga

Apbs o TCTH pode ocorrer uma recuperacao hematopoética autéloga com
normalizacdo da contagem hematologica (HOELLE et al., 2004). A RA foi inicialmente
descrita por Thomas et al. (1976) e em seguida por Storb et al. (1987), que relataram

longa sobrevida em um grupo de pacientes politransfundidos e submetidos a
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um segundo TCTH devido a recaida da doenca. Esses autores sugeriram que 0
segundo regime de condicionamento, utilizando CFA+GAT, pode ter aumentado a
imunossupressao e favorecido a RA.

Nas doencas malignas ou ndo malignas, durante a fase de pega, recomenda-se
a realizacao da andlise de quimerismo em pequenos intervalos de tempo. Isso permite
uma intervengcdo oportuna quando o status do quimerismo apresenta alteragbes
(BADER et al., 2005). A RA apGs o TCTH para pacientes portadores de AAS somente
pode ser determinada se analises sequenciais de quimerismo forem realizadas
(SPECK et al.,, 1979; HINTERBERGER et al., 1987; HOELLE et al., 2004; LAWLER
et al., 2009).

1.4.4 Impacto do regime de condicionamento no quimerismo

O condicionamento mieloablativo comumente erradica as células
hematopoéticas do paciente e resulta em um quimerismo completo do doador.
A deteccao de pequenas quantidades de quimerismo misto evidencia a presenca de
células remanescentes do receptor, que pode representar células normais ou malignas
(DEERLIN; WILLIAMS, 2007; OZYUREK et al., 2008). Regimes de condicionamento
ndo mieloablativos tém sido cada vez mais utilizados em pacientes com doencas
hematoldgicas, que ndo sao considerados candidatos ao TCTH convencional, devido
a idade ou aos fatores clinicos, e frequentemente resultam em quimerismo misto
(BARON; SANDMAIER, 2006). Contudo, a ocorréncia de quimerismo misto nao
significa necessariamente que ocorrera rejeicdo do enxerto. O quimerismo pode evoluir
tanto para uma recuperacdo alogénica quanto autéloga. Quando regimes de
condicionamento menos intensos, como CFA isolada, sao utilizados, a presenca de
células autbélogas apds o TCTH é esperada (HUSS et al., 1996; LAWLER et al., 2009).

Na maioria das doencas ndo malignas, tais como hemoglobinopatias,
imunodeficiéncias e sindromes de falha medular, o quimerismo completo ndo é
requerido para reversao ou cura da doenca de base (ANTIN et al., 2001).

Em pacientes com AAS o TCTH geralmente é realizado usando regime de

condicionamento ndo mieloablativo, portanto o quimerismo misto € comumente



31

encontrado. Os niveis de quimerismo misto podem variar durante o tempo de
acompanhamento sem qualquer intervencao especifica (BADER et al., 2005).

Enquanto regimes ndo mieloablativos tém sido associados a toxicidade
reduzida em comparagéo com o regime de condicionamento mieloablativo convencional,
a rejeicao do enxerto, a DECH e a recaida da doenca continuam sendo um problema
significativo (LOUGHRAN; STORB, 1990; BARON; SANDMAIER, 2006).

1.4.5 Importancia da andlise de quimerismo na clinica

A interpretacéo da analise do quimerismo depende do tipo de TCTH realizado
e da doenca de base. Quimerismo pos-transplante é afetado pela quantidade de
qguimioterapia pre-transplante, intensidade do regime de condicionamento e conteudo
celular do enxerto (KHAN; AGARWAL; AGRAWAL, 2004; DEERLIN; WILLIAMS, 2007;
TALWAR et al., 2007).

A realizacdo da analise de quimerismo pos-transplante pode auxiliar na
identificacdo precoce do risco de rejeicdo do enxerto para pacientes com AAS, bem
como para outras doencas malignas e nao malignas, e revela interacbes
imunologicas entre doador e receptor, fornecendo informacdes importantes para
intervencdes terapéuticas (LAWLER et al., 2009).

Alguns autores utilizam os resultados do quimerismo como um guia para
introducéo da terapia com DLI (THIEDE et al., 1999; DEERLIN; WILLIAMS, 2007; LION
et al., 2012). Como o quimerismo completo normalmente é necessario para controlar
doencas malignas, a DLI é utilizada para conversdo do quimerismo misto em quimerismo
completo e para aumentar o efeito do enxerto versus leucemia (GARDINER et al.,
1998; SPITZER, 2000; BADER et al., 2005). O quimerismo misto é relacionado com o
aumento do risco de recaida em pacientes com leucemia aguda. O quimerismo com
baixos niveis de células CD3+ e de células Natural Killer é correlacionado com
aumento do risco de rejeicao do enxerto. Todavia, a presenca de quimerismo misto é
associada com a diminuicao da incidéncia da DECH (OZYUREK et al., 2008).
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Considerando-se que o principal objetivo do acompanhamento pds-transplante
€ predizer eventos negativos, como a recaida da doenca, rejeicdo do enxerto e a
DECH, a analise de quimerismo tornou-se essencial para identificar e predizer o
sucesso ou a falha do TCTH (KHAN; AGARWAL; AGRAWAL, 2004; DEERLIN; WILLIAMS,
2007; TALWAR et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de quimerismo em pacientes com AAS adquirida, submetidos
ao TCTH com doador aparentado precedidos de diferentes regimes de condicionamento,
com mais de 18 meses de acompanhamento e que apresentavam recuperacao

hematoldgica parcial ou completa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Correlacionar os niveis de quimerismo com os diferentes regimes de
condicionamento.

= Correlacionar os diferentes niveis de quimerismo com as caracteristicas
do pré-transplante e do transplante, para identificar fatores que possam
predizer a evolucdo do enxerto alogénico de células-tronco hematopoéticas.

= Correlacionar os niveis de quimerismo com 0s niveis hematimétricos em

sangue periférico apos 18 meses do TCTH.
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3 CASUISTICA E METODOS

O STMO do HC da UFPR, implantado no ano de 1979, realizou 516 transplantes
em pacientes portadores de AAS até outubro de 2011. Dos 516 pacientes 465 foram
transplantados apos a introducdo da CSA (1986) na imunoprofilaxia pds-transplante,
sendo que 432 transplantes foram realizados com doadores aparentados e 33 com
doadores nédo aparentados. Dentre os aparentados, 191 pacientes foram condicionados
com CFA isolada e a partir de 1992, devido a observacéo prévia de alto indice de
rejeicdo em pacientes com mais de 15 transfusdes, introduziu-se a combinacao de
CFA+BUS para tentar reduzir esta complicacdo. Cento e noventa e trés pacientes
foram condicionados com CFA associada ao BUS e 48 receberam outros
condicionamentos. Dos 384 pacientes tratados com CFA isolada e CFA+BUS 119
foram a Obito e 265 permaneceram vivos. Destes, 171 pacientes realizaram a analise
de quimerismo po6s-TCTH com marcadores VNTRs/STRs, cuja implantacdo do exame
data de 1995, sendo que 94 pacientes ndo apresentaram registro do exame no
prontuario. Isso ocorreu devido ao fato que a analise de quimerismo com marcadores
VNTRs/STRs ainda ndo havia sido implantada no Laboratério de Imunogenética.
E também, em alguns casos, devido a indisponibilidade de amostra prée-transplante
dos pacientes ou de amostra dos doadores ou ainda de amostra pos-transplante
pelo ndo comparecimento dos pacientes as consultas de retorno. Dos 171 pacientes
apenas 120 realizaram a analise de quimerismo com mais de 18 meses pos-
transplante, sendo que 16 pacientes foram submetidos a um segundo transplante e
excluidos do estudo.

Este € um estudo retrospectivo de 104 pacientes submetidos ao TCTH
alogénico aparentado no STMO do HC-UFPR que foram acompanhados no periodo de
agosto de 1987 a abril de 2012. Os critérios de inclusédo foram: pacientes portadores
de AAS submetidos ao TCTH com doador aparentado, que realizaram a analise
de quimerismo com mais de 18 meses apds o transplante, condicionados com
ciclofosfamida isolada 200 mg/kg de peso corpéreo ou ciclofosfamida 120 mg/kg de
peso corporeo associada ao bussulfano 12 mg/kg de peso corpéreo e que tiveram
recuperacdo hematolégica parcial ou completa. Foram selecionados pacientes vivos,
de ambos os sexos, de qualquer faixa etaria e grupo étnico. Excluiram-se do estudo

0S pacientes que nao realizaram a analise de quimerismo ou que o fizeram em data
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inferior a 18 meses apds o TCTH, que receberam condicionamento diferente daquele
mencionado acima, que foram submetidos a um segundo transplante e que foram a
oObito.

Os critérios para definicdo de AAS foram baseados nos estabelecidos por
Camitta et al. (1979). Segundo esses autores, a doenca € definida quando pelo
menos dois dos seguintes achados estao presentes no sangue periférico e um na
MO (Quadro 2).

SANGUE PERIFERICO MEDULA OSSEA
- neutrd6filos abaixo de 500/uL - intensamente hipocelular (menor que 25% da
- plaquetas abaixo de 20.000/uL celularidade normal)
- reticulécitos menor que 1% - moderadamente hipocelular (25 a 50% da

celularidade normal com menos de 30% de
células hematopoéticas)

QUADRO 2 - CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DA ANEMIA APLASTICA SEVERA
FONTE: Camitta et al. (1979)

Para realizacdo da andlise de quimerismo foram coletadas amostras de
sangue periférico em EDTA ou células da mucosa bucal em solucdo salina para
analise do padrao constitucional do paciente, que foram referidas como amostra preé-
transplante. As amostras dos pacientes coletadas posteriormente ao transplante e as
amostras dos respectivos doadores foram de sangue periférico em EDTA. O material
biologico utilizado no estudo foi o DNA extraido das amostras coletadas, sendo que
todo o procedimento técnico foi realizado no Laboratério de Imunogenética da
Unidade de Apoio Diagnostico do HC-UFPR.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do HC-UFPR, sob o Registro CEP: 65110 e CAAE: 05828212.4.0000.0096 (Anexo 1).
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3.1 CARACTERISTICAS PRE-TRANSPLANTE, DO TRANSPLANTE E POS-
TRANSPLANTE

3.1.1 Caracteristicas pré-transplante

A idade mediana dos pacientes foi de 18 anos, variando entre um e 45 anos,
sendo que apenas um paciente apresentou idade acima de 40 anos. Houve um
predominio do sexo masculino (71,2%).

Apenas 31,7% dos pacientes receberam imunossupressao prévia ao transplante.

O intervalo de tempo compreendido entre o diagnoéstico e o TCTH variou
entre menos de um més até 127 meses com uma mediana de 3,0 meses. Na Tabela 1

sao apresentadas as caracteristicas pre-transplante.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS PRE-TRANSPLANTE

CARACTERISTICAS | N.° DE PACIENTES MEDIANA (VARIACAO)

NUmero de pacientes 104
Idade (anos) 18,0 (1,0 - 45,0)
Sexo (M/F) 74/30
NUmero de transfusdes prévias: 17,5 (1,0 - 238)

<16 44 (42,3%)

=16 a 50 53 (51,0%)

>50 7 (6,7%)
Tratamento prévio:

Nenhum 71 (68,3%)

Prednisona (PDR) 13 (39,4%)

CSA + PDR 11 (33,3%)

Andrégeno + PDR 3(9,1%)

Outros 6 (18,2%)
Intervalo entre o diagnéstico e o TMO 3,0(0,0 - 127)

(meses)
FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea do HC-UFPR

3.1.2 Caracteristicas do transplante

Neste estudo, todos os pacientes avaliados receberam MO de doador irmao
HLA compativel, sendo tipificados por métodos soroldgico e (ou) moleculares de
baixa/média e alta resolucdes para identificar as proteinas HLA e (ou) variantes dos

genes HLA, respectivamente.
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O grau de compatibilidade das proteinas HLA de classes | e Il dos pares
paciente/doador transplantados até 1995 foi avaliado por meio dos testes de
microlinfocitotoxicidade e cultura mista de linfocitos. Apds essa data, métodos
moleculares foram progressivamente sendo implantados, incluindo PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction - Sequence - Specific Primers), PCR-SSO (Polymerase
Chain Reaction - Sequence-Specific Oligonucleotide Probes) e SBT (Sequence
Based Typing), que permitem a tipificacdo dos genes HLA, gerando resultados mais
refinados e melhorando a informacgéo sobre o grau de compatibilidade destes pares.

Os 104 pacientes incluidos no estudo compunham dois grupos de acordo
com o regime de condicionamento recebido: 55 pacientes foram tratados com CFA
isolada 200 mg/kg de peso corpéreo e 49 pacientes com CFA 120 mg/kg de peso
corpéreo associada ao BUS 12 mg/kg de peso corpéreo. A utilizacdo de diferentes
regimes de condicionamento foi baseada no numero de transfusdes prévias.
Pacientes que receberam menos que 16 transfusbes foram tratados com CFA
isolada e pacientes com 16 ou mais transfusdes receberam CFA associada ao BUS.
Apenas 11 pacientes que receberam 16 ou mais transfusdes foram tratados com a
CFA isolada, fato ocorrido anteriormente a implantacdo da combinacédo da CFA+BUS.

A idade mediana do doador foi de 18 anos, com variacdo desde menos de
um més até 48 anos, com discreto predominio do sexo masculino (60,6%).

Apenas 20 pacientes apresentaram numero de células infundidas inferior a
2,5x10%cel./kg de peso do receptor. As caracteristicas do transplante encontram-se

na Tabela 2.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE

CARACTERISTICAS N.° DE PACIENTES MEDIANA (VARIAGCAO)

Condicionamento:

CFA 200 mg/kg 55 (52,9%)

CFA 120 mg/kg + BUS 12 mg/kg 49 (47,1%)
Idade do doador (anos) 18,0 (0,0 - 48,0)
Sexo do doador (M/F) 63/41
N.° de células infundidas (x10%cel./kg) 3,3(1,0-9,0)
Imunoprofilaxia:

Ciclosporina-A (CSA) 02

Metotrexato (MTX) + CSA 102

FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea do HC-UFPR
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3.1.3 Caracteristicas pos-transplante

Foram selecionados os ultimos resultados da analise de quimerismo obtidos
apos 18 meses do TCTH, com a data da amostra p6s-TMO variando de acordo com o
seguimento clinico de cada paciente (M=55,5 meses). Cada grupo de condicionamento
foi subdividido em niveis de quimerismo em relacdo as células do doador: <50%
doador, entre 51 e 90% doador e >90% doador. O Apéndice 1 apresenta dados
sobre o numero de transfusdes, regime de condicionamento, data do TMO, data da
amostra p6s-TMO e resultado do quimerismo.

Foram coletados dados referentes ao nimero de neutrdfilos, plaquetas e
dosagem de hemoglobina do ultimo hemograma disponivel, sendo que a data deste
exame variou de acordo com o seguimento clinico de cada paciente, mas sempre foi
superior a 18 meses pos-TCTH (M=113 meses). Os Apéndices 2 a 4 apresentam
dados sobre o regime de condicionamento, numero de neutrofilos, dosagem de
hemoglobina, nimero de plaquetas e resultado do quimerismo.

Os dados referentes as caracteristicas pre-transplante, do transplante e pos-

transplante em cada regime de condicionamento estao representados no Apéndice 5.

3.2 METODOS

A analise de quimerismo pOs-TCTH foi realizada por dois métodos diferentes
de acordo com o periodo do transplante. Pacientes transplantados entre agosto de
1987 e julho de 2009 (84 pacientes) tiveram a andlise realizada pela amplificacdo de
locos VNTRs/STRs pela PCR, com deteccdo dos fragmentos amplificados em gel
vertical e descontinuo de poliacrilamida e coloracdo com sais de prata.

Para a analise dos pacientes transplantados a partir de agosto de 2009
(20 pacientes), foi utilizada a amplificacdo de locos STRs pela PCR utilizando primers
marcados com fluorescéncia, com deteccdo dos fragmentos amplificados por

eletroforese capilar em analisador genético de DNA.



39

3.2.1 Isolamento do DNA gendmico

O DNA gendmico foi isolado a partir de células nucleadas de sangue
periférico coletado em EDTA ou de células da mucosa bucal colhidas em solucéo
salina. Para a extrac@o do DNA, utilizou-se o método de Salting Out modificado, descrito
por Miller, Dykes e Polesky (1988). Apés a extracdo do DNA, as concentracdes das
amostras foram determinadas por meio da leitura da densidade 6tica a 260nm e a
pureza definida pela razdo 260nm/280nm. Foram utilizadas amostras com pureza
entre 1,65 - 1,80 na concentracdo de 12,5ng/uL para o método com deteccdo dos
fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida e coloracdo com sais de prata, e
concentracéo de 0,2ng/uL para o metodo com deteccdo dos fragmentos amplificados

por eletroforese capilar.

3.2.2 Amplificacdo dos locos VNTRs e STRs pela PCR com detec¢éo dos fragmentos

amplificados em gel de poliacrilamida e coloragcdo com sais de prata

3.2.2.1 Amplificacdo do DNA

Os locos VNTRs/STRs foram amplificados pela PCR, utilizando-se uma mistura
de reacao de acordo com o descrito por Smith e Mcfarland (1994). Analisaram-se 0s
locos D1S80, SE33, HumTHO1, 33.6, HUMARA, e HUumTPO cujas caracteristicas
estdo descritas na Tabela 3. Os primers especificos para estes locos foram divididos
em dois sistemas multiplex conforme descrito por Alonso et al. (1997) denominados
de Triplex | e Triplex Il. As amplificacbes foram realizadas em termocicladores ABI
9600 ou ABI 9700 (Applied Biosystems Inc., USA). O programa de amplificacéo foi
composto de 28 ciclos, cada qual consistindo em 30 segundos a 94°C e 30 segundos
a 62°C. Ao término desses ciclos as amostras foram submetidas a 62°C por 20 minutos

com um ciclo final de 4°C forever.
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TABELA 3 - CARACTERISTICAS DOS LOCOS VNTRs/STRs DOS TRIPLEX I E Il

LOCALIZACAO TAMANHO TAMANHO o

LOCOS CROMOSSOMICA REPETICAO FRAGMENTOS REFERENCIAS
D1S80 1p 16 pb 220-640 pb Schwartz et.al. (1995)
SE33 6913 4 pb 234-318 pb Leclair et al. (1995)
HumTHO1 11g15.5 4 pb 179-203 pb Schwartz et al. (1995)
33.6 1q 37 pb 500-1000 pb Ugozzolli et al. (1991)
HumARA Xcen-q13 3pb 255-315 pb Edwards et al. (1991)
HumTPO 2p23-2pter 4pb 106-130pb  Anker, Steinbrueck e Donis-

Keller et al. (1992)

FONTE: O autor

3.2.2.2 Corrida eletroforética

Apos a amplificagdo as amostras de DNA foram aplicadas em gel vertical e
descontinuo de poliacrilamida conforme descrito por Sajantila e Lukka (1993). Neste
procedimento foram utilizados dois géis, um inferior denominado gel de separacéo e
um superior designado gel de alinhamento (stacking gel), ambos compostos de
acrilamida e bisacrilamida em diferentes concentracdes. A posicdo de migracdo dos
fragmentos de DNA no gel é determinada pelo seu tamanho. A corrida eletroforética
foi realizada em cuba vertical modelo Sigma-Aldrich a uma voltagem de 105 V por
18 horas a temperatura ambiente.

Os produtos amplificados foram visualizados por meio da coloracdo com sais

de prata de acordo com o descrito por Smith e McFarland (1994).

3.2.2.3 Analise dos resultados

A analise dos resultados foi baseada na comparacdo entre o padréo
eletroforético apresentado pela amostra do paciente pds-transplante com o padréo
da amostra do paciente pré-transplante e o padrdo da amostra do doador (Figura 1).
A proporcéo de células oriundas do doador foi expressa em porcentagem e inferida
por meio da observacdo visual da espessura e intensidade das bandas eletroforéticas

dos locos informativos.
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33.6
D1S80

SE33
HumARA

HumTHO1

HumTPO

Triplex | Triplex Il

FIGURA 1 - DETECCAO DOS FRAGMENTOS CORRESPONDENTES AOS

ALELOS DO TRIPLEX | (LOCOS D1S80, SE33, HumTHO1) E

DO TRIPLEX II (LOCOS 33.6, HUmARA, HumTPO) EM GEL DE

POLIACRILAMIDA E COLORAGAO COM SAIS DE PRATA

FONTE: Laboratério de Imunogenética da Unidade de Apoio Diagnéstico do
HC-UFPR

NOTA: P6s-TMO = amostra do paciente posterior ao transplante. Doador =

amostra do doador. Pré-TMO = amostra do paciente anterior ao
transplante.

3.2.3 Amplificacdo dos locos STRs pela PCR utilizando primers marcados com

fluorescéncia e deteccao dos fragmentos amplificados por eletroforese capilar

3.2.3.1 Amplificacdo do DNA

Utilizou-se um conjunto comercial proprio para uso em identificagdo humana
(AmpF{STR Identifiler - Applied Biosystems Inc., USA) que permite a amplificacdo
simultanea de quinze locos STRs, além do gene da Amelogenina: D8S1179, D21S11,
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D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWa,
TPOX, D18S51, D55S818 e FGA.

Estes locos sao divididos em quatro conjuntos que exibem fragmentos de
tamanhos diferentes e dentro de cada conjunto um primer de cada par € marcado
com uma cor fluorescente distinta. Os quatro fluoréforos utilizados sao 6-FAM, VIC, NED
e PET. O quinto fluoréforo LIZ (GeneScan-600 Size Standard) possibilita determinar o
tamanho dos fragmentos. Durante a PCR os fragmentos amplificados sdo marcados
com as cores dos fluoréforos mencionados acima. As caracteristicas dos marcadores
foram descritas na Tabela 4.

A mistura de reacao usada na amplificacao foi preparada de acordo com as
especificacdes do fabricante. As amostras foram amplificadas em termociclador ABI
9700 (Applied Biosystems Inc., USA). O programa de amplificacdo foi composto de
um tempo inicial de incubacdo de 11 minutos a 95°C e 28 ciclos, cada qual
consistindo em 60 segundos a 94°C, 60 segundos a 59°C e 60 segundos a 72°C. Ao
término destes ciclos as amostras foram submetidas a 60° por 60 minutos com um
ciclo final de 4°C forever (PARIS, 2006).

3.2.3.2 Corrida eletroforética

Apés a amplificacdo as amostras foram desnaturadas e submetidas a
eletroforese capilar em analisador genético de DNA modelo ABI 3130 (Applied
Biosystems Inc., USA), conforme instru¢des do fabricante. Os produtos amplificados
foram separados por tamanho de fragmentos e detectados por excitacdo dos
fluoréforos por meio da incidéncia do laser. O fluoréforo 6-FAM emite fluorescéncia
no menor comprimento de onda e € mostrado como azul seguido pelos fluoréforos
VIC (verde), NED (amarelo), PET (vermelho) e LIZ (laranja) (PARIS, 2006).
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TABELA 4 - CARACTERISTICAS DOS LOCOS STR DO KIT AMPF/STR IDENTIFILER

~ - DNA
LOCALIZACAO SEQUENCIA < TAMANHO
LOCOS STR CROMOSSC)(;MICA REPETIDA FLUOROFORO FRAGMENTO COE;\&F;SLE

D8S1179 8 TCTA 6-FAM 203-247 pb 13
D21S11 21qg11-21g21 TCTA 6-FAM 203-259 pb 30
D7S820 7011.21-22 GATA 6-FAM 215-247 pb 10,11
CSF1PO 5(33.3-34 AGAT 6-FAM 321-357 pb 10,12
D3S1358 3p TCTA VIC 115-147 pb 14,15
D13S317 13g22-g31 TATC VIC 176-208 pb 11
D16S539 16qg24-qter GATA VIC 264-304 pb 11,12
D2S51338 2035-37.1 TGCC VIC 291-359 pb 19,23
THO1 11P15.5 AATG VIC 160-204 pb 8,9.3
D19S433 19g12-13.1 AAGG NED 92-150 pb 14,15
TPOX 2p23-2pter AATG NED 262-290 pb 8
VWA 12p12-pter AGAT NED 152-212 pb 17,18
D18S51 18g21.3 AGAA NED 290-366 pb 15,19
Amelogenina  Xp22.1-22.3 Yp1l.2 - PET 106, 112 pb X
D5S818 5021-31 AGAT PET 119-155 pb 11
FGA 4028 TTTC PET 322-444 pb 23,24

FONTE: Paris (2006)

3.2.3.3 Analise dos resultados

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software GeneMapper
versao 4.0 (Applied Biosystems Inc., USA) que identifica os alelos STRs e fornece
informacdes sobre a altura e area dos picos (Figura 2). A intensidade do sinal de
fluorescéncia, indicada pela altura do pico, € proporcional a quantidade do produto da
PCR. A comparacao da altura do pico do fragmento de DNA entre alelos especificos
do paciente e do doador permite avaliar a porcentagem de ambas as células

presentes na amostra pés-transplante (SMITH et al., 2004).
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FIGURA 2 - DETECQAO DOS FRAGMENTOS CORRESPONDENTES AOS ALELOS DOS LOCOS D8S1179,
D21S11, D7S820 E CSF1PO POR ELETROFORESE CAPILAR EM ANALISADOR GENETICO DE
DNA (ABI3130)
FONTE: Laboratério de Imunogenética da Unidade de Apoio Diagnéstico do HC-UFPR
NOTA: Pré-TMO = amostra do paciente anterior ao transplante. Doador = amostra do doador. P6s-TMO =
amostra do paciente posterior ao transplante.

O calculo da porcentagem de células procedentes do doador na amostra
pos-TMO foi realizado por meio de uma planilha de Excel, elaborada com formulas
especificas para este fim (SMITH et al., 2004). O célculo baseou-se na presenca de
picos homozigotos ou heterozigotos que apresentavam ou ndo um compartilhamento
de alelos entre o paciente e o doador, conforme Figura 3 (THIEDE et al., 1999;
THIEDE; LION, 2001).
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FIGURA 3 - ILUSTRACAO ESQUEMATICA PARA QUANTIFICACAO DO QUIMERISMO

FONTE: Adaptado de Thiede et al. (1999)

NOTA: Célculos utilizados nas seguintes situagdes: | = quando receptor e doador s&o
homozigotos, mas apresentam alelos (picos) distintos. Il = quando receptor e doador sao
heterozigotos e compartilham um alelo (pico). Ill = quando o receptor € homozigoto (um

pico) e compartilha um dos alelos (picos) do doador heterozigoto.

3.24

Interpretacéo dos resultados e determinagéo do nivel de quimerismo
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Embora varios locos VNTRs/STRs sejam utilizados nos exames de analise de

guimerismo poés-transplante aqueles cujos alelos sdo compartilhados pelo paciente e

por seu doador resultam ndo informativos. Os locos que apresentam configuracdes

alélicas distintas entre o paciente e o doador sdo considerados informativos e permitem

identificar o nivel de quimerismo em cada tempo investigado no pos-transplante

(Quadro 3).
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TIPO DE LOCO PERFIL ELETROFORETICO

Amostras do paciente pré e pds-transplante apresentam o mesmo padréo eletroforético,
o qual difere do padrdo da amostra do doador. Indica que n&o foram detectadas
células do doador na amostra pés-transplante do paciente.

Loco informativo na
regeneracao autdloga

Amostra do paciente pos-transplante e amostra do doador apresentam o mesmo
padréo eletroforético, o qual difere do padrao da amostra pré-transplante do paciente.
Indica que as células do paciente pds-transplante sdo procedentes do doador.

Loco informativo na
regeneracao alogénica

Amostra do paciente pos-transplante apresenta padrao eletroforético misto, ou seja,
composto pelos padrées do doador e do paciente pré-transplante. Ocorre quando ha
a coexisténcia de células do doador e do paciente na amostra pés-transplante.

Loco informativo na
regeneracao quimérica

Loco parcialmente Amostra do doador apresenta-se em homozigose e o alelo em questéo esta presente
informativo na amostra pré-transplante do paciente ou vice-versa.

Ocorre quando a amostra pré-transplante do paciente e a amostra do doador possuem
Loco n&o informativo o mesmo perfil eletroforético, o que ndo permite avaliar a origem da regeneragéo do
sistema hematopoético do paciente.

QUADRO 3- INTERPRETACAO DO PADRAO ELETROFORETICO DOS LOCOS VNTRs/STRs E
DETERMINACAO DO NIVEL DE QUIMERISMO APOS O TCTH
FONTE: Adaptado de Smith; McFarland (1994)

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das variaveis quantitativas foram descritos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para avaliacdo da associacao
entre 0s niveis de quimerismo e a variavel qualitativa (sexo), foi utilizado o teste de
Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Para a comparacdo de dois niveis de
guimerismo em relacao as variaveis quantitativas (idade, intervalo entre o diagnéstico e
TMO, numero de células infundidas, numero de neutrdéfilos, dosagem de hemoglobina e
namero de plaquetas), foi usado o teste t de Student para amostras independentes
ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Essas comparacdes em mais de dois
niveis de quimerismo foi realizada considerando-se o modelo de analise da variancia
(ANOVA) com um fator ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para avaliacdo conjunta das variaveis, ajustou-se um modelo de Regresséo
Logistica incluindo-se as variaveis que apresentaram p<0,25 na analise univariada
(HOSMER; LEMESHOW, 2000). O teste de Wald foi usado para avaliar a significancia
das variaveis. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0 (Stat Soft, Oklahoma, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 CONDICIONAMENTO E QUIMERISMO

Observou-se que no grupo de pacientes tratados com CFA isolada os
achados do quimerismo foram >90% de células do doador em 24 pacientes (43,6%),
entre 51 e 90% doador em 11 pacientes (20,0%) e <50% doador em 20 pacientes
(36,4%). No grupo de pacientes que recebeu CFA associada ao BUS, 44 pacientes
(89,8%) mostraram quimerismo >90% doador e 5 pacientes (10,2%) entre 51 e 90%
doador. A andlise estatistica demonstra associacdo significante entre regime de
condicionamento e nivel de quimerismo (p<0,001). O Gréfico 1 ilustra esses achados.

100%
90%
80%
70% -
BRre 1 M <50%
50% -
40%

M 51%a9%0%

Quimerismo

o >90%
30%

20% -
10% -
0%

CFA BUS+CFA

Condicionamento

GRAFICO 1 - ASSOCIACAO ENTRE REGIME DE CONDICIONAMENTO E QUIMERISMO (p<0,001)
FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
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4.2 CARACTERISTICAS PRE-TRANSPLANTE E QUIMERISMO

Foram comparadas as caracteristicas pré-transplante dos pacientes em
cada regime de condicionamento em relacao aos niveis de quimerismo. As variaveis
analisadas foram idade do paciente, sexo do paciente e intervalo entre o diagnéstico
e o transplante.

4.2.1 Condicionamento com CFA isolada

As variaveis idade e sexo do paciente e intervalo entre o diagnostico e o
transplante ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacao
aos niveis de quimerismo, na analise univariada do grupo de pacientes tratados com

CFA isolada. Estes dados encontram-se descritos nas Tabelas 5 e 6.

TABELA5- ASSOCIAGAO ENTRE NIVEIS DE QUIMERISMO E VARIAVEIS PRE-TRANSPLANTE (IDADE DO
PACIENTE E INTERVALO ENTRE O DIAGNOSTICO E O TCTH) NOS PACIENTES DO GRUPO DA
CFA ISOLADA

DESVIO | VALOR

VARIAVEL QUIMERISMO| N MEDIA | MEDIANA| MINIMO | MAXIMO PADRAO DE p

. <50% 20 15,0 16,5 1,0 30,0 8,1
Idade do paciente 519639006 11 165 14,0 5,0 35,0 7.8 0,241®
(@anos) >90% 24 195 20,0 5,0 34,0 9,8
Intervalo entre <50% 20 2,8 2,0 1,0 14,0 2,8
diagnéstico e 51% a90% 11 5,8 2,0 1,0 36,0 10,2 0,448?
TCTH (meses) >90% 24 3,4 25 0,0 14,0 2.9

FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
(1) ANOVA com um fator, p<0,05.
(2) Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

TABELA 6 - ASSOCIACAO ENTRE NiVEIS DE QUIMERISMO E SEXO DO PACIENTE NO GRUPO DA CFA

ISOLADA
QUIMERISMO
SEXO PACIENTE

<50% 51% a 90% >90%

. 15 8 17
Masculino (n=40) 75,0% 72,7% 70,8%

- 5 3 !
Feminino (n=15) 25,0% 27,3% 29,2%

TOTAL 20 11 24

FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
NOTAS: Teste de Qui-quadrado.
Valor de p=0,953.
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4.2.2 Condicionamento com ciclofosfamida associada ao bussulfano

Nenhum fator pré-transplante teve influéncia no quimerismo na andlise
univariada do grupo de pacientes que receberam CFA associada ao BUS, porém o
pequeno numero de pacientes no nivel de quimerismo entre 51 e 90% doador pode
ser um fator limitante para uma concluséo definitiva. As variaveis analisadas (idade e
sexo do paciente e intervalo entre o diagnéstico e o transplante) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significantes em relacao aos niveis de quimerismo entre 51 e
90% doador e >90% doador. Os dados analisados encontram-se descritos nas
Tabelas 7 e 8.

TABELA 7 - ASSOCIACAO ENTRE NIVEIS DE QUIMERISMO E VARIAVEIS PRE-TRANSPLANTE (IDADE DO
PACIENTE E INTERVALO ENTRE O DIAGNOSTICO E O TCTH) NOS PACIENTES DO GRUPO DA
CFA+BUS

DESVIO | VALOR

VARIAVEL QUIMERISMO| N MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO PADRAO DE p

Idade do paciente 51% a 90% 5 15,6 18,0 10,0 20,0 4,7 0 394(1)
(anos) >90% 44 19,3 18,0 6,0 45,0 9,4 ‘
Intervalo entre 51% a 90% 5 2,6 3,0 1,0 4,0 1,5 .
diagnéstico e 0,211@
TCTH (meses) >90% 44 9,7 3,0 0,0 127,0 21,4

FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
(1) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.
(2) Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

TABELA 8 - ASSOCIAGCAO ENTRE NIVEIS DE QUIMERISMO E SEXO DO PACIENTE NO GRUPO

DA CFA+BUS
QUIMERISMO
SEXO PACIENTE

51% a 90% >90%

_ 5 29
Masculino (n=34) 100,0% 65,9%

- 0 15
Feminino (n=15) 0,0% 34,1%

TOTAL 5 44

FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
NOTAS: Teste exato de Fisher.
Valor de p=0,306.
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4.3 CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE E QUIMERISMO

Em cada regime de condicionamento foram analisadas as variaveis idade e

sexo do doador e numero de células infundidas em relacdo aos niveis de quimerismo.

4.3.1 Condicionamento com ciclofosfamida isolada

O numero de células infundidas foi mais elevado nos pacientes com maior
grau de quimerismo, diferindo com significancia estatistica entre os pacientes com
guimerismo <50% doador, entre 51 e 90% doador e >90% doador (p=0,013) na
analise univariada do grupo condicionado com CFA isolada. As variaveis idade e
sexo do doador ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacéao

ao quimerismo (Tabelas 9 e 10).

TABELA 9- ASSOCIAGAO ENTRE NiVEIS’DE QUIMERISMO E VARIAVEIS DO TRANSPLANTE (IDADE DO
DOADOR E NUMERO DE CELULAS INFUNDIDAS) NOS PACIENTES DO GRUPO DA CFA
ISOLADA

DESVIO | VALOR

VARIAVEL QUIMERISMO| N MEDIA | MEDIANA| MINIMO | MAXIMO PADRAO DE p

<50% 20 18,3 17,0 6,0 48,0 10,7
Idade dodoador 519659006 11 16,1 17,0 1,0 28,0 9,1 0.518%
(anos) >90% 24 208 22,5 0,0 44,0 13,1
Numero de <50% 20 3.2 31 1,0 7.8 15
células infundidas  51% a 90% 11 37 37 2,5 5,9 1,0 0,013@
(x10° cel./kg) >90% 24 4,1 4,0 2,0 7.1 1,2

FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
(1) ANOVA com um fator, p<0,05.
(2) Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

TABELA 10- ASSOCIACAO ENTRE NIVEIS DE QUIMERISMO E SEXO DO DOADOR NO GRUPO DA CFA

ISOLADA
QUIMERISMO
SEXO DOADOR

<50% 51% a 90% >90%

. 12 7 16
Masculino (n=35) 60,0% 63,6% 66,7%

. . 8 4 8
Feminino (n=20) 40,0% 36,4% 33,3%

TOTAL 20 11 24

FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
NOTAS: Teste de Qui-quadrado.
Valor de p=0,901.
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4.3.2 Condicionamento com ciclofosfamida associada ao bussulfano

A idade e sexo do doador e o numero de células infundidas ndo apresentaram
diferencas estatisticas em relacao aos pacientes com quimerismo entre 51 e 90% e
>90% doador, na andlise univariada do grupo de pacientes tratados com CFA
associada ao BUS. Estes dados encontram-se descritos nas Tabelas 11 e 12.

TABELA 11 - ASSOCIAGAO ENTRE NiVEIS DE QUIMERISMO E VARIAVEIS DO TRANSPLANTE (IDADE DO
DOADOR E NUMERO DE CELULAS INFUNDIDAS) NOS PACIENTES DO GRUPO DA CFA+BUS

i - n A DESVIO | VALOR
VARIAVEL QUIMERISMO| N MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO PADRAO DE p

Idade do doador ~ 51% a 90% 5 14,4 13,0 10,0 20,0 4,4 02100
(anos) >90% 44 20,8 19,0 2,0 48,0 11,4 '
Numero de 51% a 90% 5 2,8 3,0 1,5 3,8 0,9 ,
células Infundidas 0,357( )
(x10° cel./kg) >90% 44 3,6 31 1,9 9,0 1,5

FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
(1) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.
(2) Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

TABELA 12 - ASSOCIAGAO ENTRE NIVEIS DE QUIMERISMO E SEXO DO DOADOR NO GRUPO

DA CFA+BUS
QUIMERISMO
SEXO DOADOR

51% a 90% >90%

_ 3 25
Masculino (n=28) 60,0% 56,8%

- 2 19
Feminino (n=21) 40,0% 43,2%

TOTAL 5 a4

FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
NOTAS: Teste exato de Fisher.
Valor de p=1.

4.4 ANALISE MULTIVARIADA

Previamente foram analisadas as variaveis do estudo pré-transplante e do
transplante investigando a existéncia de associacdo com quimerismo >90% de células
do doador. Para tanto, foram considerados os intervalos de quimerismo >90% ou
<90% doador.
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Na analise multivariada as variaveis incluidas foram: idade do paciente,
idade do doador, intervalo entre o diagndstico e o TCTH, regime de condicionamento
e numero de células infundidas. Para cada variavel incluida no modelo testou-se a
hip6tese nula de inexisténcia de associacdo entre a variavel e a probabilidade de
guimerismo >90% doador versus a hipotese alternativa de existéncia de associacéo.
Esta hip6tese foi avaliada na presenca das demais variaveis incluidas no modelo.
Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 13.

Os resultados da anélise multivariada indicam uma tendéncia a que a idade
mais elevada do paciente (p=0,056) esteja associada ao quimerismo >90% doador.
O regime de condicionamento com CFA+BUS (p<0,001) e maior numero de células
infundidas (p=0,009) apresentam associagao significativa com a probabilidade de
guimerismo >90% doador.

TABELA 13 - ANALISE MULTIVARIADA

QUIMERISMO
A X < 90% >90%  |VALOR DE p®|VALOR DEp®|  OR®
VARIAVEIS | CLASSIFICAGAO | (n=36) (n=68) | (univariada) | (multivariada) | I1C (95%)
Mediana Mediana
(variagé@o) | (variagdo)

Idade paciente 16,5 18,5 1,11
(anos) (1-35)  (5-45) 0,039 0,056 (1-1.23)
Idade doador 17 19,5 0,97
(anos) (1-48)  (0-48) 0,105 0471 (0,9 - 1,05)
Intervalo entre

e 2 3 1,01
diagnéstico e 0,125 0,861 !
TCTH (meses) (1-36) (0-127) (0,93 -1,08)

31 24
CFA
Regime de (56,4%) (43,6%) <0.001 <0.001. 16,68
condicionamento 5 44 ' ! (4,75-58,63)
CFA + BUS
(10,2%) (89,8)

Ndmero de 3,17 3,37 1,9
células infundidas (101-7,75) (186-8%) 107 0,009 (1,17 - 3,1)

FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
NOTA: IC = Intervalo de confian¢a; OR = Odds Ratio.

(1) Teste t de Student ou Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

(2) Modelo de Regresséo Logistica e teste de Wald, p<0,05.

4.5 CARACTERISTICAS POS-TRANSPLANTE E QUIMERISMO

Em cada grupo de pacientes condicionados com CFA isolada e CFA

associada ao BUS foram analisadas as variaveis nimero de neutrofilos, dosagem de
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hemoglobina e contagem de plaquetas em relacdo aos niveis de quimerismo.
A recuperacdo hematoldgica foi avaliada com base no ultimo hemograma disponivel,
sendo que a data desse exame variou de acordo com o0 seguimento clinico de cada

paciente, mas sempre foi superior a 18 meses p0s-TCTH (M=113 meses).

45.1 Condicionamento com ciclofosfamida isolada

Pacientes com maior grau de quimerismo apresentaram numero de
neutréfilos e contagem de plaguetas mais elevados, diferindo com significancia
estatistica entre os pacientes com quimerismo <50% doador, entre 51 e 90% doador
e >90% doador (p=0,003 e p<0,001, respectivamente), na analise univariada do
grupo de pacientes tratados com CFA isolada. Para a variavel hemoglobina néo
houve diferengas estatisticamente significantes entre os grupos de quimerismo.

Os dados analisados encontram-se descritos na Tabela 14.

TABELA 14 - ASSOCIAQAO ENTRE NiVEIS DE QUIMERISMO E VARIAVEIS POS-TRANSPLANTE (NUMERO
DE NEUTROFILOS, DOSAGEM DE HEMOGLOBINA E CONTAGEM DE PLAQUETAS APOS
18 MESES DO TCTH) NO GRUPO DA CFA ISOLADA

DESVIO | VALOR

VARIAVEL QUIMERISMO| N MEDIA | MEDIANA| MINIMO | MAXIMO PADRAO DE p

N° de neutréfilos <50% 20 2,5 2,2 1,0 5,9 1,3

(X'103/ L 51%a9% 11 2,9 2,3 1,5 6,4 1,5 0,003?
H >90% 24 3,9 3,3 2,3 8,2 1,6

Hemoalobin <50% 20 14,6 15,1 9,2 17,3 1,9

o dL)g 51%a90% 11 14,8 15,2 11,7 17,0 1,7 0,597

g >90% 24 15,1 15,1 13,3 19,2 1,3

Plaguetas <50% 20  143.2 143,5 12,0 249,0 65,9

(Xlgsl D) 51%a90% 11  169,5 163,0 23,0 251,0 65,9 <0,001?
H >90% 24 219,0 218,0 131,0 315,0 39,6

FONTE: Servigo de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
(1) ANOVA com um fator, p<0,05.
(2) Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

45.2 Condicionamento com ciclofosfamida associada ao bussulfano

Pacientes com quimerismo >90% doador apresentaram numero de neutréfilos

e plaguetas mais elevados comparados aos com quimerismo entre 51 e 90%
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doador, mostrando uma tendéncia a significancia estatistica (p=0,051 e p=0,051), na
analise univariada do grupo de pacientes condicionados com CFA+BUS. A variavel
hemoglobina ndo apresentou diferencas estatisticas entre os dois grupos. Os resultados
obtidos encontram-se representados na Tabela 15.

TABELA 15 - ASSOCIAQAO ENTRE NIVEIS DE QUIMERISMO E VARIAVEIS POS-TRANSPLANTE (NUMERO
DE NEUTROFILOS, DOSAGEM DE HEMOGLOBINA E CONTAGEM DE PLAQUETAS APOS
18 MESES DO TCTH) NO GRUPO DA CFA+BUS

A - P A DESVIO | VALOR
VARIAVEL QUIMERISMO| N MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO PADRAO DE p

N.° de neutréfilos  51%a90% 5 2,2 1,7 1.2 37 1,1 0.051?
(x10°/uL) >90% 44 3,6 3.2 1,4 7.2 1,5 ’
Hemoglobina 51% a 90% 5 15,4 15,9 13,3 17,0 1,4 0.479®
(g/dL) >90% 44 14,9 14,7 8,8 17,6 1,8 :
Plaguetas 51% a 90% 5 149,2 158,0 73,0 182,0 44,8 0.051?
(x10%/ L) >90% 44 206,7 216,5 41,0 361,0 66,7 :

FONTE: Servico de Transplante de Medula Ossea e Laboratério de Imunogenética do HC-UFPR
(1) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.
(2) Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Na AA a contagem de todas as células sanguineas € baixa, exigindo medidas
terapéuticas urgentes a fim de se evitar a ocorréncia de complicagdes fatais. O TCTH
alogénico continua sendo a alternativa de cura mais adequada para pacientes com
diagndstico da doenca, sendo capaz de reconstituir a hematopoese normal em
poucas semanas (DEZERN; BRODSKY, 2011).

Apos o TCTH, é essencial investigar a ocorréncia de recuperacdo hematoldgica,
bem como monitorar, por meio da andlise de quimerismo, a origem das células que
estdo repovoando a MO, a fim de averiguar o sucesso ou a falha do procedimento.
A avaliacdo clinica e a analise de quimerismo séo utilizadas para estabelecer
medidas terapéuticas a serem adotadas no pés-transplante (OZYUREK et al., 2008;
LAWLER et al., 2009).

Com o advento da biologia molecular, testes mais sensiveis e especificos
surgiram para a avaliacdo dos niveis de quimerismo. A amplificacdo de sequéncias
repetitivas dispersas ao longo do genoma humano, empregando a PCR com a utilizacéo
de marcadores VNTRs e STRs, tem sido o0 método de escolha para definicdo destes
niveis (HASSAN et al., 2009).

Neste estudo retrospectivo de um grupo de pacientes com AAS, a analise
de quimerismo foi realizada utilizando-se dois métodos diferentes: VNTR/STR-PCR
semiquantitativo e STR-PCR fluorescente, que fornece uma quantificacdo mais
precisa. Com o intuito de minimizar possiveis variacdes entre estes metodos, além
de propor uma forma alternativa de abordagem, optou-se por adotar uma distribuicédo
de resultados em niveis de quimerismo <50% de células do doador, entre 51 e 90%
doador e >90% doador. Os pacientes analisados foram submetidos ao condicionamento
com CFA isolada ou CFA associada a BUS e acompanhados no pds-TCTH por mais
de 18 meses, exibindo regeneracdo hematoldgica parcial ou completa.

A incidéncia de quimerismo misto varia na literatura e reflete tanto a
sensibilidade do método utilizado quanto o tipo de condicionamento empregado. Em
1986, Hill et al. relataram a ocorréncia de 58,3% de quimerismo misto em um grupo
de pacientes com AAS condicionados com CFA e avaliados por analise citogenética.
Ja Casado et al. (1996), utilizando o método VNTR-PCR, observaram quimerismo

misto em 29,4% dos pacientes submetidos ao condicionamento com CFA associado
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a irradiacdo corporal. Vieira-Mion, no ano 2000, descreveu a ocorréncia de 40,54%
de recuperacdo quimérica em pacientes condicionados com CFA isolada e CFA+BUS,
avaliados por meio de marcadores VNTRs/STRs-PCR. Alguns anos mais tarde,
Hassan et al. (2004) relataram uma prevaléncia de 50% de quimerismo misto com a
utilizagdo de marcadores VNTRs/STRs em pacientes condicionados com CFA associada
ou ndo ao GAT. McCann et al. (2007) verificaram, por meio de marcadores STRs-PCR, a
presenca de quimerismo misto em 51% dos pacientes tratados com CFA isolada e, no
ano seguinte, Lawler et al. (2009) encontraram 56% de quimerismo misto, utilizando
STR-PCR, em pacientes condicionados com CFA associada a outras drogas.

Neste estudo, os pacientes foram avaliados a luz de dois pontos especificos:
associacdo dos niveis de quimerismo com o0s regimes de condicionamento e
associacao dos diferentes niveis de quimerismo com caracteristicas do pré-transplante,
do transplante e do pos-transplante.

Esta casuistica difere da de muitos trabalhos publicados, o que dificulta a
comparacao dos dados. A literatura mostra poucas pesquisas sobre associa¢cdo dos
niveis de quimerismo em pacientes com AAS e regimes de condicionamento e nem
todos os autores chegam as mesmas conclusdes. Dentre as publicacdes, grande
parte apresenta numero amostral pequeno (WEITZEL et al., 1988; KEABLE et al., 1989;
SOCIE et al., 1992; CASADO et al., 1996; HAMBLIN et al., 1996; GOMEZ et al., 1997;
HASSAN et al., 2004; MAO et al., 2005), algumas fazem uma analise geral, nao
separando a AAS de outras doencas (HUSS et al., 1996; LAWLER et al., 2009), ja em
outras o quimerismo € avaliado por métodos pouco utilizados atualmente, como a
citogenética convencional e a fenotipagem de células vermelhas (HILL et al., 1986;
KEABLE et al.,, 1989) e nas demais o0s pacientes sao condicionados com CFA
associada a diferentes drogas ou em combinacdo com irradiacdo corporal (HUSS
et al., 1996; LAWLER et al., 2009; WANG et al., 2013).

No presente estudo, a analise dos regimes de condicionamento mostrou
diferencas estatisticamente significantes (p<0,001) quanto aos niveis de quimerismo.
Observou-se que 89,8% (44/49) dos pacientes tratados com CFA+BUS apresentaram
guimerismo >90% doador, enquanto no grupo tratado com CFA isolada apenas
43,6% (24/55) dos pacientes foram incluidos na mesma faixa de quimerismo. Estes
dados corroboram estudos anteriores que relatam a presenca de maior porcentagem
de células do doador em condicionamentos mieloablativos, como demonstrado

também na andlise multivariada desta casuistica em que o condicionamento com
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CFA+BUS mostrou-se associado ao quimerismo >90% doador (HOELLE et al., 2004;
OMMATI et al., 2009).

A frequéncia de pacientes com quimerismo entre 51 e 90% doador foi duas
vezes mais elevada no grupo condicionado com CFA isolada (20% - 11/55) quando
comparada ao grupo submetido ao condicionamento com CFA+BUS (10,2% - 5/49).
Tais achados assemelham-se aos de Gomez et al. (1997), Jillella et al. (2007),
Padilha (2001) e Shamshad (2012), que indicam maior frequéncia de quimerismo
misto em pacientes submetidos a condicionamentos ndo mieloablativos. J& Lawler
etal. (2009) ndo encontraram forte associacdo entre diferentes regimes de
condicionamento e grupos de quimerismo, embora um nivel alto de quimerismo misto
tenha sido observado no grupo de pacientes tratados com CFA+CAMPATH. Esses
resultados podem ter sido influenciados pelo namero pequeno de individuos
pertencentes aos grupos que receberam CFA em combinacdo com outras drogas ou
irradiacéo corporal.

Observando-se a evolugéo do quimerismo na populacéo avaliada, verificou-se
que pacientes com quimerismo <50% doador tendem a demonstrar uma redugao
progressiva de células do doador e foram considerados como apresentando RA,
dado o predominio de células proprias. Dos 20 pacientes incluidos neste nivel de
guimerismo, apenas trés apresentaram quimerismo misto (17%, 28% e 48% doador) e
17 pacientes mostraram auséncia de quimerismo, sendo todos pertencentes ao
grupo da CFA isolada. A RA foi encontrada em 36,4% (20/55) dos individuos que
receberam CFA isolada, mas nédo foi observada naqueles condicionados com CFA+BUS.
A frequéncia de RA encontrada neste estudo foi mais elevada quando comparada
aos dados da literatura. Em 2010, numa pesquisa retrospectiva multicéntrica com
portadores de AAS, Piccin et al. relataram uma incidéncia de 4,2% de pacientes com
RA, 0 que pode ser explicada pelo uso de outros regimes de condicionamento e
irradiacdo corporal. Pieroni et al. (2012) observaram 7% de RA em pacientes com
AAS condicionados com CFA isolada ou CFA+GAT. Tal frequéncia de RA, inferior a
do presente estudo, pode ser decorrente do emprego de métodos menos sensiveis
para a determinacao dos niveis de quimerismo, como a citogenética convencional e
a fenotipagem de células vermelhas, embora os locos VNTRs tenham sido utilizados
para alguns pacientes.

A auséncia de RA no grupo condicionado com CFA+BUS corrobora trabalhos
anteriores (GOMEZ et al.,, 1997; JILLELLA et al.,, 2007), e reforca o fato que o
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condicionamento mieloablativo comumente erradica células do paciente e resulta em
guimerismo completo do doador.

As caracteristicas clinicas da casuistica deste estudo assemelham-se as de
alguns trabalhos (LOCATELLI et al., 2000; McCANN et al., 2007; LAWLER et al., 2009;
WANG et al., 2013) no que se refere a idade mediana dos pacientes (M=18 anos),
sexo (M=74/F=30) e tempo decorrido entre diagndstico e inicio do tratamento (M=3
meses), mas diferem de outros em que o numero de células infundidas € mais elevado
(OMMATI et al., 2009) e cujo tempo entre diagnostico e TCTH é maior (DULLEY et al.,
2004).

Apenas 16 dos 104 pacientes incluidos nesta pesquisa foram a transplante
no primeiro més de diagnostico em virtude da demora no encaminhamento deles ao
STMO-HC-UFPR, especialmente nos anos anteriores a 1995. Vale notar que a partir
dessa data houve maior divulgacdo das peculiaridades da AAS e melhorias no
servico de transplante, tanto no atendimento direto ao paciente quanto na agilidade e
refinamento dos exames de histocompatibilidade para selecdo de doadores de
células-tronco hematopoéticas.

Em se tratando da associacéo entre os diferentes niveis de quimerismo e as
caracteristicas pré-transplante, a idade dos pacientes foi similar nos dois grupos de
condicionamento e ndo apresentou associacao estatisticamente significante (p=0,241
para 0 grupo CFA isolada e p=0,394 para o grupo CFA+BUS). Estes achados
assemelham-se aos de Lawler et al. (2009), que relataram auséncia de correlacao
entre a idade e o status do quimerismo em pacientes tratados com CFA isolada e
CFA associada a outras drogas. Na pesquisa de Piccin et al. (2010) foi observado
gue os pacientes com RA eram ligeiramente mais idosos que aqueles com pega
estavel do enxerto, no entanto a analise desses autores ndo considerou separadamente
os diferentes tipos de condicionamento utilizados.

Apesar de outros estudos mostrarem que os resultados do transplante sédo
melhores em idades mais baixas (BORTIN; GALE; RIMM, 1981; BRODSKY et al., 2010;
DEZERN; BRODSKY, 2011), a analise multivariada deste estudo demonstrou que a
idade mais elevada do paciente apresenta uma tendéncia a associacdo com
guimerismo >90% doador (p=0,056), sendo a mediana de idade dos pacientes de
18 anos. Este dado estd de acordo com os resultados de Pasquini (1991), que
identificou a idade mais baixa dos pacientes e as transfusdes prévias como fatores

de risco de rejeicao.
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No quesito género, ndo foi encontrada associagao entre o sexo do paciente
e 0s niveis de quimerismo nos regimes de condicionamento avaliados (p=0,953 para
0 grupo CFA isolada e p=0,306 para o grupo CFA+BUS), 0 que esta de acordo com
os achados de Lawler et al. (2009). Houve predominéancia de pacientes do sexo
masculino, o que corrobora o estudo epidemiolégico realizado por Maluf et al. (2002)
no Estado do Parana. Porém, difere do estudo realizado na Europa e Israel, onde a
incidéncia da AAS é maior em mulheres (KAUFMAN et al., 1996).

Os pacientes do grupo CFA+BUS apresentaram intervalo entre diagnéstico e
TCTH ligeiramente maior (M=3,0 meses) do que o grupo tratado com CFA isolada
(M=2,0 meses), o que pode ter tornado necessario maior numero de transfusfes
prévias ao procedimento. A mediana do nimero de transfusbes prévias ao transplante
no grupo CFA+BUS foi 30 (variando de 16 a 238), enquanto no grupo CFA isolada foi 10
(variando de 1 a 60). Contudo, nao foi encontrada associacdo estatisticamente
significante entre intervalo do diagndstico e TCTH e niveis de quimerismo nos
regimes de condicionamento avaliados (p=0,448 para o grupo CFA isolada e p=0,211
para 0 grupo CFA+BUS). Piccin et al. (2010) analisaram pacientes submetidos a
diferentes regimes de condicionamento e verificaram que o intervalo de tempo entre
o diagnostico e o transplante foi mais longo no grupo de RA em relacdo aquele de
pega do enxerto estavel.

Em relacdo as caracteristicas do transplante, o maior nimero de células
infundidas mostrou associagao significativa com os niveis mais elevados de quimerismo
(p=0,013) no grupo de pacientes condicionados com CFA isolada. Pacientes com
menor ndmero de células infundidas (M=3,1x10° células/Kg de peso) apresentaram
niveis de quimerismo <50% doador. Estes indices confirmam dados da literatura que
demonstram a influéncia do nimero de células no resultado do transplante (STORB;
PRENTICE; THOMAS, 1977), sendo que a infusdo de grande numero de células
diminui os riscos de rejeicdo (STORB; CHAMPLIN, 1991). Porém, a associacao entre
0 numero de células infundidas e os niveis de quimerismo ndo foi observada no
grupo CFA+BUS. Esta auséncia de associacdo pode ser decorrente do pequeno
namero de pacientes (n=5) com quimerismo entre 51 e 90% doador ou do préprio
regime mieloablativo. Quimerismo >90% doador, na andlise multivariada incluindo
ambos os grupos de condicionamento, mostrou-se associado aos nameros mais
elevados de células infundidas, demonstrando que a infusdo de maior niumero de

células permanece exercendo um papel importante na evolucdo do enxerto. I1sso
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indica que esse aspecto deve ser levado em conta e conduzir todos os esforgos para
se obter um nimero superior a 2,5x10%células/Kg de peso (GORIN et al., 2003).

Outras caracteristicas do transplante que mostraram nao influir nos niveis
de quimerismo sdo a idade do doador (p=0,518 para o grupo CFA e p=0,219 para o
grupo CFA+BUS) e o0 sexo do doador (p=0,901 para o grupo da CFA e p=1 para o
grupo da CFA+BUS). A mediana de idade dos doadores para ambos 0s regimes de
condicionamento foi 18 anos, com predominancia do sexo masculino. A pesquisa de
Lawler et al. (2009) confirma os resultados deste estudo no que diz respeito a
auséncia de associacéo entre a idade do doador e o status do quimerismo.

A evolucdo pés-transplante dos pacientes foi acompanhada por meio da
recuperacdo hematolégica, com base no ultimo hemograma disponivel apés 18 meses
do TCTH. Comparando-se os dois regimes de condicionamento, observou-se niumero
maior de neutrofilos e plaguetas nos niveis de quimerismo mais elevados, demonstrando
associacao significativa no grupo tratado com CFA isolada (p=0,003 e p<0,001,
respectivamente) e tendéncia a significancia no grupo que recebeu CFA+BUS
(p=0,051 e p=0,051, respectivamente). Os niveis de hemoglobina verificados nos
diferentes regimes de condicionamento ndo apresentaram associagdo ao quimerismo
(p=0,597 para o grupo CFA isolada e p=0,479 para o grupo CFA+BUS). Considerando-se
gue o valor de referéncia de hemoglobina para os homens € mais elevado, os
resultados deste estudo podem ter sido influenciados pela maior frequéncia de
pacientes do sexo masculino (M=74/F=30) na populacdo amostral. Na literatura, os
dados em relacéo a recuperacdo hematoldgica se referem na sua maioria a periodos
imediatamente apds o transplante, ndo tendo sido encontrado trabalhos que relacionem
parametros hematolégicos e quimerismo em pacientes com mais de 18 meses apos
o transplante. Sendo assim, ndo foi possivel submeter os dados desta pesquisa a
comparacao pela inexisténcia de estudos com as mesmas caracteristicas do trabalho ora
em apresentacao.

A rejeicdo do enxerto pos-TCTH pode acontecer mesmo em pacientes
acompanhados e monitorados clinicamente de forma extensiva. Dentre os fatores
causais de rejeicdo incluem-se o numero de transfusfes prévias ao transplante e,
consequentemente, a sensibilizacdo do paciente a aloantigenos do doador (STORB
et al., 1983; PASQUINI, 1991). Pacientes conhecidamente sensibilizados devem ser
submetidos a regimes de condicionamento mais potentes, como sugerem diferentes
estudos (STORB; PRENTICE; THOMAS, 1977; DULLEY et al., 2004).
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O encaminhamento precoce de individuos com diagnostico de AAS a centros
de tratamento especializados é fundamental para reduzir o nUmero de transfusées
prévias; fator este que predispde a rejeicdo e conduz a utilizacdo de regimes de
condicionamento mais agressivos. Sendo assim, é necesséaria a busca de novas
estratégias de condicionamento para reduzir a rejeicdo, que apresentem menor
toxicidade e ndo comprometam a sobrevida (PASQUINI, 1991). Ap6s o transplante,
informacgBes sobre o status quimérico do paciente, em combinacao a outros critérios,
também podem auxiliar na intervencdo terapéutica com o intuito de prevenir a
rejeicdo do enxerto ou melhorar a qualidade da funcdo hematopoética.

A demonstracdo de que o condicionamento empregando apenas CFA € capaz
de induzir RA em pacientes com AAS reforgca 0 emprego de imunossupressores no
tratamento da doenca, bem como incentiva a busca de novos agentes que possam
regenerar a MO com maior eficacia e menor toxicidade. Na RA as maiores preocupacdes
concentram-se na potencialidade de as células presentes serem suscetiveis a evolucao
clonal, podendo resultar em hemopatias malignas de dificil controle. Apesar disso,
deve-se persistir na busca de novos agentes imunossupressores capazes de
recuperar a hematopoese e permitir que complicacdes pés-transplante sejam evitadas,
proporcionando uma melhor qualidade de vida aos pacientes.

Os dados obtidos a partir deste trabalho demonstram e enfatizam a experiéncia
Unica do STMO-HC-UFPR, devido ao grande numero de pacientes atendidos nesta
instituicdo, referéncia no tratamento da AAS. Estudos como este podem contribuir
para a elucidacao da patogénese da doenca e permitir, também, o desenvolvimento

e a selecao de estratégias terapéuticas cada vez mais eficazes.
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6 CONCLUSOES

= Os niveis de quimerismo encontrados apdés 18 meses do transplante
mostraram associagdo com o tipo de condicionamento utilizado (CFA
iIsolada ou CFA associada ao BUS), sendo quimerismo >90% doador mais
frequente nos pacientes condicionados com CFA+BUS.

= Quimerismo <50% doador foi encontrado somente no grupo de pacientes
gue receberam CFA isolada e em nenhum dos pacientes que receberam
a combinagdo CFA/BUS, reforgando que:
- a recuperacao autdloga da hematopoese depende da intensidade da

imunossupressao exigida para cada caso; e
- a funcéo imunossupressora da CFA isolada pode induzir a regeneracao
hematolégica autologa.

= Quimerismo entre 51 e 90% doador foi observado em um numero
significativamente mais elevado de pacientes que receberam CFA isolada
guando comparado aos que receberam CFA associada ao BUS. Este
resultado demonstra que condicionamento ndo mieloablativo resulta em
maior frequéncia de quimerismo misto.

= Quimerismo >90% doador foi mais frequente no grupo de pacientes que
recebeu CFA associada ao BUS comparado ao grupo tratado com CFA
isolada. Este dado indica que condicionamento mieloablativo favorece o
guimerismo completo.

= As caracteristicas pré-transplante (idade, sexo do paciente e intervalo
entre o diagndstico e o TMO) e do transplante (idade e sexo do doador) ndo
mostraram influéncia nos niveis de quimerismo no grupo de pacientes
condicionados com CFA isolada e no grupo condicionado com CFA
associada ao BUS.

= O maior numero de células infundidas mostrou associacao com niveis de
guimerismo mais elevados no grupo de pacientes tratados com CFA
isolada e ndo apresentou associagdo no grupo que recebeu CFA

associada ao BUS.
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O regime de condicionamento com CFA associada ao BUS e o maior
namero de células infundidas apresentam associagdo com niveis de
guimerismo superiores a 90% doador na anélise multivariada.

A avaliacdo dos parametros hematolégicos, apés 18 meses do transplante,
mostrou associacdo entre numeros mais elevados de neutrdfilos e de
plaguetas com niveis mais altos de quimerismo somente no grupo de
pacientes condicionados com CFA isolada.

A dosagem de hemoglobina ndo mostrou associagdo com 0 quimerismo
tanto no grupo da CFA isolada como no grupo da CFA associada ao BUS.
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APENDICE 1 - NUMERO DE TRANSFUSOES, TIPO DE CONDICIONAMENTO,
DATA DO TMO, DATA DA AMOSTRA POS-TMO E RESULTADO DO QUIMERISMO

continua
~ DATA DATA AMOSTRA| RESULTADO
PACIENTES| TRANSFUSOES |CONDICIONAMENTO DO TMO POS-TMO QUIMERISMO
01 <16 transfusdes CFA 27/03/00 11/11/02 0%
02 <16 transfusdes CFA 22/04/98 31/05/01 0%
03 <16 transfusdes CFA 26/04/04 19/01/07 0%
04 <16 transfusdes CFA 08/01/03 15/03/07 0%
05 <16 transfusdes CFA 20/03/01 22/10/03 0%
06 <16 transfusdes CFA 13/09/96 13/03/02 0%
07 <16 transfusdes CFA 13/03/07 22/09/08 0%
08 <16 transfusdes CFA 27/02/97 06/10/09 17%
09 <16 transfusdes CFA 04/07/96 13/09/99 0%
10 <16 transfusdes CFA 25/08/93 17/01/01 0%
11 <16 transfusdes CFA 20/12/96 02/09/09 0%
12 <16 transfusdes CFA 16/11/93 22/06/99 48%
13 <16 transfusdes CFA 25/11/02 27/06/05 0%
14 <16 transfusdes CFA 10/03/98 28/09/00 0%
15 <16 transfusdes CFA 22/09/97 05/01/00 0%
16 216 transfusdes CFA 11/07/96 22/06/98 28%
17 216 transfusdes CFA 02/01/92 16/07/04 0%
18 216 transfusdes CFA 29/01/90 24/09/97 0%
19 216 transfusdes CFA 16/08/89 11/12/96 0%
20 216 transfusdes CFA 26/09/96 02/03/07 0%
21 <16 transfustes CFA 07/02/08 20/01/11 73%
22 <16 transfusoes CFA 31/01/01 17/02/09 90%
23 <16 transfusoes CFA 26/03/97 19/05/04 80%
24 <16 transfusoes CFA 28/05/96 19/04/11 68%
25 <16 transfustes CFA 26/02/03 23/04/09 85%
26 <16 transfustes CFA 10/10/06 16/09/10 87%
27 <16 transfustes CFA 14/04/93 17/03/03 68%
28 <16 transfustes CFA 27/05/98 21/07/10 82%
29 <16 transfustes CFA 27/03/95 14/11/00 83%
30 <16 transfustes CFA 27/08/01 13/05/04 85%
31 <16 transfustes CFA 30/08/01 13/01/04 100%
32 <16 transfusdes CFA 12/11/90 19/02/97 93%
33 <16 transfustes CFA 02/06/04 04/04/08 100%
34 <16 transfusdes CFA 07/08/06 8/12/09 100%
35 <16 transfusdes CFA 06/08/01 26/05/10 93%
36 <16 transfusdes CFA 09/03/00 04/07/07 95%
37 <16 transfusdes CFA 02/03/90 04/08/05 100%
38 <16 transfusdes CFA 09/11/04 30/07/09 100%
39 <16 transfusdes CFA 16/12/91 23/11/98 100%
40 <16 transfusdes CFA 25/06/07 05/01/10 100%
41 <16 transfusdes CFA 25/02/03 24/04/08 100%
42 <16 transfusdes CFA 18/08/87 03/08/00 100%
43 <16 transfusdes CFA 24/04/98 26/11/01 100%
44 <16 transfusdes CFA 21/07/09 26/04/11 91%
45 <16 transfusdes CFA 05/11/91 22/10/02 100%
46 <16 transfusdes CFA 11/08/98 29/03/01 95%
47 <16 transfusdes CFA 04/10/04 06/05/09 93%
48 <16 transfusdes CFA 10/09/92 04/12/98 100%
49 <16 transfusdes CFA 23/09/87 08/01/99 100%
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conclusdo
~ DATA DATA AMOSTRA| RESULTADO
PACIENTES| TRANSFUSOES |[CONDICIONAMENTO DO TMO POS-TMO QUIMERISMO
50 216 transfusdes CFA 30/04/92 29/06/06 90%
51 216 transfusdes CFA 26/08/87 13/02/97 100%
52 216 transfusdes CFA 27/10/08 23/09/10 100%
53 216 transfusdes CFA 29/08/91 07/08/97 93%
54 216 transfusdes CFA 24/01/89 01/07/97 93%
55 216 transfusdes CFA 26/12/91 09/10/98 100%
56 216 transfusdes BUS+CFA 11/10/01 09/09/03 85%
57 216 transfusdes BUS+CFA 23/12/03 16/08/05 85%
58 216 transfusdes BUS+CFA 28/03/02 12/07/07 85%
59 216 transfusdes BUS+CFA 27/01/95 22/01/09 83%
60 216 transfusdes BUS+CFA 22/05/98 24/04/00 83%
61 216 transfusdes BUS+CFA 17/05/96 29/10/08 100%
62 216 transfusdes BUS+CFA 08/04/04 18/06/08 100%
63 216 transfusdes BUS+CFA 24/06/04 16/11/09 100%
64 216 transfusdes BUS+CFA 04/09/96 06/05/08 100%
65 216 transfusdes BUS+CFA 28/05/97 02/08/00 100%
66 216 transfusdes BUS+CFA 08/04/93 02/09/97 100%
67 216 transfusdes BUS+CFA 03/12/93 17/05/04 100%
68 216 transfusdes BUS+CFA 23/11/04 30/10/06 95%
69 216 transfusdes BUS+CFA 01/07/94 26/06/96 100%
70 216 transfusdes BUS+CFA 14/10/99 07/02/07 100%
71 216 transfusdes BUS+CFA 20/12/94 26/03/99 100%
72 216 transfusdes BUS+CFA 19/09/01 21/02/08 100%
73 216 transfusdes BUS+CFA 01/09/97 28/07/08 100%
74 216 transfusdes BUS+CFA 15/10/07 09/02/10 100%
75 216 transfusdes BUS+CFA 18/05/99 09/01/01 100%
76 216 transfusdes BUS+CFA 02/07/99 10/05/05 100%
77 216 transfusdes BUS+CFA 26/10/99 19/07/07 100%
78 216 transfusdes BUS+CFA 26/05/95 13/02/97 100%
79 216 transfusdes BUS+CFA 18/01/08 22/02/10 100%
80 216 transfusdes BUS+CFA 28/01/93 26/03/03 100%
81 216 transfusdes BUS+CFA 05/09/95 10/10/97 100%
82 216 transfusdes BUS+CFA 17/05/02 17/02/04 100%
83 216 transfusoes BUS+CFA 18/11/99 10/07/08 100%
84 216 transfusdes BUS+CFA 22/09/08 26/10/10 100%
85 216 transfusdes BUS+CFA 08/02/96 31/07/08 93%
86 216 transfusoes BUS+CFA 04/04/94 10/09/96 100%
87 216 transfusdes BUS+CFA 24/07/08 03/03/11 100%
88 216 transfusdes BUS+CFA 10/03/00 30/01/02 93%
89 216 transfusdes BUS+CFA 09/09/04 25/03/09 100%
90 216 transfusodes BUS+CFA 12/05/04 07/12/09 100%
91 216 transfusodes BUS+CFA 05/11/01 20/10/03 100%
92 216 transfusdes BUS+CFA 20/09/01 18/07/08 100%
93 216 transfusodes BUS+CFA 04/09/00 12/07/02 100%
94 216 transfusdes BUS+CFA 17/03/08 29/07/10 97%
95 216 transfusodes BUS+CFA 15/02/00 09/05/05 100%
96 216 transfusdes BUS+CFA 23/01/07 08/04/09 100%
97 216 transfusdes BUS+CFA 05/05/99 17/04/01 100%
98 216 transfusdes BUS+CFA 13/02/02 12/03/09 100%
99 216 transfusdes BUS+CFA 27/08/04 25/06/09 100%
100 216 transfusodes BUS+CFA 30/01/97 04/04/00 100%
101 216 transfusdes BUS+CFA 30/11/98 04/04/01 100%
102 216 transfusdes BUS+CFA 16/05/05 23/01/07 100%
103 216 transfusdes BUS+CFA 05/06/97 19/08/99 100%
104 216 transfusodes BUS+CFA 26/01/09 13/08/10 100%
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APENDICE 2 - PACIENTES COM QUIMERISMO £50% DOADOR
(CONDICIONAMENTO, NUMERO DE NEUTROFILOS, HEMOGLOBINA, NUMERO
DE PLAQUETAS E RESULTADO DO QUIMERISMO)

N.° NEUTROFILO N.° PLAQUETAS | RESULTADO
PACIENTES| CONDICIONAMENTO (10°L) Hb (g/dL) (10%” QUIMERISMO
1 CFA 2,812 15,0 139 0%
2 CFA 3,773 16,5 176 0%
3 CFA 0,97 15,6 65 0%
4 CFA 2,305 13,7 191 0%
5 CFA 3,61 14,3 200 0%
6 CFA 0,957 11,6 59 0%
7 CFA 1,983 15,8 142 0%
8 CFA 1,394 15,5 135 17%
9 CFA 2,194 17,3 149 0%
10 CFA 2,043 13,7 249 0%
11 CFA 1,283 15,1 184 0%
12 CFA 2,017 15,1 183 48%
13 CFA 5,852 13,7 233 0%
14 CFA 1,944 14,8 94 0%
15 CFA 47 13,8 145 0%
16 CFA 1,344 9,2 12 28%
17 CFA 3,265 15,5 22 0%
18 CFA 3,498 15,3 218 0%
19 CFA 2,435 17,0 133 0%
20 CFA 2,917 12,9 135 0%
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APENDICE 3 - PACIENTES COM QUIMERISMO ENTRE 51 E 90% DOADOR
(CONDICIONAMENTO, NUMERO DE NEUTROFILOS, HEMOGLOBINA, NUMERO
DE PLAQUETAS E RESULTADO DO QUIMERISMO)

N.° NEUTROFILO N.° PLAQUETAS | RESULTADO

PACIENTES | CONDICIONAMENTO (10%/L) Hb (g/dL) (10%“_) QUIMERISMO
1 CFA 2,246 11,7 195 73%
2 CFA 1,491 16,5 124 90%
3 CFA 2,316 14,8 146 80%
4 CFA 1,060 11 98 68%
5 CFA 2,456 15,2 142 85%
6 CFA 6,380 13,7 238 87%
7 CFA 3,172 15,3 163 68%
8 CFA 1,950 14,6 184 82%
9 CFA 1,989 15,2 151 83%
10 CFA 4,653 17,0 251 85%
11 CFA 1,679 16,7 247 90%
12 BUS+CFA 3,661 16,1 158 85%
13 BUS+CFA 1,67 17 182 85%
14 BUS+CFA 3,147 14,8 182 85%
15 BUS+CFA 1,195 13,3 73 83%
16 BUS+CFA 15 15,9 151 83%
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APENDICE 4 - PACIENTES COM QUIMERISMO >90% DOADOR
(CONDICIONAMENTO, NUMERO DE NEUTROFILOS, HEMOGLOBINA, NUMERO
DE PLAQUETAS E RESULTADO DO QUIMERISMO)

continua
N.° NEUTROFILO N.° PLAQUETAS | RESULTADO
PACIENTES | CONDICIONAMENTO (10%0) Hb (g/dL) (10$u|_) QUIMERISMO
1 CFA 4,087 14,8 261 100%
2 CFA 4,651 15,6 207 93%
3 CFA 3,033 15,9 131 100%
4 CFA 5,312 14,2 180 100%
5 CFA 2,917 13,8 208 93%
6 CFA 4,279 16,5 218 95%
7 CFA 8,204 13,3 274 100%
8 CFA 2,615 14,6 206 100%
9 CFA 5.4 16,5 227 100%
10 CFA 2,294 14,8 272 100%
11 CFA 3,403 15,9 177 100%
12 CFA 4,956 15,9 224 100%
13 CFA 3,162 14 201 100%
14 CFA 2,546 14,2 315 91%
15 CFA 2,933 15,4 178 100%
16 CFA 3,213 15,8 163 95%
17 CFA 3,414 15,6 217 93%
18 CFA 2,623 15,7 230 100%
19 CFA 5,88 14 225 100%
20 CFA 3,075 13,3 218 100%
21 CFA 2,516 13,5 203 100%
22 CFA 2,796 16,0 252 93%
23 CFA 3,381 14,0 219 93%
24 CFA 7,814 19,2 251 100%
25 BUS+CFA 2,952 15,2 168 100%
26 BUS+CFA 2,91 17,1 157 100%
27 BUS+CFA 1,404 14,3 126 100%
28 BUS+CFA 1,929 17,5 160 100%
29 BUS+CFA 5,518 16,8 313 100%
30 BUS+CFA 5,36 8,8 132 100%
31 BUS+CFA 4,473 12,4 41 100%
32 BUS+CFA 1,981 12,2 361 95%
33 BUS+CFA 7,15 14,1 316 100%
34 BUS+CFA 1,685 17,2 147 100%
35 BUS+CFA 2,604 12,5 313 100%
36 BUS+CFA 4,289 13,7 257 100%
37 BUS+CFA 5,463 14,2 261 100%
38 BUS+CFA 4,02 17 250 100%
39 BUS+CFA 2,204 14,7 241 100%
40 BUS+CFA 2,262 17,6 243 100%
41 BUS+CFA 2,763 14,5 204 100%
42 BUS+CFA 2,759 14,1 218 100%
43 BUS+CFA 2,073 14,6 215 100%
44 BUS+CFA 1,843 14,4 203 100%
45 BUS+CFA 3,696 16,5 201 100%
46 BUS+CFA 6,232 15,8 237 100%
47 BUS+CFA 2,964 16,7 223 100%
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conclusdo
N.° NEUTROFILO N.° PLAQUETAS | RESULTADO
PACIENTES | CONDICIONAMENTO (10°0L) Hb (g/dL) (109L) QUIMERISMO
48 BUS+CFA 5,401 15,5 224 100%
49 BUS+CFA 3,129 15,4 177 93%
50 BUS+CFA 3,888 17,1 258 100%
51 BUS+CFA 2,474 15,7 116 100%
52 BUS+CFA 4,467 13,7 223 93%
53 BUS+CFA 3,187 16,5 240 100%
54 BUS+CFA 3,848 17,6 263 100%
55 BUS+CFA 4,091 13,5 210 100%
56 BUS+CFA 5,062 13,0 220 100%
57 BUS+CFA 4,144 16,4 177 100%
58 BUS+CFA 2,371 15,7 101 97%
59 BUS+CFA 2,784 13,6 148 100%
60 BUS+CFA 3,66 12,5 270 100%
61 BUS+CFA 5,985 13,3 148 100%
62 BUS+CFA 2,558 16,1 208 100%
63 BUS+CFA 2,414 15,4 249 100%
64 BUS+CFA 1,457 14,4 50 100%
65 BUS+CFA 5,779 13,9 219 100%
66 BUS+CFA 2,605 13,4 247 100%
67 BUS+CFA 5,664 16,8 180 100%
68 BUS+CFA 3,552 14 199 100%
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APENDICE 5 - CARACTERISTICAS PRE-TRANSPLANTE, DO TRANSPLANTE E
POS-TRANSPLANTE NO GRUPO DA CFA ISOLADA E CFA ASSOCIADA AO

BUSSULFANO
VARIAVEIS Miediana (variagio) | Mediana (variacéo)

Idade do paciente (anos) (gﬂzég) (gﬂzig)

Sexo do paciente l\ézsnf:zlto '\22;(:2:13;
Intervalo entre diagnostico e TCTH (meses) (OM:326) (Ohflzg?)

Idade do doador (anos) (g/l:ig) (g/l:ig)

ser0 do doader
N.° de células infundidas (x10%cel./kg) (1'?/(;:-3,7?8) (1'?/,!_):_35’;0)
N.° de neutréfilos (x10%/uL) (1'?/(?_2;3?2) ( 1'?/;3’7?2)
Hemoglobina (g/dL) (9'?/;1%;2) (8'?25:-1;1’7?6)
Contagem de plaquetas (xlOsluL) (1'2:_139115) ( 4'\42_23051)




ANEXO - TERMO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO HC-UFPR
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Plataforma Brasil - Ministério da Sadde

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana - HCUFPR

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: AVALIAGCAO DO QUIMERISMO EM PACIENTES COM ANEMIA APLASTICA SEVERA APOS
O TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOFOETICAS, SUBMETIDOS A
DIFERENTES REGIMES DE CONDICIONAMENTO

Area Tematica:

Pesquisador: MARCIA REGINA SILVA QUIROGA Versdo: 1
Instituigdo:Hospital de Clinicas da Universidade Federal do CAAE:05828212.4.0000.0096
Parana

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 65110
Data da Relatoria: 31/07/2012

Apresentac¢do do Projeto:

Trata se de estudo retrospectivo sobre analise de dados relacionados a pacientes com anemia aplastica grave
que foram submetidos a transplante de celulas tronco hematopieticas.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os pacientes com Anemia Aplastica Severa que tiveram recuperacdo
autologa em diferentes regimes de condicionamento.

Correlacionar os diferentes niveis de quimerismo com as caracteristicas

clinicas pré-transplante e com as caracteristicas da evolugdo pos-transplante, no
sentido de identificar fatores que possam predizer a evolugdo do enxerto alogénico
de células-tronco hematopoéticas.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Nao ha risco para os pacientes, uma vez que serao analisados dados retrospectivos de registros medicos. O
beneficio sera de melhor conhecer os resulatdos de diferentes modalidades terapeuticas empregadas

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nada a comentar.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Todos os documentos foram incluidos.

Recomendagdes:

O projeto pode ser aprovado sem pendencias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao ha pendencias.
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Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuicdes definidas na Resolucdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovac&o do projeto conforme proposto
para inicio da Pesqguisa. Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatdrios semestrais sobre o
andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento,
encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.

CURITIBA, 01 de Agosto de 2012

Assinado por:
Renato Tambara Filho
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