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RESUMO

A Anemia de Fanconi (AF) ¢ uma doenga hereditaria autossdmica recessiva, caracterizada
pela falha/aplasia de medula 6ssea (MO). A falha da hematopoese resulta na deplecdo do
reservatdrio de células estaminais da medula 6ssea, o que leva & anemia grave, neutropenia e
trombocitopenia, € o paciente necessita de intervengdes terapéuticas frequentemente,
incluindo o transplante de células-tronco hematopoéticas (HSCT), com o objetivo da
reconstitui¢cdo celular normal.

Método. Neste estudo, foi realizado uma analise detalhada da distribui¢do das subpopulacdes
linfocitarias T, B e NK no sangue periférico, por citometria de fluxo, de 23 pacientes com
Anemia de Fanconi, antes e apds o transplante de medula 6ssea (TMO), nos dias D+30,
D+60, D+100, D+180, D+270 e D+360. Em pararelo, foram comparados os dados dos
pacientes no pré e poés transplante (D+360) com o grupo controle. Além disso, foram
comparados os grupos de pacientes que receberam medula 6ssea doadores relacionados e ndo
relacionados, pré e pos-TMO, nos periodos descritos acima.

Resultados. Apds o transplante, foram observadas diferentes cinéticas de recuperagdo para as
distintas subpopula¢des de linfocitos, quando comparados com os parametros de pré-
transplante. As células NK foram as primeiras a recuperar, seguidas pelos linfocitos T
citotoxicos CD8”, linfocitos B e, finalmente os linfécitos T auxiliares CD4". A recuperagio
inicial foi as custas dos linfocitos T de memoria que seriam, portanto, potencialmente
derivados do enxerto, enquanto que, os linfocitos T virgens, recém emigrados do timo, de
fenotipo CD31'CD45RA", CD4 ™ ou CDS8’, aumentaram somente seis meses apos do
transplante, na presenca de profilaxia imunossupressiva para doen¢a do enxerto contra o
hospedeiro (DECH). Enquanto que pequenas diferengas foram observadas na recuperagdo
precoce dos linfocitos T citotoxicos CDS" entre os pacientes que receberam TMO aparentado
e ndo aparentado, casos com DECH mostraram diferengas marcantes quando comparados
com outros pacientes.

Conclusdes. Os resultados enfatizam a importancia da quantificagdo das subpopulagdes
linfocitarias no sangue periférico, para melhorar a monitoragdo e seguimento de pacientes
com Anemia de Fanconi que receberam transplante de medula 6ssea.

Palavras-chave: Anemia de Fanconi. Transplante de medula 6ssea. Transplante de célula-
tronco hematopoética. Sistema imunumoldgico.
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ABSTRACT

Background. Fanconi anemia is an autosomal recessive disorder characterized by bone
marrow (BM) failure/aplasia. Failure of hematopoiesis results in depletion of the BM stem
cell reservoir, which leads to severe anemia, neutropenia and thrombocytopenia, frequently
requiring therapeutic interventions including hematopoietic stem cell transplantation (HSCT).
Successful BMT requires reconstitution of normal immunity.

Methods. In the present study, a detailed analysis of the distribution of peripheral blood
subsets of T, B and NK lymphocytes in 23 patients with Fanconi anemia before and after BM
transplantation (at days D+30, D+60 and D+100, D+180 D+270 and D+360). The data
collected from the patients, in pre and post-transplantation (day +360), were also compared
with the control group. Moreover, we compared the patients groups who received related and
unrelated bone marrow donors, pre and post BMT, in the periods described above.

Results. After transplantation, we found different kinetics of recovery for the distinct major
lymphocyte subsets. Nk cells were the first to recover, followed by cytotoxic CD8+ T-cells
and B-cells, and finally also the CD4+ T-helper cells. Early recovery was at the expenses of
memory cells which would therefore be potentially derived from the graft whereas, recent
thymic emmigrant (CD31+ CD45RA+) and naive CD4+ or CD8+ T-cells, rose only 6 months
after HSCT, in the presence of immunosuppressive graft-vs-host disease (GVHD)
prophylactic agents. While only slight differences were observed in the early recovery of
cytotoxic CD8+ T-cells among cases receiving a graft from related vs. unrelated donors, cases
suffering from GVHD displayed more marked differences vs other patients.

Conclusions. Overall, our results support the utility of post-transplant quantification of
peripheral blood lymphoid subsets, for improved monitoring and follow-up of Fanconi
anemia patients undergoing BMT.

Key words: Bone marrow. Fanconi anemia. Immune system. Transplantation.
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1 INTRODUCAO

A proliferagdo e a maturagdo das células sanguineas ¢ um processo especialmente
controlado que envolve um numero relativamente extenso de fatores de crescimento e de
citocinas (KUTLER et al., 2003; GREEN et al., 2009). O nicho da medula éssea (MO), que
compreende as células estromais e vasculares, € critico em proporcionar o microambiente
ideal para a hematopoese (SOULIER, 2011). No entanto, mudangas nos niveis de citocinas
e/ou do microambiente hematopoetico podem levar a alteragdes na hematopoese, incluindo

aplasia de medula 6ssea (SHUKLA et al., 2012).

1.1 ANEMIA DE FANCONI

A Anemia de Fanconi (AF) ¢ uma doenca hereditaria caracterizada basicamente pela
sindrome de faléncia medular (SVAHN e DUFOUR, 2011). Estes pacientes apresentam um
defeito no reparo do DNA que leva progressivamente ao acumulo de alteragcdes
cromossomiais € genéticas. Além da anemia, os pacientes com AF mostram ma formagdes
congénitas, surdez e hiperpigmentacdo de pele (manchas café com leite), além de outros
sintomas (COLIN et al., 2006). E uma doenca imprevisivel j4 que alguns pacientes podem
desenvolver leucemia e tumores soélidos em algum momento da vida (MEDEIROS et al.,
2006). Entre as opgdes terapéuticas disponiveis o transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH) € o mais eficaz, uma vez que aumenta a chance de maior sobrevida
dos pacientes (DALLE, EILER e VOLTARELLI, 2008; MYRES et al, 2009; PINTO et al,
2009; MacMILLAN, WAGNER e VOLTARELLI, 2010). Um dos maiores problemas
associados ao pos-transplante ¢ o estado transitorio de imunodeficiéncia, com alto grau de
morbidade e mortalidade (SCHULTZ et al., 2006). A gravidade e a duragdo desta fase varia
de acordo com a fonte celular utilizada (medula éssea, sangue periférico, sangue de corddo
umbilical), desenvolvimento da doenga do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) e da atividade
timica residual, entre outras varidveis (ABRAHAMSEN et al. 2005; LOCATELLI et al.,
2008).

Na area do transplante alogénico de CTH o uso de fontes alternativas destas células

além da medula 6ssea, como as células-tronco periféricas e o sangue de corddo umbilical, tem



aumentado muito nos ultimos anos. Os pacientes submetidos a transplante alogénico de medula
ossea (TMO) experimentam um periodo de prolongada imunodeficiéncia celular e humoral,
devido a completa destruicdo das células linfo-hematopoéticas do receptor e a utilizagdo de
drogas imunossupressoras para a profilaxia e tratamento da Doenga do Enxerto Contra o
Hospedeiro (DECH) (DONALL et al., 1999; CUTLER e ANTIN 2001). Esta imunodeficiéncia
permanece até que as células precursoras contidas no enxerto do doador reconstituam o sistema
hematopoético do receptor, destruidos pelo regime de condicionamento pré-transplante. No
caso de doengas malignas as células do sistema imunologico do doador restabelecem a
celularidade e conferem ag@o terapéutica contra as células anormais do receptor, mas podem
causar a DECH e prolongada deficiéncia imunologica (MICHEL et al., 2009; BARRETT et al.,
2003). No periodo inicial pos-transplante (pos-tx) a recuperagdo imunoldgica depende de dois
fatores distintos, o micro-ambiente e as citocinas do receptor, enquanto que a resposta imune
tardia depende dos linfécitos T virgens, provenientes da colonizagdo e diferenciacdo das células
precursoras do doador (ARCESE, 2001; REIS e VISENTAINER, 2004; STOCKINGER,
2004). No transplante com célula-tronco periférica o nimero de linfocitos infundido ¢ maior
que no de medula 6ssea, o que teoricamente poderia melhorar o desempenho da recuperagio;
porém as infusdes com células-tronco periféricas contém grande numero de linfocitos maduros,
aproximadamente dez vezes mais que na medula 6ssea e consequentemente, hd um aumento na
incidéncia e na gravidade da DECH (MIELCAREK et al., 2003; CLARK et al., 2004). Até o
momento, poucos artigos dirigem-se especificamente a detalhes da recupera¢do imunologica,
principalmente, no que se refere a estas células.

O transplante de medula &ssea alogénico, objeto deste estudo, € amplamente utilizado
em pacientes que t€m doador HLA-idéntico, mas somente em torno de 30% dos pacientes
possuem irmdo compativel (DONALL et al., 1999; ABBAS e LICHTMAN, 2005). A
praticidade e seguranga em encontrar doadores parcialmente compativeis na familia t€m sido
investigadas e os resultados tém demonstrado que o HLA compativel ¢ critico e fator limitante
dos transplantes de medula 6ssea. No caso de 2 ou 3 incompatibilidades, a incidéncia de
DECH pode ocorrer em pelo menos 80% dos casos (revisado por GLUCKMAN e WAGNER,
2008).

Diferengas entre individuos que sdo capazes de reconhecimento imune do proprio e do
ndo proprio, sdo principalmente devidas ao extremo polimorfismo dos genes do complexo
maior de histocompatibilidade (MHC-classe I e II), localizado no cromossomo 6, que codifica
as moléculas de superficie-antigeno leucocitario humano (HLA). O polimorfismo ¢ devido

aos mais de 250 alelos, detectados sorologicamente e cada alelo pode na realidade conter



multiplas variantes, por sequenciamento molecular (CAILLAT-ZUCMAN et al,
PETERSDORF et al., 2004). Estas moléculas se ligam a peptidios, derivados de bactérias,
virus, células de tumor, etc, e as apresentam aos linfocitos T, para o subsequente
reconhecimento imune. As classes I e Il do MHC, que codificam os dois grupos de proteinas
estruturalmente distintas e homologas, isto €, a classe I apresenta peptideo e € reconhecida
pelas células T CD8" (T citotoxico) e a classe II apresenta peptideo e é reconhecida pelas
células T CD4" (T auxiliar). Além disso, os genes MHC séo expressos de forma codominante
em cada individuo, isto €, os alelos sdo herdados dos pais. O reconhecimento do antigeno
apresentado pelas moléculas MHC as células T ocasiona ativagdo do sistema imunoldgico,
fator importante para o estudo do envolvimento dessas células na resposta imunologica
(PETERSDOREF et al., 2004; AKPEK, 2013).

A auséncia de resposta imunoldgica € denominada tolerdncia. A autotolerancia ¢
essencial na prevengdo de reagdes contra suas proprias células e tecidos e, a0 mesmo tempo, na
manuten¢do de um amplo repertorio linfocitario especifico para antigenos invasores. Existem
dois tipos de tolerancia dos linfécitos T em nosso organismo; a central e a periférica. A
tolerancia central das células T ocorre durante a maturagdo destas células no timo (ITOH et al.
1999; HANASH e LEVY, 2005). Células T imaturas com alta avidez sdo eliminadas e este
processo ¢ denominado selegdo negativa ou delego, determinada pela concentra¢do do auto-
antigeno e a afinidade dos receptores das células T (TCR) dos timécitos que reconhecem esse
auto-antigeno. Caso contrario, a célula se desenvolverd em célula T reguladora, que ird para a
periferia. A tolerancia periférica das células T € o mecanismo onde as células T maduras, que
especificamente reconhecem os antigenos proprios dos tecidos periféricos, se tornam
eventualmente incapazes de responder a esses antigenos (anergia, delecdo clonal ou supressao
das células T). O reconhecimento de uma célula estranha ou alogénica, pelas moléculas HLA do
sistema imunologico, ¢ a maior limitacdo para a sobrevivéncia de células e oOrgdos
transplantados (SAKAGUSHI, 2004 e 2005).

Embora o progresso cientifico tenha beneficiado a sobrevida dos pacientes, a rejeigdo
cronica dos enxertos permanece um impedimento para o aumento da sobrevida. S&o inumeros
os subtipos linfocitarios que participam deste extenso, complexo e imprescindivel sistema

imunologico.



1.2 LINFOCITOS T EFETORES

A ativagdo completa da célula T requer o reconhecimento do antigeno (primeiro sinal),
asssim como o reconhecimento das moléculas coestimulatorias B7-1 e B7-2, células
apresentadoras de antigeno (CAA), pelo CD28 (segundo sinal) (ACUTO e CANTREL, 2000;
OHATA et al., 2002).

A anergia pode ser induzida quando as células T usam receptores inibidores situados nas
células T reguladoras (Tregs), como a CTLA-4 (CD152), nas liga¢cdes com B7, durante o
processo de reconhecimento do antigeno, ativando sinais inibitorios para a célula T. Ndo se sabe
que fatores determinam o reconhecimento das moléculas de B7 pelos linfécitos T e que
resultam na ativagdo de CD28 (Shuang et al.,, 2005). Em outras ocasides, as células T
reconhecem as mesmas moléculas B7 com o receptor inibidor CTLA-4 para induzir a tolerancia
(ACUTO e CANTREL, 2000; LAAR, 2000; JAMESON, 2002 e THIEL et al., 2004).

A eliminagdo (delegdo) repetida de linfocitos T por antigenos resulta na morte das
células ativadas por um processo chamado apoptose, que ¢ induzida quando um grande nimero
de células T recentemente ativadas € reativado por antigenos ou por agentes similares aos
antigenos, podendo ser mensurados pelos marcadores CD95 (Fas) e CD178 (FasL) (MARCEL
e BURAKOFF, 2002).

1.3 LINFOCITOS T REGULADORES

Algumas respostas imunes sdo inibidas por células capazes de bloquear a ativagdo e a
funcdo de linfocitos T efetores, estas células inibitdrias sdo as células T reguladoras. Sao
linfocitos T CD4" que apresentam altos niveis de receptor de IL-2 (CD25), mas n3o outros
marcadores de ativagdo (SAKAGUCHI et al., 1995; HESS, 2006). Presume-se que estas células
sejam capazes de reconhecer o antigeno proprio.

Alguns estudos indicam que a agfo supressora dessas células esta ligada a secregdo de
citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF- (ABBAS, 2005). Outros trabalhos sugerem
que as células T reguladoras funcionam pela interagdo direta com as CAAs ou com células T

ativadas, e ndo pela secre¢do de citocinas (revisado por BLUESTONE et al., 2009).



As células T reguladoras sdo desenvolvidas primariamente no timo pela sele¢do positiva
dos timocitos, com relativa avidez por antigenos proprios. Sdo representadas pelas céulas Treg
CD4+ naturais, células Th3, células Trl e células CD8" (HORI et al., 2003; HILCHEY et al.
2004). Representam de 5%-10% da populagio de células CD4" Treg naturais. O fendtipo destas
células é caracterizado pela expressdo de CD4 CD25™ e FOXP3" (GODFREY et al.; YAGI et
al., 2005, MAGENAU et al., 2010). As células T ativadas também podem expresssar CD25 de
menor intensidade, mas a expressdo de FOXP3 parece determinante nas células T reguladoras.
Experimentos t€ém demostrado que bloqueios tanto nos receptores de IL-2 (CD25 ou CD122)
como nos ligantes de IL-2, resultam em baixo numero de células T reguladoras, indicando que a
funcdo do CD25 ¢ essencial para seu desenvolvimento. Outros tipos de células T reguladoras
podem aparecer na periferia com os tipos Trl e Th3 (CHATENOUD e BACH, 2006). As Trl
sio CD4'CD25FOXP3" que sdo induzidas pela IL-10 e tornam-se secretoras desta interleucina
e regulam o sistema imunologico. As células progenitoras Th3 sdo semelhantes as células Trl e
também sdo CD4 CD25FOXP3". As células T reguladoras expressam o marcador CTLA-4,
que € um regulador negativo na imunidade mediada por células e GITR, que é um membro da
superfamilia do TNF (fator de necrose tumoral) (HILCHEY et al., 2007).

Um aumento na expressdo de CD25, GITR e CD152 nas células T reguladoras, sugere
que esta expressdo ndo as define funcionalmente e aumenta a possibilidade de que nem todas as
células Tregs expressam estas moléculas (QUEZADA et al., 2005). Até o momento, o marcador
definitivo para caracterizar as c€lulas T reguladoras € o fator de transcricio FOXP3. Entretanto,
a identificagdo deste marcador requer permeabilizagdo das células, que se traduz na dificuldade
para preparagdo. A fraca expressdo do marcador CD127, receptor de IL-7, € “down-modulated”
nas c€lulas T reguladoras e os estudos tém demonstrado que IL-7R (recptor de interleucenia 17)
desenvolve importante fungdo na proliferacio e maturagio das células T (LIU et al., 2006). E
expresso também em timocitos, células progenitoras linféides B e T, mondcitos e algumas
outras células linfoides e mieldides. A fraca positividade do marcador CD127 associado a
expressdo intermedidria/alta do CD25, além da expressdo intra-citoplasmatica de FOXP3, que
identifica as células T reguladoras (CIEBIADA et al., 2013).

As células CD4" podem se diferenciar em populagdes de células efetoras que produzem
conjuntos diferentes de citocinas e, portanto, desempenham fungdes distintas. As populagdes
melhor definidas de células T sdo as células Th1l e Th2; o IFN-y € a citocina de assinatura das
células Thl, e IL-4 e IL-5 sdo as citocinas que definem as células Th2. As reagdes imunes
cronicas sdo frequentemente dominadas por uma das duas populag¢des, Thl ou Th2 (SKERT et

al., 2009; ROZMUS et al., 2011). As citocinas produzidas por essas subpopulac¢des de células T



ndo somente determinam as suas fungdes efetoras, mas também participam no desenvolvimento
e expansdo das respectivas subpopulacdes. O padrao de diferenciagdo ¢ determinado por

estimulos presentes logo no inicio da resposta imune (WELNIAK et al., TIAN et al., 2007).

1.4 LINFOCITOS T RECEM-EMIGRADOS DO TIMO

Até o momento ndo existem marcadores fenotipicos especificos para identificar as
células recém-migradas do timo, demonstradas por KIMMING et al, 2002 ¢ YE e
KIRSCHNER et al., 2002 e posteriormente outros grupos como ANNOEK et al., 2003;
KOHLER et al., 2009. Estes pesquisadores identificaram que um subgrupo de linfocitos T,
CD4 CD45RA", que coexpressa o marcador CD31, contém células recém-emigrantes timicas
que apresentam elevados niveis de TREC. As TRECs sdo fragmentos de DNA excisados na
forma de DNA circular, gerados durante o rearranjo génico do receptor da célula T. As
TRECs sdo estaveis dentro das células, mas ndo se replicam e sdo diluidas com a divisdo
celular, portanto sdo 6timos marcadores de células T virgens recém-emigradas do timo
(DOUEK et al., 2002).

Embora a fun¢do do timo diminua na idade adulta, provavelmente devido a sua
involug¢do, um importante papel para a reconstituicdo de células T do timo ainda pode ser
mantido, como observado em varias condi¢des clinicas, incluindo pacientes adultos com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) apos a introdugdo da terapia antiretroviral
altamente ativa (TARAT), bem como o transplante de medula éssea, onde a fung@o timica
demonstrou ser responsavel pelo repovoamento celular T (SAITOH et al., 2006). Quanto ao
transplante, o timo pode desempenhar um papel importante para a indugdo de tolerancia
(HAZENBERG et al., 2002), o que levou a varios estudos deste subtipo celular, devido a sua

importancia na resposta imune.

1.5 DOENCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO

A DECH ¢ a principal complicagdo associada ao TMO, tanto a morbidade quanto a

mortalidade. A sindrome apresenta caracteristicas semelhantes a um processo autoimune e sua



patogénese ainda ¢ parcialmente conhecida (FERRARA et al., 2009). Ocorre quando os
linfocitos T do doador reconhecem como estranho os antigenos do receptor. Isto ocorre quando
o implante apresenta células imunocompetentes e o receptor € incapaz de produzir resposta
imune contra o enxerto (FALLEN et al., 2003; SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al., 2009).

Embora a DECH seja iniciada por linfocitos T enxertados que reconhecem aloantigenos
do hospedeiro, as células efetoras que causam a lesdo celular epitelial estio menos bem
definidas. Os linfocitos T CD8 citotoxicos alorreativos (CTLs) e as citocinas do microambiente
estdo envolvidos neste processo (JIANG et al., 1997; REIMER et al., 2003).

Embora os efeitos da DECH mostrarem fung@o importante na erradicagdo das células
malignas, permanece como um fator determinante na morbidade pds-transplante, qualidade de
vida e sobrevivéncia, principalmente quando a terapia imunosupressiva em longo prazo ¢

requerida para controlar esta complicagdo. Pode ser classificada em aguda e crénica.

1.5.1 DECH Aguda

A DECH aguda ocorre devidos a fatores como o enxerto tem células
imunocompetentes, o receptor tem antigenos de HLA que s3o ausentes no doador e o sistema
imunolégico do receptor tem de ser incapaz de gerar uma resposta imune contra o enxerto,
pelo menos em tempo suficiente (VOLTARELLI et al., 2009). O processo geralmente ocorre
nas primeiras semanas apds o transplante. As manifesta¢cdes podem ser restritas a um 6rgao ou
disseminadas com consequéncias debilitantes devido a contraturas articulares, perda da visao,
insuficiéncia respiratoria e mortalidade associada a imunossupressdo crénica e infeccoes
resultantes (TESHIMA et al., 2002). A DECH aguda atinge pele, figado, pulmdes e intestino
(BALL e EGELER, 2008).

1.5.2 DECH Cronica

No caso da rejei¢do cronica o reconhecimento ¢ indireto. As moléculas do HLA
estranhas ao receptor sdo processadas pelas células apresentadoras de antigeno (APC) do

receptor e os fragmentos de peptideos, contendo residuos de aminoacidos polimorficos, sdo



apresentados as células T. Embora o reconhecimento direto e indireto do aloantigeno
geralmente conduz a um resultado adverso do enxerto, a indugdo da tolerdncia pode ocorrer
apds exposicdo do receptor aos aloantigenos do doador, antes do transplante (SOIFER et al .,
2008). As moléculas de HLA podem dividir-se em duas categorias principais, alo-
determinantes dominantes, que sdo eficientemente processadas e apresentadas as células T
alo-reativas durante a rejei¢do o enxerto e alo-determinantes secretos que sdo potencialmente
imunogénicos, mas ndo induzem normalmente a resposta imune, devido provavelmente ao
processamento e/ou apresentacdo incompletos (ABBAS et al., 2005). A incidéncia de DECH
crénica varia entre 6 ¢ 80% de acordo com a idade do paciente, tipo de doador, fonte de
célula-tronco, manipula¢do do enxerto e uso de infusdes de linfocitos apos o transplante.
Ocorre mais tarde, e € definida arbitrariamente como a presenga ou persisténcia de DECH
além de 100 dias desde o transplante (RATANATHARATHORN et al., 2001; PEREIRA et
al., 2010). A heterogeneidade da sindrome torna dificil ndo apenas o diagndstico, mas também
a avaliacdo da gravidade e os parimetros de resposta. E caracterizada por fibrose e atrofia de
um ou mais dos mesmos 6rgdos, sem evidéncias de morte celular aguda. Pode envolver
também os pulmdes. Quando grave, a DECH cronica induz a uma completa disfungdo do
orgdo afetado e pode também ser fatal (SAKODA et al., 2007).

A analise de marcadores de linfocitos em TCTH mostrou-se uma ferramenta clinica
util no monitoramento terapéutico dos pacientes, na atividade da doenca e para predizer
DECH como foi demonstrado por HESS et al., 2006 e SOIFFER et al., 2008.

A atividade timica do receptor, as caracteristicas bioldgicas do enxerto e os regimes de
condicionamento sdo fatores que contribuem para o éxito da reconstituicio imune,

principalmente a reconstitui¢do normal da célula T.

1.5.3 HIPOTESE

A recuperag@o imunoldgica em pacientes com Anemia de Fanconi € diferente ou igual

a outros pacientes transplantados?



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a reconstituicdo imunolégica em pacientes com Anemia de Fanconi
submetidos a transplante alogénico de medula Ossea, através da analise das diferentes

populagdes linfocitarias por citometria de fluxo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar por citometria de fluxo os linfocitos T, B e NK e subpopulagdes nas
amostras de sangue periférico do paciente no pré e pos-transplante e controles (individuos
saudaveis).

2) Analisar a resposta imune dos pacientes que receberam medula Ossea aparentada e
ndo-aparentada.

3) Identificar um marcador celular que possa avaliar fator preditivo de bom ou mau

progndstico na recuperagio imune apos o transplante de medula ossea.
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3 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

3.1.1 Pacientes

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de citometria de fluxo da Unidade de
Apoio Diagnéstico-UAD, em colaboragio com a Unidade de Transplante de Medula Ossea
(TMO), ambos pertencentes ao Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(UFPR). Os pacientes que participaram deste estudo foram diagnosticados no ambulatorio de
Anemia de Fanconi deste hospital. Os critérios de diagnostico foram clinico e laboratorial,
através do teste de diepoxibutano (DEB), que avalia quebras cromossdmicas, caracteristicas
destes pacientes.

Foram incluidos no estudo vinte e trés pacientes com anemia de Fanconi, mediana de
idade de 8 anos, variando de 4 a 21; doze do sexo masculino, que realizaram TMO alogénico
entre 2009 e 2011. Doze pacientes (52,0%) receberam o transplante de doadores aparentados
e onze (48,0%) receberam transplante ndo aparentado. O regime de condicionamento para o
grupo que recebeu MO de doador aparentado consistiu apenas na administragdo de
ciclofosfamida — 60mg/Kg, enquanto que para outro grupo, ndo aparentado, o regime
consistiu na combinagio de ciclofosfamida com fludarabina — 125mg/m® e timoglobulina —
Smg/Kg. Para o tratamento imunoprofildtico em ambos os grupos foram utilizados
ciclosporina e metotrexato (Tabela 1).

A pega foi observada em 21 pacientes (91,0%), que foram acompanhados neste estudo
por um periodo minimo de um ano. Dois pacientes foram a 6bito por DECH aguda no D +30 e
0 outro paciente por rejei¢ao, 375 dias apos o transplante (Tabela 1).

Todos os pacientes aceitaram participar por meio da assinatura do Termo de
Consentimento/Assentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2 e Anexo 3
respectivamente) e este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parana, sob o numero 1599.016/2008-02 (Anexo 4).



11

Tabela 1 — Caracteristicas dos Pacientes (n=23)

IDADE AO TRANSPLANTE (ANOS) 8 (4-21)
SEXO0 (MASC./FEM.) 12/11 (54% / 46%)
HISTOCOMPATIBILIDADE
HLA idéntico 20/23 (87%)
Uma incompatibilidade (HLA-A, B ou DR) 3/23 (13%)
DOADOR
Aparentado 12/23 (52%)
Néo aparentado 11/23 (48%)
REGIME DE CONDICIONAMENTO
FLU/ATG/CFA 12/23 (52%)
Ciclofosfamida 9/23 (35%)
Fludarabina 1/23 (4%)
FLU/TBI 1/23 (4%)
IMUNOPROFILAXIA
Ciclosporina+Metotrexato 21/23 (92%)
Ciclofosfamida 1/23 (4%)
Micofenolato 1/23 (4%)
DECH 13/22 (59%)
DECH aguda 5722 (23%)
DECH crénica 8/21 (38%)
QUIMERISMO NO D+100
Completo 12/23 (52%)
Misto 11/23 (48%)
OBITO 2/23 (9%)
DECH aguda 1/23 (4%)
Rejeigdo 1/23 (4%)

Resultados expressos como nimero de casos em percentagem (parénteses)
e mediana. DECH= Doen¢a do Enxerto Contra o Hospedeiro;
CFA=ciclofosfamida 60mg/Kg, FLU= fludarabina 125mg/ m?

>

ATG=timoglobulina 5mg/ m* TBI 200 ¢Gy. (total body irradiation); 200
cGy.

3.1.2 Amostras

As amostras de sangue periférico (SP) foram coletadas em tubos contendo 7.5%
EDTA K3, tanto para a analise da imunofenotipagem em citometro de fluxo (FACSCalibur,
Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) quanto para o hemograma (ADVIA 2120, Siemens,
NY, EUA). Ao todo foram analisadas 161 amostras, nas quais fazem parte a amostra do pré-
transplante aos dias subsequentes de cada um dos 23 pacientes, além das 20 amostras

controle. A analise morfologica foi realizada através da microscopia convencional.
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3.1.3 Infusdo das Células-Tronco Hematopocéticas

A infusdo das células-tronco hematopoéticas ocorreu no dia zero; D=0 (data do
transplante). A pega do enxerto apds o TMO foi definida como: 1) pega de neutrdfilos: trés
dias consecutivos em que o numero foi >500 células/pl; 2) pega de plaquetas: primeiro dia em
que o numero de plaquetas foi >20.000/ul, sem que o paciente tenha recebido infusdo de

plaquetas nos ultimos 7 dias.

3.1.4 Seguimento do Paciente Ap6s o Transplante

Os pacientes permaneceram internados na Unidade de TMO do HC-UFPR por um
periodo médio de 30 dias apoOs o transplante e posteriormente, o seguimento foi ambulatorial
intensivo (diario a semanal) no ambulatorio do TMO. Foram colhidas amostras de sangue
periférico dos pacientes nos seguintes periodos: pré-condicionamento (amostras foram
coletadas poucas horas antes do inicio do condicionamento), e nos dias D+30, D+60, D+100,
D+180, D+270, D+360 pos TMO. As coletas das amostras de sangue periférico foram
adaptadas aos retornos dos pacientes ao hospital apds o transplante. Portanto, nem sempre as
datas das coletas coincidiram exatamente com as datas programadas citadas anteriormente.

A maioria dos pacientes possui amostras coletadas de todos os periodos citados acima.
As raras amostras perdidas foram devidas principalmente, ao ndo comparecimento do

paciente aos retornos determinados (cidades distantes).

3.1.5 Controles

As amostras de sangue periférico dos controles, individuos saudaveis, sem doencas
pré-existentes, foram obtidas de pacientes pertencentes a Clinica de Cirurgia da
Ortopedia/Traumatologia do Hospital de Clinicas da UFPR, em situagdo pré-cirurgica, sob

consentimento/assentimento informado TCLE (Anexo 2 e anexo 3 respectivamente).
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Foram coletadas vinte amostras de sangue periférico pareadas as idades dos pacientes.
Os valores absolutos de leucocitos totais, linfocitos, monocitos e neutrofilos foram obtidos
pela contagem hematologica realizada em contador automatico. Os resultados constam no

Anexo 5.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Analise Multiparamétrica por Citometria de Fluxo das Subpopula¢des Linfocitarias

Foi utilizada a técnica convencional de cora-lisa para a citometria de fluxo.
Resumidamente, 100 pl de sangue total foi incubado por 15 minutos, no escuro, a temperatura
ambiente (PAOLI et al., 1984), com anticorpos monoclonais (Acmo) previamente titulados,
conjugados aos fluorocromos — Isotiocianato de fluoresceina (FITC), Ficoeritrina (PE),
Proteina Peridinina Clorofila (PerCP), Aloficocianina (APC) (Tabela 2).

Em paralelo foi processado amostra do grupo controle. As hemacias foram lisadas
usando a solu¢do de FACS Lysing solution (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA)
(protocolo do fabricante: http://www bdbiosciences.com/external files/is/doc/tds/Package
Inserts CE/live/web enabled/23-1358-06.pdf). Apods, as células foram centrifugadas e
duplamente lavadas em tampao salino (PBS pH 7,4). Para a analise intracelular do marcador
FOXP3 foi utilizado o reagente Fix&Perm (Invitrogen, Camarillo, CA, EUA), apos a
marcagdo de membrana, como recomendado pelo fabricante (http://tools. lifetechnologies.
com/content/sfs/manuals/L.12001 Rev0310.pdf).

As aquisi¢des dos dados foram realizadas no citometro de fluxo FACSCalibur
imediatamente apds a preparagdo da amostra. Em cada tubo foram adquiridos um minimo de
100.000 eventos usando o programa de aquisi¢do CellQUEST (Becton Dickinson, San Jose,
CA, EUA).Para a analise dos dados foi utilizado o programa Infinicity (Cytognos SL,
Salamanca, Espanha).

A estratégia de analise consistiu na identificagdo e quantificacio dos diferentes
subgrupos linfocitarios, como exemplificado nas Figuras 1 e 2. A contagem absoluta de
linfécitos foi calculada através de plataforma dupla, multiplicando a percentagem de
linfécitos obtida por citometria de fluxo pelo nimero de leucocitos obtido no hemograma. A

partir dai foram calculadas as subpopulagdes linfocitarias em numero absoluto.


http://www.bdbiosciences.com/external_files/is/doc/tds/Package_
http://tools.lifetechnologies
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Foram identificadas as seguintes subpopula¢des linfocitarias: CD3" (linfécito T),
CD3°CD4" (linfocito T auxiliar), CD3"CD8" (linfocito T citotoxico), CD4 CD45RA'CD31"
(linfocito T recém-emigrado do timo), CD57 CD28 CD4" ou CDS8" (linfocito T senescente),
CD27'CD45ROCD4" ou CDS8" (linfécito T virgem), CD27'CD45RO'CD4" ou CDS’
(linfocito T de memoria central), CD27 CD45RO CD4 " ou CD8" (linfécito T efetor), CD27
CD45ROCD4" ou CDS8" (linfocito T efetor tardio), CD3'CD69" (linfocito T ativado) e CD3"
CD69"  (outros linfocitos — ativados), CD4'CD25°CD127"FOXP3"  (linfocito T
regulador=Treg), CD4'CD25 "GITR FOXP3" (Treg), CD3'CD16" e/ou CD56" (linfocito
NKT), CD3 TCRap" (linfécito T/TCRaf), CD3 TCRyd " (linfécito T/TCRyd), CD19'CD20"
(linfocito B maduro), CD19°CD10" (linfécito B imaturo) e CD3'CD16 CD56" (linfocito NK).
Adicionalmente, foi determinado o numero de linfocitos T e B que expressavam os
marcadores Fas (CD95") e FasL (CD178"): CD3'Fas’, CD3'FasL’, CD19'Fas’ e
CD19'FasL™ (Douek, 2002; Fallen et al., 2003) (Tabela 2).
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Figura 1 — Estratégia de andlise bivariada das subpopulacdes linfocitdrias T. Painel A,
Caracteristicas de complexidade (side light scatter-SSC) dos linfocitos T CD4', Painel B.
B.1. Virgem (CD27'CD45R0"), B2. Memoria (CD27 'CD45RO"), B3. Efetor (CD27
CD45R0"), B4. Efetor tardio (CD27° CD45R0"). Painel C. Caracteristicas de complexidade
(side light scatter-SSC) dos linfécitos T CD8', Painel D. D1. Virgem (CD27'CD45R0O"),
D2. Memoéria (CD27 CD45R0"), D3. Efetor (CD27° CD45R0O"), D4. Efetor tardio (CD27
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Tabela 2 — Anticorpos Monoclonais e Fluorocromos Utilizados na Citometria de Fluxo de Sangue

Periférico para Deteccio das Populagées Linfocitarias e Painéis Correspondentes

AcMo Fluorocromo Clone Companhia
CD3 FITC SK7 BD Biosciences
CD3 PECyS SK7 QP

CD4 PerCP SK3 BD Biosciences
CD4 APC SK3 BD Biosciences
CD8 PE SK1 BD Biosciences
CD8 APC SK1 BD Biosciences
CD10 PE HI10 BD Biosciences
CD16 PE B-E16 QP

CD19 PE HIB19 Biolegend
CDI19 APC SJ25C1 Invitrogen
CD20 FITC 127 BD Biosciences
CD25 FITC M-A251 BD Biosciences
CD27 FITC L128 BD Biosciences
CD28 PE CD28.8 EXBIO

CD31 PE WM59 BD Biosciences
CD45 PerCP 2D1 BD Biosciences
CD45RA FITC 148 BD Biosciences
CD45R0O PE UCHL1 QP

CD56 PE MOC-1 QP

CD57 FITC TBO1 Serotec

CD69 PerCP FN50 BD Biosciences
CD95 FITC DX2 BD Biosciences
CD127 PE HIL-7R-M21 BD Biosciences
CD178 PE Kay-10 BD Biosciences
FOXP3 APC PCHI101 eBiociences
GITR PE TNFRSF18 eBiosciences
TCRof FITC T10B9.1A-31 BD Biosciences
TCRyd PE V65 BD Biosciences
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Painel de anticorpos monoclonais

FITC PE PERCP or APC Tipo celular identificado
PECYyS5

CD3 CDS8 CD45 CD4 Linfocitos T total e subpopulagdes
CD3 CD16/56 CD45 - Linfécitos NK ¢ NKT
CD20 CD10 CD45 CD19 Linfocitos B imaturos e maduros
TCRap TCRyd CD4 CD3 Linfécitos T com receptor aff e yd
CD45RA CD31 CD4 CDS8 Linfocitos T recém-emigrados do timo
CD57 CD28 CD4 CDS8 Linfocitos T senescentes
CD27 CD45R0O CD4 CD8 Linfocitos T virgem, mc, efetor e ed
CD3 CD19 CD69 - Linfocitos ativados
CD95 CD178 CD3 CD19 Apoptose celular
CD25 CD127 CD4 cyFOXP3 | Linfécitos T reguladores
CD25 GITR CD4 cyFOXP3 | Linfécitos T reguladores

Nomenclatura dos anticorpos monoclonais, fluorocromos, clones, companhia e painéis.

Cy= colorag#o citoplasmatica.

FITC; isotiocianato de fluoresceina, PE; R-ficoeritrina, PERCP; complexo proteina peridinina
clorofila,PECy5; ficoeritrina — cianina 5 (conjugado tandem), APC; aloficocianina.

mc=memoria central ¢ ed=efetor diferenciado ou tardio.
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3.3 AVALIACAO DA TIPAGEM HLA E DO QUIMERISMO

Os dados da Tipagem HLA e do Quimerismo foram fornecidos pelo responsavel do
Laboratorio de Imunogenética do HC/UFPR. Apos o transplante de medula 6ssea alogénico,
dois estados de quimerismo foram reconhecidos; o quimerismo completo, quando todas as
células do tecido hematopoético sdo do doador e o quimerismo misto, quando no tecido

convivem as células do doador e do receptor (Tabela 1).

3.4 METODOS ESTATISTICOS

A significancia estatistica das analises das células estudadas foi avaliada
longitudinalmente por modelos de efeitos mistos. Para mensurar a significancia estatistica
entre os diferentes grupos foram utilizados os testes ndo paramétricos de Wilcoxon e de
Mann-Whitney (Statistica v.8.0 sofiware - Stat Soft, OK, EUA). Valores de P <0.05 foram
considerados como estatisticamente significantes. Para a comparagdo da avaliagdo pré-tx com
as avaliagOes consecutivas, foi considerado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon e Teste t de
Student para amostras independentes. Qualquer valor fora desses limites sdo os outliers

(valores atipicos), acusado nos graficos com um circulo cheio.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA RECONSTITUICAO IMUNOLOGICA APOS O TMO

4.1.1 Leucécitos Apds Alo-TMO

Apds o condicionamento (imunossupressdo) e o TMO, houve um periodo de
imunoablagdo que atingiu todos os pacientes, observado na primeira semana pos—tx, pelo
namero de leucocitos totais no sangue periférico (Tabela 3). Em seguida, houve a
reconstituicdo imunoldgica e hematopoética a partir das células tronco hematopoéticas
alogénicas infundidas nos pacientes e células residuais que eventualmente sobreviveram ao
regime de condicionamento. Apos o transplante, a pega da medula 6ssea ocorreu em todos os
pacientes analisados entre os dias 12 (MO aparentada) e 25 (MO ndo aparentada) para os

neutrofilos e 11 (MO aparentada) e 32 dias (MO néo aparentada) para as plaquetas.
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Tabela 3 — Namero de Leucocitos no D+7 ¢ D+30

D+7 D+30

Controle Leucécitos/uL. Paciente  Leucteitos/ul Leucocitos/M1
1 6.049 1 0,010 1.050
2 8.056 2 0,055 2.900
3 6.670 3 0,570 9.540
4 7.100 4 0,080 1.980
5 8.030 5 0,150 3.750
6 5.240 6 0,130 4.330
7 5.230 7 0,310 22.270
8 7.640 8 0,070 2.920
9 9.190 9 0,040 3.680
10 7.080 10 0,200 4.630
11 5.720 11 0,250 5.800
12 9.220 12 0,230 3.650
13 7.570 13 0,010 3.140
14 5.070 14 0,070 3.380
15 6.690 15 0,520 3.830
16 11.340 16 0,050 3.370
17 7.060 17 0,010 3.570
18 8.020 18 0,060 2.820
19 4.840 19 0,030 1.720
20 10.190 20 0,028 6.990
21 0,120 3.520
22 0,015 2.530
23 0,020 7.970
Mediana 7.095 Mediana 0,07 3.570
Minimo 4.840 Minimo 0,01 1.050
Maximo 11.340 Maximo 0,57 22.270

No D+30 apos-tx, o numero de leucocitos totais aumentou em relagdo ao pré-tx
(Figura 3A), porém ndo foi significativo, € se manteve em nimero normal em todo o periodo

analisado, assim como os neutrofilos, mondcitos e linfocitos (Figura 3).
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Figura 3 — Reconsituicio de Leucocitos Totais, Linfocitos, Mondcitos ¢ Neutrofilos em
Pacientes com Anemia de Fanconi Apés o TMO. Valores absolutos (eixo Y=células/ul; eixo
X=tempo em meses) de leucocitos totais (A), mondcitos (B) e linfécitos (C) e de neutréfilos
(D). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro das caixas
indicam a mediana, os pontos dentro das caixas indicam a média, e as barras de erro se
estendem do menor ao maior valor. Os circulos cheios indicam os valores outliers. Periodos
analisados: Pré-transplante e pos-trasnplante (D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 e D+360).

O numero de linfocitos, monocitos, eosindfilos e neutrdfilos nas amostras pré-tx
encontraram-se significativamente diminuidos em relagdo aos controles (£<0,001) (Tabela 4).
No periodo pos-tx analisado, no D+360 (Tabela 5), a recuperagio dos linfécitos, monocitos,
eosindfilos e neutrdfilos, atingiram a normalidade. Nao houve diferenga estatistica neste
periodo.

Os linfécitos NK CD3'CD16'¢/ou CD56" foram as primeiras células linfoides a
recuperar apos o transplante, seguidos pelos linfocitos T citotoxicos CD3 CD8", linfécitos B

CD19" e finalmente, linfocitos T auxiliares CD3 'CD4".
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Tabela 4 — Analise Comparativa do Grupo Controle vs Pacientes (Pré-TMO) Quanto
ao Namero Absoluto de Linfocitos, Monocitos, Eosinofilos e Neutrofilos

Variavel/uL Grupo N Mediana  Minimo  Méaximo  Valor de P
Linfécitos Controle 20,0 28588 1354,7 6263,9

Paciente 23,0 8860 28.8 6455,1 <0,001"
Monécitos Controle 20,0 446.6 28.5 704,5

Paciente 23,0 9373 0,5 4412 <0,001"
Eosimofilos Controle 20,0 282,11 68.3 6272

Paciente 23,0 3,5 0,0 445 <0,001"
Neutrofilos Controle 20,0 3490,5 13954 6914,0

Paciente 23,0 1540,9 281,1 3389.,6 <0,001°

* Teste t de Student para amostras independentes, P<0,05
® Teste de Mann-Whitney, P<0,05

Tabela 5 — Analise Comparativa do Grupo Controle vs Pacientes (P6s-TMO, D+360)
Quanto ao Numero Absoluto de Linfécitos, Monocitos, Eosinofilos e Neutrofilos.

Variavel/uL Grupo n Mediana  Minimo  Méaximo  Valor de P
Linfécitos Controle 20 2858.8 1354,7 62639

Pacientes 23 1890,0 970,0 10802 0,519*
Monoeitos Controle 20 446,6 28,5 704,5

Pacientes 23 4403 115,2 1352 0,637
Eosinofilos Controle 20 2821 68,3 627,2

Pacientes 23 196,2 30,5 1105 0,615°
Neutrofilos Controle 20 3490,5 13954 6914,0

Pacientes 23 28002 16141 17460  0,238"

* Teste t de Student para amostras independentes, P<0,05
® Teste de Mann-Whitney, P<0,05

4.1.2 Linfécitos T Apos Alo-TMO

Em relagfo aos linfécitos T CD3", houve diminuigdio, porém ndo foi estatisticamente
significante em todos os periodos pds-tx analisados (P=0,191 no D+30; P=0,520 no D+60;
P=0,159 no D+100). Nos dias D+180, D+270 e D+360, houve aumento significativo
(P=0,001), quando comparados aos valores pré-tx (Figura 4A).
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Figura 4 — Reconstituiciio de Linfécitos T no Pré-tx no Pés TMO. Valores absolutos (células/ul) de linfécitos
T CD3" (A), linfécitos T auxiliares CD3'CD4™ (B) , linfécitos T citotéxicos CD3"CD8" (C), linfocitos T
CD3"CD4CDS§ e de linfocitos T CD3"CD4°CD8" (E). As extremidades das caixas indicam o 25th ¢ o 75th
percentis, as linhas dentro das caixas indicam a mediana, e as barras de erro se estendem do menor ao maior
valor. * =P<0,05. Periodos analisados: Pré-transplante, D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 ¢ D+360 dias pos-
transplante.

Entre os linfocitos T CD3+, o numero de linfocitos TCD3 TCRaf" acompanhou a
curva do CD3", porém o niimero de linfécitos T CD3'TCRyé" (CD4CDS") (Figura 4 D)
aumentando

encontrou-se diminuido significativamente no D+30 pods-tx (P=0,030),
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posteriormente, porém com significancia estatistica apenas no D+360 (Tabela 6).

Tabela 6 — Linfécitos CD3'CD4'CD8 (TCRyd )/uL

CD4CD8 N  Mediana  Minimo  Maximo
PRE 20 395 0,1 170,2
D+30 23 104 0,2 146,7
D+60 22 234 0,8 116,1
D+100 22 247 0,9 164,5
D+180 21 51,5 6,5 138,5
D+270 21 6038 5.4 165,3
D+360 21 66,1 3,6 241,9

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,030; Pré x

D+60, P=0,184; Pré x D+100, P=0,398; Pré x D+180,
P=1,00; Pré x D+270, P=0,094; Pré x D+360, P=0,048.

Apbs o transplante, ocorreu diminuig¢io de linfocitos T CD4" nos dias D+60 e D+100

no seguimento pos-tx (P=0,044 e P=0,036, respectivamente) (Figura 4B) e um aumento
marcante de linfocitos T CD8" pos-tx, a partir do D+60 (D+60 P=0,049; D+100 P=0,024;
D+180 P=0,030;, D+270 P=0,005 e D+360 P=0,003) (Figura 4C). O numero de células T

+ P . 4 . . .
CD4 apresentou uma tendéncia a aumentar apds o tx, chegando a um valor significativo nos

dias D+270 e D+360 (P=0,003 e P=0,004, respectivamente) em relacdo ao pré-tx, porém,

mesmo um ano apds o TMO, ndo atingiu o valor do grupo controle (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 — Analise Comparativa dos Linfocitos T Entre os Pacientes Pré-Tx

e Grupo Controle

Variavel/uL Grupo N Mediana Minimo Maéaximo Valor de P

CD3" Controle 20,0 1920,0  988,0 42934  <0,001
Paciente 23,0 674,2 14,9 45715

CD3"'CD4" Controle 20,0 10072 5155 2446,7  <0,001
Paciente 23,0 272,6 7.2 24742

CD3'CD8™ Controle 20,0 665,1 3523 1520,9 0,001
Paciente 23,0 3214 7.3 1817.1

CD4'CD8" Controle 20,0 2,6 1.4 13,4 0,007
Paciente 23,0 1,3 0,0 5.8

CD4CD8¥ Controle 20,0 132,2 62,7 353,2 <0,001
Paciente 23,0 39.5 0,1 170,2
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Tabela 8 — Analise Comparativa dos Linfocitos T entre os Pacientes Pos-Tx (D+360)
e Grupo Controle

Variavel/uL Grupo N Mediana Minimo Maéximo Valor de P
CD3" Controle 20 1920,0  988,0 42934

Paciente 21 14877 4698 10111,0 0,199
CD3"'CD4" Controle 20 10072 5155 2446,7

Paciente 21 567,0 16,3 1248,1 0,000
CD3'CD8™ Controle 20 665,1 3523 1520,9

Paciente 21 876,8 72,4 8813,6 0,544
CD4'CD8" Controle 20 2,6 1.4 13,4

Paciente 21 3.1 0,1 25,9 0,786
CD4CD8¥ Controle 20 132,2 62,7 353,2

Paciente 21 66,1 3.6 2419 0,000

O aumento de linfocitos T CD8" foi significativo a partir dos trés primeiros meses pos-
tx (Figura 4C e Tabela 9). A diminuigdo dos linfécitos T CD4" e o aumento de linfocitos T
CDS8". resultaram na inversdo da relagio CD4/CD8" em todo o periodo analisado. Por sua
vez, os linfécitos T duplo-positivos, CD3'CD4 CDS8", foram significativamente maiores em
relagdo aos niveis pré-transplante, a partir do D+180 (P=0,040) até o final deste estudo

(D+360 P=0,008) (Figura 4E).

Tabela 9 — Linfécitos T citotoxicos CD3+CD8++/uL
CD3'CD8™ n Mediana ~ Minimo  Maéximo

PRE 20 3214 7.3 1817.1
D+30 23 1676 8.8 1656.2
D+60 22 5366 18,6 5879,1
D+100 22 6509 37,7 1801.9
D+180 21 6619 57,0 19983
D+270 21 7757 62,4 2798.8
D+360 21  876,8 72,4 8813.,6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,526; Pré x D+60,
P=0,049; Pré x D+100, P=0,024; Pré x D+180, P=0,030;
Pré x D+270, P=0,005; Pré x D+30, P=0,003.
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4.1.3 Linfoécitos B Apds Alo-TMO

Os linfécitos B maduros (CD19°CD20") e os mais imaturos (CD19°CD10"),
diminuiram acentuadamente no D+30, no entanto, recuperaram lentamente no D+100 e D+60,
respectivamente, atingindo valores significativamente aumentados quando comparados aos

niveis do pré-transplante a partir do D+180 e D+270, respectivamente (Figuras SA e 5B).
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Figura 5 — Reconstituiciio de Linfocitos B, Pré e Pés TMO. Valores absolutos (células/ul) de
linfécitos B imaturos CD19°CD10" (A) e linfécitos B maduros CD19°CD20" (B). As extremidades
das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro das caixas indicam a mediana, ¢ as
barras de erro se estendem do menor ao maior valor. * =P<0,05. Periodos analisados: Pré-transplante,
D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 e D+360 dias pés-transplante.

4.1.4 Linfécitos NK Apos Alo-TMO

A reconstituigio das células NK CD3CD16 CD56" (Natural-Killer) foi rapidamente
evidenciada. O numero absoluto de células NK aumentou significativamente logo apds o
transplante, mantendo-se com valores aumentados em todo o processo de acompanhamento
(Tabela 10, Figura 6).

Como mencionado acima, as células NK tiveram um pico entre os dias D+30 e D+60,
diminuindo discretamente em seguida, porém os valores mantiveram-se aumentados se

comparados aos niveis do pré-transplante (Figura 6).
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316'56" n Mediana Minimo  Maéximo

PRE 20 652 1,0 5447
D+30 23 1556 17.6 979.3
D+60 22 2996 11,9 896,1
D+100 22 1798 16,7 493.7
D+180 21 1554 455 659,1
D+270 21 2016 56.4 1038.4
D+360 21 1735 774 6842

Tabela 10 — Linfécitos NK/pL
Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,040; Pré x
D+60, P=0,013; Pré x D+100, P=0,022; Pré x D+180,
P=0,016; Pré¢ x D+270, P=0,007; Pré x D+30,

P=0,005.
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Figura 6 — Reconstituicio de Linfécitos NK Pré-tx e
Apos o TMO. Valores absolutos (células/ul) de linfécitos
B imaturos CD3-CD16+CD56+ (A). As extremidades das
caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro
das caixas indicam a mediana, € as barras de erro se
estendem do menor ao maior valor. Periodos analisados:
Pré-transplante, D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 ¢
D+360 dias pos-transplante. * Teste t de Student para
amostras independentes, P<0,05.

4.1.5 Linfécitos NKT Apds Alo-TMO

As células NKT foram definidas com as positividades para os marcadores de células

NK (CD16 e CD56) e de células T (CD3). A Figura mostra que o nimero de células NKT
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CD3'CD16'CD56" ndio diminuiu apoés o TMO, e comegou a aumentar seis meses pos-tx, €

esse aumento persistiu até D+360 e estas diferencas foram significantes (P<0,05) (Tabela 11).

Tabela 11 — Linfécitos NKT/pL
3"16'56" N  Mediana Minimo  Maéximo

PRE 20 525 1,0 165,3
D+30 23 273 0,9 730,3
D+60 22 820 1,9 1479.4
D+100 21 782 10,1 300.,8
D+180 21 1095 16,5 983.7
D+270 21 1508 18,8 979.3
D+360 21 1076 272 1406,5

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,433; Pré x D+60,
P=0,421; Pré x D+100, P=0,157; Pré x D+180, P=0,013;
Pré x D+270, P=0,001; Pré x D+30, P=0,016.

4.1.6 Outras Populagdes de Linfocitos T Apos Alo-TMO

Para avaliar o efeito do TMO nas subpopulagdes de linfocitos T virgem, efetores e de
memoria, foram utilizados marcadores fenotipicos que permitem distinguir os varios estagios
de diferenciagdo funcional dos linfocitos T CD4" e T CD8". Estes estagios incluem linfécitos
T virgem CD27 CD45RO° (CD4" ou CDS8"), linfocitos T de meméria central
CD27'CD45RO" (CD4" ou CDS8"), linfécitos T de memoria efetora CD27'CD45RO" (CD4"
ou CD8") e de linfécitos T efetores diferenciados CD27 CD45RO(CD4" ou CDS8"). Os
valores das subpopulagdes de células T CD8 efetora e das células T CD4 de memoria efetora
aumentaram 60 dias apds o transplante, as células T CD4 " efetoras terminais mostraram uma
recuperagdo mais tardia, com um aumento significativo apos o transplante apenas no D+180.
Quanto aos linfocitos T auxiliares CD4 CD27 CD45RO’, de memoria central, ndo houve
mudangas significativas ao longo de todo o periodo do acompanhamento. Estes resultados

estdo demonstrados da Tabela 12 a Tabela 19 e Figuras 7 ¢ 8.



Tabela 12 — Linfécitos T Naive CD4"'CD27 ' CD45RO /uL
27'45RO N  Mediana  Minimo  Maximo

PRE 20 997 3,2 20760
D+30 23 1,8 0,0 2554
D+60 22 1,8 0,0 110,8
D+100 2252 0,3 4104
D+180 21 825 0,0 4383
D+270 21 1504 2,0 748.8
D+360 21 2412 1,1 810,6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,005; Pré x D+60,
P<0,001; Pré x D+100, P=0,002; Pré x D+180, P=0,260; Pré
x D+270, P=0,053; Pré x D+30, P=0,004.

Tabela 13 — Linfocitos T Meméria CD4°CD27 ' CD45RO/uL
27+45R0O0+ N  Mediana  Minimo  Maximo

PRE 20 1144 1,5 625,1
D+30 23 432 1,2 707.,6
D+60 22 915 18,7 280,6
D+100 22 927 8,6 4104
D+180 21 1143 437 306.,9
D+270 21 1752 12,4 287.4
D+360 21 1626 83,2 311,1

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,433; Pré x D+60,
P<0,314; Pré x D+100, P=0,295; Pré x D+180, P=0,778;
Pré x D+270, P=0,094; Pré x D+30, P=0,058.

Tabela 14 — Linfécitos T Efetor CD4°CD27 CD45RO"/uL
27-45RO+ N  Mediana  Minimo  Maéximo

PRE 20 20,1 0,1 52,0

D+30 23 213 1,0 138.3
D+60 22 495 11.8 4481
D+100 22 598 1,8 2593
D+180 21 687 1,2 251,0
D+270 21 779 30,8 229.6
D+360 21 994 10,3 830,7

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,794; Pré x D+60,
P=0,001; Pré x D+100, P=0,001; Pré x D+180, P=0,002; Pré
x D+270, P<0,001; Pré x D+30, P<0,001.



Tabela 15 — Linfécitos T Efetor Dif. CD4"CD27 CD45RO/uL
27-45RO- N Mediana Minimo  Maéximo

PRE 20 0.8 0,0 152
D+30 23 0,8 0,0 35.1
D+60 22 13 0,1 46,9
D+100 22 22 0,1 475
D+180 21 37 0,8 101.1
D+270 21 3,0 1.4 52.1
D+360 21 74 0,6 65,9

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,794; Pré x D+60,
P=0,421; Pré x D+100, P=0,295; Pré x D+180, P=0,006;
Pré x D+270, P=0010; Pré x D+30, P=0,004.
Dif =diferenciado.

Tabela 16 — Linfécitos T Naive CD§'CD27 ' CD45RO/uL
27+45RO N  Mediana  Minimo  Maximo

PRE 20 722 0,0 389.7
D+30 23 11,5 0,0 6150
D+60 22 16,9 0,0 279.,9
D+100 22 163 0,0 450,2
D+180 21 153 0,0 3428
D+270 21 226 0,0 583.1
D+360 21 97 0,0 4744

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,263; Pré x D+60,
P=0,016; Pré x D+100, P=0,059; Pré x D+180, P=0,030; Pré
x D+270, P=0,396; Pré x D+30, P=0,267.

Tabela 17 — Linfécitos T Meméria CD8'CD27 CD45RO*/uL
27+45RO0+ N  Mediana  Minimo  Maximo

PRE 20 634 1,1 15847
D+30 23 713 5,9 1178.4
D+60 22 1884 9.4 1570.,6
D+100 22 1439 11,1 389.9
D+180 21 2037 25,1 675,1
D+270 21 1934 32,4 6687
D+360 21 206,1 7,4 6220

Momentos comparados: Pré x D430, P=1,00; Pré x D+60,
P=0,070; Pré x D+100, P=0,147; Pré x D+180, P=0,049; Pr¢ x
D+270, P=0,008; Pré x D+30, P=0,012.
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Tabela 18 — Linfécitos T Efetor CD8+CD27-CD45RO"/uL
27-45RO+ N  Mediana Minimo  Maximo

PRE 20 180 0,0 2324

D+30 23 9,6 0,4 420,1

D+60 22 1302 1,5 19726
D+100 22 206,88 11,6 14104
D+180 21 2543 10,3 1259.0
D+270 21 3491 10,7 1583.4
D+360 21 5010 17,7 6895,1

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,411; Pré x D+60,
P=0,001; Pré x D+100, P<0,001; Pré x D+180, P<0,001; Pré
x D+270, P<0,001; Pré x D+30, P<0,001.

Tabela 19 — Linfécitos T Efetor Dif. CDS'CD27 CD45RO/uL
2745RO° N Mediana Minimo  Maéximo

PRE 20 1.8 0,0 4528
D+30 23 56 0,0 469.6
D+60 22 350 0,0 2056.0
D+100 22 525 0,0 7383
D+180 21 873 0,0 4803
D+270 21 313 0,0 1034,3
D+360 21 274 0.3 1556.6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,191; Pré x D+60,
P=0,107; Pré x D+100, P=0,064; Pré x D+180, P=0,022;
Pré x D+270, P=0,031; Pré¢ x D+30, P=0,157. Dif.:
diferenciado.

31



N° de linfocitos T CD27"CD45SRO CD4"/pl

N° de linfécitos T CD27 CD45RO"CD4"/pL

o
2
2

w
2
2

=
=
2

w
=1
2

w2
=1
2

1=
2

o

450

L

b g

N° de linfocitos T CD27"CD45RO'CD4"/ul

Pre D+30 D+60 D+100 D+180 D+270 D+360 Pre D+30 D+60 D+100 D+180 D+270 D+360

Tempo (dias) Tempo (dias)
245
a a Jr; 40 a
a
O 35 a
a g a
a T 30
a =+
8 25
&
220
O
= 15
n
5
S0
o
: & ﬁ
P LlpUaE
U
z
Pre D+30 D+60 D+100 D+180 D+270 D+360 Pre D+30 D+60 D+100 D+180 D+270 D+360
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 7 — Reconstituiciio de Linfocitos CD4 Virgem, de Memoéria, de Memoria Efetora e
Efetores Diferenciados Pré e Pos o TMO. Valores absolutos (células/ul) de infécitos T virgem
CD4"CD27°CD45RO (A), linfécitos T de memoéria central CD4TCD27 ' CD45RO" (B), linfécitos
T de memoéria efetores CD4'CD27 CD45RO" (C), ¢ de linfocitos T efetores diferenciados
CD4'CD27CD45RO™ (D). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as
linhas dentro das caixas indicam a mediana, e as barras de erro se estendem do menor ao maior
valor. Os circulos cheios indicam os valores outliers. Periodos analisados: Pré-transplante. D+30,
D+60, D+100, D+180, D+270 ¢ D+360 dias pos-transplante. “Teste t de Student para amostras
independentes, P<0,05.
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Figura 8 — Reconstitui¢cio de Linfocitos CD8 Virgem, de Memoria, de Memoria Efetora e
Efetores Diferenciados Pré e Pés o TMO. Valores absolutos (células/ul) de infécitos T virgem
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D+100, D+180, D+270 e¢ D+360 dias pos-transplante. * Teste t de Student para amostras
independentes, P<0,05.

O numero de linfocito T virgem CD4'CD27 'CD45RO" diminuiu significativamente
nos pacientes nos seguimentos do D+30 (p=0,005), D+60 (p<0,001) e D+100 (P=0,002). Esta
populagdo ja se apresentava diminuida no periodo pré-tx em relagdo aos controles (#<0,001)

(Tabela 20) e mesmo ap6s um ano, ndo atingiu os valores do grupo controle (Tabela 21).

Tabela 20 — Analise Comparativa Entre Controles e Pacientes Pré-tx Quanto ao
Linfécito T Naive CD27'CD45RO CD4"

Variavel/uL Grupo N Mediana Minimo Méximo Valor de P

+ it Controle 20,0 561.,9 232.,6 16124 <0,001
27 4RO Paciente 23,0 99,7 3,2 20760
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Tabela 21 — Analise Comparativa Entre Controles e Pacientes Pés-tx Quanto ao
Linfocito T Naive CD27'CD45RO CD4"

Variavel/uL Grupo N Mediana Minimo Méximo Valor de P
+ . Controle 20 561.,9 232,6 16124
27 4RO Paciente 21 241,2 1,1 810,6 0,000

Neste estudo, os pacientes ndo atingiram os valores do grupo controle para os
linfocitos T CD27'CD45RO'CD4" (P=0,00), porém para os linfocitos T CD27 CD45RO’
CDS8" os valores aumentaram significativamente em relagio ao grupo controle (P=0,03). As
células T virgens CD27 CD45ROCD4" apresentaram uma tendéncia a aumentar nos
pacientes a partir de seis meses apds o0 TMO (Tabela 13). A Tabela 17 e Figura 7A mostram
diminui¢do significativa dos linfocitos T CD8" virgens apos o transplante, nos dias D+60
(p=0,016) e D+180 (P=0,030).

Como podemos observar nas Figuras 8B e 8C que, apds o transplante, ocorreu uma
predominancia de linfocitos T de memoria central e efetor, bem como os linfocitos T efetores
diferenciados, principalmente de linfocitos T CDS" (Figura 8D). No periodo de trinta dias
pos-tx o nimero linfocitos T CD8" de meméria central diminuiu, porém nao foi significativo
(Tabela 18), em seguida aumentou significativamente, em relagdo aos valores pré-tx, nos dias
D+180 até D+360 (D+180 P=0,049, D+270 P=0,008 ¢ D+360 P=0,012) (Figura 8B). Quanto
aos linfocitos T CD4" de memoéria efetora, também aumentaram até um ano pos-tx este
aumento foi estatisticamente significante nos periodos de D+60 a D+360 analisados (D+60
p=0,01; D+100 P=0,001; D+180 P=0,002; D+270 e D+360 P<0,001) (Tabelal5, Figura 7C).
Por outro lado, os linfécitos T CD4" de memoria central estavam discretamente diminuidos
logo apds o transplante e aumentou na sequéncia, com resultados sem significancia, com
excegdo no D+30 (Tabela 14, Figura 7B). Vale notar que o numero de linfécitos T CD4" de
memoria efetores estava diminuido nos pacientes (pré-tx) quando comparado aos valores dos
controles saudaveis (P<0,001) (Tabela 22). O numero de linfocitos T CDS8" de memoria
efetores comegou aumentar no D+60 pos-tx e apresentou um aumento estatisticamente
significante do D+60 ao D+360 pos-tx (D+60 P=0,001; D+100 ao D+360 P<0,001; (Tabela
18 Figura 7C).

Tabela 22 — Analise Comparativa das Células de Memoria Efetoras — Controle vs pacientes
(Amostra Pré-tx)

Variavel/ul.  Grupo N Média Mediana Minimo  Maéaximo Ej;:ﬁlg Valor de P
27 Controle 20,0 112,9 99.6 27,0 3340 72,8 <0,001

45RO"4"  Paciente 20,0 24,0 20,1 0,1 52,0 17,0
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De maneira semelhante, o niamero de linfocitos T CD8'CD27 CD45RO" efetores
diferenciados aumentou ap6s o TMO, porém o aumento foi significante do D+180 e D+270
pos-tx (Tabela 19 Figura 8D). Os linfocitos T CD4" efetores diferenciados também mostraram
aumento significante a partir de seis meses (D+180) até o final deste estudo (Tabela 15 Figura
7D).

Um padrdo semelhante de recuperagdo aos linfocitos T de memoria efetora (CD27-
CD45RO+) e efetora diferenciada (CD27 CD45R0O"), tanto para linfocitos T CD4™ quanto
para linfocito T CD8" foi encontrado nos linfocitos T senescente/replicativo e nos linfocitos
NKT. Por sua vez, os linfocitos T senescentes/replicativos, com fenétipo CD57'CD28 CD4"
(Tabela 23) ou CD57 CD28CD8" (Tabela 24) foram detectados em pequenas quantidades
antes do transplante; no entanto estas células T efetoras em estagio tardio, foram detectadas
no D+60 (P=0,013 para a populagio CD4" e P=0,004 para a populacdo CD8"), e lenta e
progressivamente aumentaram, em particular os linfécitos T CD8" com fenotipo CD57"

CD28 (Tabela 25 Figura 9B ).

Tabela 23 — Linfécitos T Senescentes/Replicativas CD357"'CD28 CD4"/uL

57+28-4+ N  Meédia Mediana ~ Minimo  Maximo  Desvio padrio
PRE 16 03 0,1 0,0 1.5 0,5

D+30 20 0,1 0,0 0,0 0,9 0,3

D+60 19 1.8 1,2 0,0 10,3 2,6

D+100 20 1,6 0,9 0,0 4,7 1,5

D+180 19 4.1 2,0 0,0 26,1 6,2

D+270 21 97 3.0 0,0 56,6 15,6

D+360 21 243 4,2 0,0 276,4 61,3

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0463; Pr¢ x D+60, P=0,013; Pré x D+100,
P=0,009; Pré x D+180, P=0,003; Pré x D+270, P=0,006; Pré x D+30, P=0,002.

Tabela 24 — Linfécitos T Senescentes/Replicativas CD57°CD28 CD8"/uL

57+28-8+ N  Meédia Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 16 9,9 7.1 0,0 37.0 10,0

D+30 20 22,0 7.2 0,0 202,5 45,8

D+60 19 76,7 474 0,3 288.,6 79,1

D+100 20 1210 558 0,4 4544 146,4

D+180 19 1808 126,9 1.9 650,7 194,5

D+270 21 2306 142,2 1.9 795,0 239,2

D+360 21 4578 97.9 7.7 4722.8 1044.,6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0.865; Pr¢ x D+60, P=0,004; Pré x D+100,
P=0,003; Pré x D+180, P=0,002; Pré x D+270, P=0,001; Pré x D+30, P=0,001.
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Figura 9 — Reconstituicio de Linfécitos Senescentes/Replicativos, CD4" ¢ CDS" Pré e Pés o
TMO. Valores absolutos (células/ul) de infécitos T CD57'CD28CD4'(A), linfocitos T
CD57°CD28°CD8" (B). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas
dentro das caixas indicam a mediana, € as barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os
circulos cheios indicam os valores outliers. Periodos analisados: Pré-transplante. D+30, D+60,
D+100, D+180, D+270 ¢ D+360 dias pés-transplante. * Teste t de Student para amostras
independentes, P<0,05.

A frequéncia das células CD57'CD28°CD4" aumentou acentuadamente apds o
transplante (D+60 P=0,013; D+100 P=0,009; D+180 P=0,003 ¢ D+270 P=0,006 ¢ D+360
P=0,002) (Tabela 23, Figura 9A), assim como os linfocitos CD57 CD28°CD8", que também
aumentaram apds o transplante (D+60 P=0,004; D+100 P=0,003; D+180 P=0,002 e D+270 e
D+360 P=0,001) (Tabela 24, Figura 9B). Além disso, quando comparamos ao grupo controle,
um ano ap6s o TMO, o aumento foi significativo para as células CD57 CD28°CD8", P=0,00
(Tabela 25). Para as células CD57 CD28CD4", houve aumento, porém ndo significativo
(P=0,345).

Tabela 25 — Analise Comparativa dos Linfécitos T Recém-Emigrados do Timo — Controle vs
Pacientes (Amostra Pré-tx)

Variavel/uL |  Grupo N Média | Mediana | Minimo | Méaximo Desvio Valor de P

padréio
57°28°4" | Controle | 20 5.2 2,6 0,0 23,6 6,9
Paciente | 21 24,3 42 0,0 2764 61,3 0,345
57°28'8" | Controle | 20 30,7 22,6 0,3 103,2 24,2 0,000

Paciente 21 457.8 97,9 7,7 4722.8 1044.6
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Foi avaliado também a reconstitui¢do apoés o TMO dos linfécitos T CD4+ recém-
emigrantes do timo. A Tabela 26 e a Figura 10A mostram que o numero absoluto de células T
CD4+CD45RA+CD31+, diminuiu do D+30 ao D+100 (P=0,006 e P=0,022, respectivamente)
apos o transplante. No entanto, a partir do D+270 (P=0,039), o aumento foi significativo e uma
tendéncia a aumentar até o final, sugerindo um aumento da produgdo timica de células T virgem
nesses pacientes. Interessantemente, os linfocitos T CD8+CD45RA+CD31+, diminuiram
significativamente do D+30 ao D+100 (D+30 P=0,008; D+60 P=0,014 ¢ D+100 P=0,036). A
partir do D+360 (P=0,010) esta populacdo aumento significativamente (P=0,010) (Tabela 27,
Figura 10B).

Como esperado, um perfil semelhante a essas células foi observado nos linfocitos T
com fenotipo de células virgens, CD27 CD45R0OCD4" ou CD8" (Tabelas 12 e 16, Figuras 7A
e 8A).

Tabela 26 — Linfécitos T recém emigrado do timo CD45RA'CD31°'CD4"/uL,

45RA'31'4" N Meédia Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 20 1548 85.3 2,0 914,0 211,1

D+30 23 335 5.2 0,2 2916 65,5

D+60 22 234 154 0,7 108,2 28,3

D+100 22 547 14,3 0,2 426,1 107.6

D+180 21 721 45,6 0,5 384.8 88,1

D+270 21 1826 155,5 0,6 793.8 1832

D+360 20 2320 2244 2,2 796.,9 190,7

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,006; Pré¢ x D+60, P=0,001; Pré x D+100,
P=0,022; Pré x D+180, P=0,295; Pré x D+270, P=0,039; Pré x D+30, P=0,002.

Tabela 27 — Linfécitos T naive CD45RA"CD31°CD8"/uL

45RA'31'8" N Meédia Mediana ~ Minimo Méximo  Desvio padriio
PRE 20 2835 220,0 1.3 12852 3106
D+30 23 868 20,0 0,0 4374 1334
D+60 22 2580 103,2 2,1 3200,8 665,2
D+100 22 188.8 111,7 3.9 8293 2118
D+180 21 2713 166,6 10,0 837,7 2547
D+270 21 3964 272,2 214 15153 366,4
D+360 20 6325 449,1 98.9 4518.,6 960.,8

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,008; Pré¢ x D+60, P=0,014; Pré x D+100,
P=0,036; Pré x D+180, P=0,841; Pré x D+270, P=0,094; Pré x D+30, P=0,010.
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Figura 10 — Reconstituicio de Linfécitos Recém-Emigrados do Timo, CD45SRA'CD31°CD4" ou CD§"
Pré e Pés o TMO. Valores absolutos (células/ul) de infécitos T CD45RA'CD31'CD4" (A), linfécitos T
CD45RA'CD31°CD8" (B). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro
das caixas indicam a mediana, e as barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os circulos cheios
indicam os valores outliers. Periodos analisados: Pré-transplante. D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 e
D+360 dias pos-transplante. * Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.

42 EXPRESSAO DOS MARCADORES DE APOPTOSE CD95 E CD95L NOS
LINFOCITOS TE B

Avaliamos também alguns marcadores imunoldgicos envolvidos na ativagao celular e
sinalizac¢do da apoptose (CD95/Fas, CD178/FasL. e CD69) nos linfocitos T e B. A frequéncia
de linfocitos T CD3" que expressaram CD95 aumentaram a partir do D+60 pés-tx, embora o

aumento destas células ndo tenha sido significante (Tabela 28).

Tabela 28 — Linfécitos T CD95'CD3"/uL

95'3" N  Meédia Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 20 689 67,5 0,5 190,6 50,7

D+30 22 59,7 40,9 0,7 265,0 68,6

D+60 21 1309 93,2 5.6 789.,0 1677

D+100 22 824 73,1 2.9 199,7 58,9

D+180 21 1246 80,7 23,0 6889 148,0

D+270 21 86,7 74,1 11,8 281.4 63,7

D+360 21 1177 93,0 15,9 3149 81,1

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0.445; Pré¢ x D+60, P=0,170; Pré x D+100,
P=0,601; Pré x D+180, P=0,376; Pré x D+270, P=0,215; Pré x D+30, P=0,094.
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A Tabela 29 mostra que frequéncia de linfocitos B CD19'CD95" apoés o TMO,
retornaram aos niveis basais nove meses pds-tx no D+60, entretanto estas diferencas ndo
foram significantes (P>0,05), apenas no D+30 houve uma queda importante (P=0,004). A
porcentagem de linfécitos T CD3" que expressam o ligante de FasL (ou CD178) também
aumentou significativamente em relagdo a porcentagem de células pré-tx em um dos periodos
analisados (D+270 P=0,002) porém o aumento na frequéncia destas células ndo foi
estatisticamente significante, nos demais periodo (Tabela 30). Quanto aos linfocitos B, o
aumento foi significante a partir do D+180 (D+180 P=0,041; D+270 P=0,006 ¢ D+360
P=0,033) (Figura 31). Esse aumento da frequéncia de células T e B Fas" durante varios meses

apds o transplante nesses pacientes sugere um aumento da suscetibilidade a apoptose mediada

por Fas/FasL.
Tabela 29 — Linfécitos T CD95'CD19"/uL
95+19+ N  Meédia Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 19 32,1 2,5 0,0 528.3 120,3
D+30 20 0,8 0,4 0,0 3.4 1.1
D+60 21 32 1.6 0,0 20,8 4,7
D+100 22 2,7 2,0 0,0 8,5 2.4
D+180 20 7.3 2.9 0,0 60,0 13,5
D+270 21 4.2 4,0 0,0 11,4 3.4
D+360 21 6,8 5.4 0,0 36,1 7.6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,004; Pré¢ x D+60, P=0,427; Pré x D+100,
P=0,184; Pré x D+180, P=0,266; Pré x D+270, P=0,196; Pré x D+30, P=0,149.

Tabela 30 — Linfécitos T CD178°CD3"/uL

178+/3" n Média Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 15 135 6.8 0,0 75,9 18,7

D+30 17 228 4.8 0,0 153.9 40,5

D+60 17 71,0 10,6 0,0 385.6 122,1

D+100 20 37,6 22,5 0,0 1824 50,9

D+180 20 33,0 16,2 0,0 136,9 39,8

D+270 20 1223 36,1 2,5 1153,1 267.3

D+360 21 952 224 0,0 492.6 138,6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,925; Pré¢ x D+60, P=0,196; Pré x D+100,
P=0,056; Pré x D+180, P=0,064; Pré x D+270, P=0,002; Pré x D+30, P=0,056.



Tabela 31 — Linfécitos T CD178"CD19"/uL.
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178/19 n Média Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 14 3,4 1.5 0,0 13,1 4,1

D+30 15 1,1 0,5 0,0 4,5 1,3

D+60 17 9.4 2,0 0,1 1247 29,8

D+100 20 7,5 2,0 0,0 52,6 15,2

D+180 19 6,1 2.4 0,1 50,6 11,8

D+270 20 10,7 7.9 0,0 64,5 14,5

D+360 21 118 4.8 0,0 102,5 22,5

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,131; Pré¢ x D+60, P=0,875; Pré x D+100,
P=0,600; Pré x D+180, P=0,041; Pré x D+270, P=0,006; Pré x D+30, P=0,033.

As células que expressaram o marcador CD69, marcador de ativagdo precoce,

permaneceram praticamente inalteradas para os linfocitos T, apos o transplante, com excecdo

do D+100 quando houve diminui¢ao (P=0,002), como mostra a Tabela 32. Quanto as células

CD69'CD19+ dobraram os

niveis

a partir

do +30 e continuaram aumentando

significativamente até o final do seguimento, no D+100, P=0,012; D+180, P=0,009; D+270,
P=0,015 e D+360, P=0,005 (Tabela 33).

Tabela 32 — Linfécitos T CD69*CD3"/uL

69+3+ n Média Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 17 354 37.5 1.1 95,0 27,0

D+30 20 213 10,0 0,3 96,6 27,9

D+60 18 56,3 15,9 0,0 4913 114,0

D+100 21 16,2 8.8 0,7 473 14,6

D+180 18 323 20,7 5.8 84,4 28,6

D+270 18 235 214 2,1 65,3 20,1

D+360 18 281 16,9 2,5 156,0 37.0

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0.278; Pr¢ x D+60, P=0,975; Pré x D+100,
P=0,020; Pré x D+180, P=0,552; Pré x D+270, P=0,388; Pré x D+30, P=0,182.
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Tabela 33 — Linfécitos T CD69'CD19"/uL

69+3- N  Meédia Mediana ~ Minimo  Maximo  Desvio padrio
PRE 17 164 14,4 0,4 554 15,6

D+30 20 482 214 0,5 261.,5 68,0

D+60 18 472 24,9 0,0 2028 55,2

D+100 21 457 34,7 0,7 101,2 30,2

D+180 18 675 49,0 2,7 468.3 104,3

D+270 18 529 53,0 0,3 1814 45,4

D+360 18 77,7 39.5 8.9 3154 78,6

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,088; Pr¢ x D+60, P=0,198; Pré x D+100,
P=0,012; Pré x D+180, P=0,009; Pré x D+270, P=0,015; Pré x D+30, P=0,005.

Neste estudo, foram analisados o valor absoluto das células T reguladoras (Treg) de

fenotipo  CD4'CD25°CDI127"FOXP3" e/ou CD4'CD25°GITR FOXP3'. Estas células

comegaram a recuperar apos o transplante no D+60 e aumentaram significativamente,

dobrando os valores pré-transplante no D+270 tanto para as células marcadas com CD127

(Tabela 34, Figura 11) quanto GITR (Tabela 35).

Tabela 34 — Linfécitos Treg CD25°CD127"FoxP3"/uL

25f°127"FOXP3* n  Média Mediana  Minimo  Maximo  Desvio padrio
PRE 20 6,8 4,0 0,3 28,6 7,5

D+30 23 5,6 2,4 0,0 47,9 10,5

D+60 22 6,2 3,9 0,1 204 5,4

D+100 22 9.2 6,5 0,7 30,1 8,8

D+180 21 7.5 6,5 1,4 27,5 6,3

D+270 21 13,6 ,1 2,1 54,2 13.4

D+360 21 12,2 8,6 1,0 37,7 10,7

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,117; Pré x D+60, P=0,629; Pré x D+100, P=0,314;
Pré x D+180, P=0,295; Pré x D+270, P=0,007; Pré x D+30, P=0,043.
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Figura 11 - Reconstituicio de Linfocitos T
Reguladores, CD25°CD127"CD4" ou CD8* Pré e Pés
o TMO. Valores absolutos (células/ul) de infécitos T
CD45RACD317CD4" (A). As extremidades das caixas
indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro das
caixas indicam a mediana, e as barras de erro se estendem
do menor ao maior valor. Os circulos cheios indicam os
valores outlers. Periodos analisados: Pré-transplante.
D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 ¢ D+360 dias pos-
transplante. * Teste t de Student para amostras
independentes, P<0,05

Tabela 35 — Linfécitos Treg CD25GITR FoxP3"/uL

25++GITR+FOXP3+ n Média Mediana ~ Minimo Mséximo  Desvio padrio
PRE 16 3.2 2,1 0.8 9,6 2,5
D+30 21 37 2,2 0,1 21,5 4.8
D+60 21 50 4,0 0,5 21,1 4.4
D+100 20 5,6 3.8 0.8 25,0 5.3
D+180 20 64 4,7 0,4 27,5 6,2
D+270 21 84 6,3 1.6 23,2 6,1
D+360 21 9.1 6,0 1.0 36,2 8,5

Momentos comparados: Pré x D+30, P=0,925; Pré x D+60, P=0,301; Pré x D+100, P=0,214; Pré x

D+180, P=0,427; Pré x D+270, P=0,011; Pré x D+30, P=0,049.
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A recuperagdo mais rapida do nimero de células Tregs acima descritas sugere que

apdés o TMO ocorra uma expansdo homeostatica preferencial dessas células, dentro da

populagio de células T CD4 " totais, durante a fase linfopénica da reconstitui¢io imunolégica.



43

43 AVALIACAO NO SANGUE PERIFERICO DAS POPULACOES LINFOCITARIAS
DO GRUPO CONTROLE

4.3.1 Celularidade do Grupo Controle

Com o objetivo de analisar o perfil do grupo controle, foram avaliados valores
absolutos dos leucotcitos totais, linfécitos, monocitos e neutrdfilos obtidos pela contagem
hematologica realizada em contador automatico.

As Tabela 36, 37 e 38 e a Figura 12 demonstram a compara¢do entre os grupos
controle vs paciente antes do TMO e ap6s um ano, a fim de observar se o paciente atinge os
niveis da normalidade das diferentes células estudadas. Nas tabelas abaixo sdo apresentadas as

medidas descritivas das variaveis (marcadores) do grupo controle.

Tabela 36 — Dados Referentes ao Grupo Controle

Variavel/pl. N Média Mediana Minimo  Maximo  Desvio padrio
Idade 20 7,65 7,50 1,00 15,00 4,34
Leucécitos 20 7350,00  7090,00  4840,00  11340,00 1750,96
Linfécitos 20 294485 285882  1354,66 6263,90  1162,97
Monoeitos 20 430,28 446,62 28,53 704,50 218,85
Eosinofilos 20 285,11 282,12 68,25 627,24 170,81
Neutrofilos 20 3560,94  3490,49 139537 6913,99  1472,96
CD3" 20 2097,06  1920,01 987,95 429335 831,80
CD3"'CD4" 20 1174,65 1007,22 515,45 2446,72 498,03
CD3'CD8™ 20 716,75 665,12 352,34 1520,90 333,03
CD4'CD8" 20 3.68 2,58 1,40 13,43 3.11
CD4CD8¥ 20 145,03 132,23 62,72 353,17 70,17
CD45RA'CD31°CD4" 20 673,54 559,84 220,72 1623,00 406,27
CD45RA'CD31'CDS8" 20 504,88 484,09 14,34 1051,10 239,75
TCRof" 20 2995,95 1641,36 925,10 24031,12 5013,42
TCRy8" 20 144,24 132,23 57.25 353,17 71,10
Variavel N Média Mediana Minimo Maximo  Desvio padrfo
CD69'CD3" 20 22,04 16,21 3,71 87,27 20,97
CD69'CD19" 20 136,64 128,49 68,38 239,96 50,91
CD3'CD16'CD36" 20 233,34 183,16 20,86 732,61 188,94
CD3CD16'CD56" 20 316,89 279,51 151,45 605,92 133,43
CD24""CD38™ 20 65,38 47,08 13,83 380,85 79,42
CD19+ 20 511,65 401,46 215,39 1500,85 299,54
CD19+CD20+ 20 511,39 401,46 215,39 1500,85 299,54
CD19+CD10+ 20 141,95 49,18 17,68 782,78 200,13

CD27+CD45RO-CD4+ 20 674,80 561,88 232,58 161235 418,10
CD27+CD45RO+CD4+ 20 344,27 306,95 126,38 645,19 153,94
CD27-CD45RO+CD4+ 20 112,88 99,62 27,03 334,01 72,76
CD27-CD45RO-CD4+ 20 19,59 7,72 1,13 139,10 31,91



CD27+CD45R0O-CD8+ 20 2,62 1,01 0,00 21,30 4,75
CD27+CD45RO+CD8+ 20 507,32 397,62 15,63 1296,65 320,29
CD27-CD45RO+CD8+ 20 152,04 114,51 3,90 400,01 125,82
Variavel N Média Mediana Minimo Maximo  Desvio padrfo
CD57+CD28-CD4+ 20 5,19 2,62 0,00 23,60 6,87
CD57+CD28-CD8+ 20 30,69 22,61 0,30 103,22 24,21
CD95+CD19+ 20 6,34 4,99 2,33 19,44 4,16
CD95+CD3+ 20 107,73 95,87 7.87 192,57 59,83
CD178+CD19+ 20 15,60 8,14 0,00 125,12 26,83
CD178+CD3+ 20 27,37 21,94 3,95 104,09 27,74
CD25"°CD127"FOXP3+ 20 19,05 17,65 2,41 48,87 11,25
CD25°GITR++FOXP3+ 20 16,58 14,87 2,71 38,90 9,68

4.3.2 Comparagdo Entre Controles e Pacientes na Avaliagdo Pré-tx

Avaliamos também 20 amostras de sangue periférico em um grupo controle. Para cada
um dos marcadores, testou-se a hipotese nula de que os resultados sdo iguais para controles e
pacientes, versus a hipotese alternativa de resultados diferentes. Nas tabelas abaixo sdo

apresentadas as medidas descritivas das variaveis (marcadores) de acordo com o grupo

(controle ou paciente) e os valores de P dos testes estatisticos.

Tabela 37 — Estudo Comparativo — Pacientes Pré-tx vs Grupo Controle

Variavel/ul. Grupo N Mediana  Minimo  Maximo  Valor de P
Linfécitos Controle 20,0 2858.8 1354,7 6263,9

Paciente 20,0 886,0 28.8 6455,1 <0,001*
Monécitos Controle 20,0 446.,6 28.5 704,5

Paciente 20,0 93,3 0,5 4412 <0,001*
Eosimofilos Controle 20,0 282.1 68.3 6272

Paciente 20,0 3,5 0,0 445 <0,001*
Neutrofilos Controle 20,0 3490,5 13954 6914,0

Paciente 20,0 1540,9 281,1 3389.,6 <0,001°
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CD3+ Controle 20,0 1920,0 988.,0 4293 4 <0,001
Paciente 20,0 6742 14,9 4571,5
CD3+CD4+ Controle 20,0 1007,2 5155 24467 <0,001
Paciente 20,0 2726 7,2 24742
CD3+CD8+ Controle 20,0 665,1 3523 1520,9 0,001
Paciente 20,0 3214 7,3 1817,1
CD4-CDs8- Controle 20,0 132,2 62,7 3532 <0,001
Paciente 20,0 39,5 0,1 170,2
CD45RA+31+4+ Controle 20,0 559.8 220,7 1623.0 <0,001
Paciente 20,0 85,3 2,0 9140
CD45RA+31+8+ Controle 20,0 484.1 14,3 1051,1 0,003
Paciente 20,0 2200 1,3 12852
TCRap+ Controle 20,0 1641.,4 9251 24031,1 <0,001
Paciente 20,0 627,7 14,6 44037
TCRyé+ Controle 20,0 132,2 57.3 3532 <0,001
Paciente 20,0 37,0 0,2 170,2
CD69+CD3+ Controle 20,0 16,2 3,7 87.3 0,110
Paciente 17,0 37,5 1,1 95,0
CD69+CD19+ Controle 20,0 128,5 68,4 240,0 <0,001
Paciente 17,0 14,4 0,4 55,4
CD3+CD16+56+ Controle 20,0 183.2 20,9 732,6 <0,001
Paciente 20,0 52,5 1,0 165,3
CD3-CD16+56+ Controle 20,0 279,5 151,5 605.9 <0,001
Paciente 20,0 65,2 1,0 5447
CDI19+ Controle 20,0 401,5 2154 1500,9 <0,001
Paciente 20,0 79,5 0,7 1758.4
CDI19+CD20+ Controle 20,0 401,5 2154 1500,9 <0,001
Paciente 20,0 75,0 0,7 1621,5
CDI19+CD10+ Controle 20,0 492 17,7 7828 <0,001
Paciente 20,0 0,7 0,0 36,9
CD27+45R0-4+ Controle 20,0 561,9 2326 1612.4 <0,001
Paciente 20,0 99,7 3.2 20760
CD27+45R0O+4+ Controle 20,0 3070 126.4 6452 <0,001
Paciente 20,0 1144 1,5 625,1
CD27-45RO+4+  Controle 20,0 99,6 27,0 3340 <0,001
Paciente 20,0 20,1 0,1 52,0
CD27-45R0-4+  Controle 20,0 7,7 1,1 139,1 <0,001
Paciente 20,0 0,8 0,0 15,2
CD27+45R0-8+ Controle 20,0 0,0 21,3 4,7
Paciente 20,0 0,0 389.7 129.2 <0,001
CD27+45R0O+8+ Controle 20,0 15,6 1296,7 320,3
Paciente 20,0 1,1 15847 370,9 <0,001
CD27-45RO+8+ Controle 20,0 3.9 400,0 1258

>
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Paciente 20,0 0,0 232.4 53,1 <0,001

CD27-45R0-8+  Controle 20,0 0,0 16,9 4.4
Paciente 20,0 0,0 4528 100,6 0,461

CD57+28-4+ Controle 20,0 2,6 0,0 23.6 <0,001
Paciente 16,0 0,1 0,0 1,5

CD57+28-8+ Controle 20,0 226 0,3 103,2 0,001
Paciente 16,0 7.1 0,0 37,0

CD95+CD19+ Controle 20,0 5,0 2.3 19.4 0,057
Paciente 19,0 2.5 0,0 5283

CD95+CD3+ Controle 20,0 95,9 7.9 192,6 0.046
Paciente 20,0 67,5 0,5 190,6

CD178+CD19+ Controle 20,0 8,1 0,0 125,1 0.002
Paciente 14,0 1,5 0,0 13,1

CD178+CD3+ Controle 20,0 21,9 4,0 104,1 0,012
Paciente 15,0 6.8 0,0 75.9

fo 1r

CP2STIZTHOXES ™ conrole 20,0 176 2.4 48.9 <0.001

Paciente 20,0 4.0 0,3 28.6
o

a2 GHRTEOX controle 20,0 149 27 38,9 <0.001

Paciente 16,0 2.1 0.8 9.6

o= forte - = fraco. ® Teste t de Student para amostras independentes, P<0,05 ® Teste de Mann-
Whitney, P<0,05.

Como observado na Tabela 37, antes do transplante os pacientes mostravam valores
muito abaixo, aproximadamente 50%, quando comparado ao grupo controle. A analise
estatistica foi significante para a maioria das células analisadas (<0,05), com exceg¢do para as

populagdes CD69'CD3" e CD95 CD19" (P=0,110 e P=0,057, respectivamente).

4.3.3 Comparagdo entre Controles e Pacientes na Avaliagado Pos-tx

Apdés um ano do transplante a maioria das células atingiu a normalidade como
observado na Tabela 38; neutrdfilos, linfocitos, mondcitos e eosinofilos. Porém alguns
subtipos de linfocitos, como os linfécitos T auxiliares (LTCD4+), os linfocitos T duplo
negativos/TCRyd+ (LTCD4-CDS8-), os linfocitos naives recém-emigrados do timo, linfécitos
B, linfocitos B ativados, linfocitos T CD4+ e CD8+ naive e de memoria, linfocitos T CD8+

senescenetes e os linfécitos T reguladores ndo atingiram a normalidade. Para esta analise
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testamos para cada um dos marcadores, a hipotese nula de que os resultados sdo iguais para
controles e pacientes, versus a hipotese alternativa de resultados diferentes. Na tabela abaixo
sdo apresentadas as medidas descritivas das varidveis (marcadores) de acordo com o grupo

controle e os valores de P dos testes estatisticos.

Tabela 38 — Estudo Comparativo — Pacientes Pos-tx vs Grupo Controle

Variavel/ul. Grupo n Mediana Minimo  Méximo Valor de P
Linfocitos Controle 20 2858.8 13547 6263.9

Pacientes 21 1890,0 970,0 10802 0,519°
Monocitos Controle 20 446,6 28,5 704,5

Pacientes 21 4403 1152 1352 0,637°
Eosinofilos Controle 20 2821 68,3 6272

Pacientes 21 196,2 30,5 1105 0,615"
Neutrofilos Controle 20 3490,5 13954 69140

Pacientes 21 2800,2 1614,1 17460 0,238°
CD3+ Controle 20 1920,0 988.0 42934

Paciente 21 1487.7 469.8 10111,0 0,199
CD3+CD4+ Controle 20 1007,2 5155 24467

Paciente 21 5670 16,3 12481 0,000
CD3+CD8+ Controle 20 665,1 3523 1520,9

Paciente 21 876,8 72,4 88136 0,544
CD4+CD8+ Controle 20 2.6 1.4 13,4

Paciente 21 3.1 0,1 25,9 0,786
CD4-CD8- Controle 20 132,2 62,7 353,2

Paciente 21 66,1 3,6 2419 0,000
CD45RA+31+4+  Controle 20 559.8 220,7 1623,0

Paciente 20 2244 2.2 796.,9 0,000
CDASRASIISY - controle 20 4841 143 10511

Paciente 20 4491 98,9 4518.,6 0,445
TCRap+ Controle 20 16414 9251 24031,1

Paciente 21 14292 4334 10039,7 0,282
TCRyé+ Controle 20 132,2 573 353,2

Paciente 21 76,1 34,6 2419 0,005
CD69+CD3+ Controle 20 16,2 3,7 87.3

Paciente 18 16,9 2,5 156,0 0,874
CD69+CD19+ Controle 20 1285 68,4 240,0

Paciente 18 39,5 8,9 315,4 0,001
CD3+CD16+56+  Controle 20 1832 20,9 732.,6

Paciente 21 107.,6 27,2 1406,5 0,045
CD3-CD16+56+  Controle 20 279,5 151,5 6059

Paciente 21 173,5 77,4 6842 0,030
CD19+ Controle 20 401,5 2154 1500,9

Paciente 21 237.9 421 1023.3 0,001
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CD19+CD20+ Controle 20 401,5 2154 1500,9

Paciente 21 2332 292 992.9 0,001
CD19+CD10+ Controle 20 492 17.7 782.8

Paciente 21 15,6 0,6 81,0 0,000
CD27+45R0-4+  Controle 20 561,9 2326 16124

Paciente 21 2412 1,1 810,6 0,000
CD27+45RO+4+  Controle 20 307.,0 1264 6452

Paciente 21 162,6 83,2 311,1 0,001
CD27-45RO+4+  Controle 20 99,6 27.0 334.,0

Paciente 21 99,4 10,3 830,7 0,867
CD27-45R0-4+  Controle 20 7.7 1,1 139.1

Paciente 21 7.4 0,6 65,9 0,728
CD27+45R0O-8+  Controle 20 1,0 0,0 213

Paciente 21 9.7 0,0 4744 0,003
CD27+45RO+8+  Controle 20 397.6 15,6 1296,7

Paciente 21 206,1 7.4 622,0 0,001
CD27-45RO+8+  Controle 20 114,5 3.9 400,0

Paciente 21 501,0 17.7 6895.1 0,005
CD27-45RO-8+  Controle 20 0,9 0,0 16,9 0.001

Paciente 21 27.4 0,3 1556.6 ’
CD57+CD28-4+  Controle 20 2,6 0,0 23.6

Paciente 21 4,2 0,0 2764 0,345
CD57+CD28-8+  Controle 20 22,6 0.3 103,2

Paciente 21 97,9 7.7 47228 0,000
CD95+CD19+ Controle 20 5.0 2.3 19.4

Paciente 21 5.4 0,0 36,1 0,689
CD95+CD3+ Controle 20 95,9 7,9 192,6

Paciente 21 93,0 15,9 314,9 0,969
CD178+CD19+  Controle 20 8.1 0,0 1251

Paciente 21 4,8 0,0 102.5 0,098
CD178+CD3+ Controle 20 21,9 4,0 104,1

Paciente 21 22.4 0,0 492.6 0,477
25°1275FOXP3+  Controle 20 17.6 2.4 48,9

Paciente 21 8.6 1,0 37,7 0,025
25RGITR++FOXP3+ Controle 20 14,9 2.7 38.9

Paciente 21 6,0 1,0 36,2 0,004

= forte ; ™= fraco. ® Teste t de Student para amostras independentes, P<0,05. ® Teste de Mann-Whitney,
P<0,05.

A Tabela 38 mostra analise comparativa entre os pacientes no D+360 com os
controles, a fim de avaliar se os pacientes conseguiram atingir os niveis celulares semelhantes
aos valores dos controles. Apds um ano do transplante os linfocitos, monocitos, eosinofilos e

neutrofilos alcangaram os valores do grupo controle. Quando analisamos as subpopulagdes
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linfocitarias, varias ndo atingiram os valores do grupo controle, como segue: Linfocito T
auxiliar CD3"CD4" (P=0,00), Linfocito T duplo negativo CD3 CD4 CDS8" (P=0,00), Linfécito
T recém-emigrado do timo CD45RA"CD31'CD4" (P=0,00), TCRyS" (P=0,005), Linfécito B
ativado CD69'CD19" (P=0,001), Linfocito NK CD3CD16'CD56" (P=0,030), CD19"
(P=0,001), Linfécito B maduro CD19°'CD20" (P=0,001), Linfécito B imaturo CD19"CD10"
(P=0,00), Linfécito T CD4" naive CD27 CD45ROCD4" (P=0,00), Linfécito T CD4"
memoériaCD27 'CD45R0O'CD4'(P=0,001),LinfocitoTregCD25°CD127"FOXP3 'CD4 ' (P=0,0
25)eCD25°GITR+FOXP3+CD4+ (P=0,004). Algumas células mostraram um aumento muito
significativo quando comparamos ao controle; Linfocito T naive CD27 CD45ROCDS’
(P=0,003), Linfécito T memoria CD27 CD45RO'CDS8" (P=0,001), Linfécito T efetor CD27
CD45RO'CDS" (P=0,005), Linfocito T efetor diferenciado CD27 CD45ROCDS" (P=0,001)
e Linfocito T senescente CD57 CD28 CDS8” (p=0,00).

Podemos observar nas Figuras algumas compara¢des descritas acima (pacientes no

D+360 vs controles).
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Figura 12 — Expressido dos Marcadores: CD3, CD4, CD8, CD25, CD27, CD28,
CD31, CD45RA, CD45RO, CD57, CD127, FOXP3, GITR nos linfocitos em
sangue periférico dos pacientes com AF no D+360 do TMO e do grupo controle
(Valores absolutos). Os circulos cheios for a da mediana indicam os valores
outliers.

4.4 RECONSTITUICAO IMUNOLOGICA EM PACIENTES COM AF QUE RECEBERAM
MEDULA OSSEA DE DOADOR RELACIONADO E NAO RELACIONADO

Com o objetivo de investigar a resposta imune dos pacientes com AF que receberam
MO de doador relacionado e ndo relacionado, foram agrupados os pacientes de acordo com o
tipo de doador. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa para os diferentes
subgrupos de linfocitos analisados nos diferentes tempos avaliados. Exceg¢des foram
observadas para o numero de linfocitos T totais (CD3" (303 + 408 vs 832 £ 737x10%/uL
p=0,02), linfocitos T TCRyS (15 £ 22 vs 51 £ 55 x 10%uL p=0,04), CD3'CD8" (172 £ 208
vs 541 £ 546 x 10%uL p= 0,03) e CD3'CD4'CD8" (14 + 21 vs 54 = 54 x 10%uL P=0,03);
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células T citotoxicas, que eram significativamente mais elevados no dia D+30 apos o
transplante, entre aqueles casos que receberam um transplante de MO de doador relacionado

vs um doador ndo relacionado, respectivamente (Tabela A 1 — Apéndice A, Figura 14).
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Figura 13 — Valores Absolutos dos Linfécitos: T CD3" A, CD3'CD4" B, CD3"CD8"
C, CD3'CD4'CD8" D e CD3'CD4CDS E no pré- e pos-tx de medula éssea, nos dias
D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 ¢ D+360. As extremidades das caixas indicam o
25th e o 75th percentis, as linhas dentro das caixas indicam a mediana, e as barras de
erro se estendem do menor ao maior valor. Periodos analisados: Pré-transplante. D+30,
D+60, D+100, D+180, D+270 e D+360, dias pés-transplante.
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5 DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA RECONSTITUICAO IMUNE APOS O TMO

Um dos maiores problemas associado ao TCTH ¢ o estado de deficiéncia imunoldgica
transitdria apds o transplante e que determina um alto indice de morbidade e mortalidade
(SCHULTZ et al., 2006). A reconstituicdo celular apds o transplante € cada vez mais
reconhecida como um fator determinante de morbidade e mortalidade por infecgdes
oportunistas, bem como doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) em receptores de
TCTH. Estudos prévios demonstraram que as células T pos-transplante do receptor sdo
provenientes dos linfécitos T maduros presentes no enxerto do doador e das células T
desenvolvidas no receptor, derivadas a partir das células-tronco hematopoéticas do doador
(VOKAER et al., 2010). Enquanto que na primeira situacdo a transferéncia transitoria da
imunidade, que também ocorre na DECH, ¢ mediada por células com aloreatividade para
determinantes antigénicos, na ultima conduziria a reconstitui¢do imunoldgica a longo prazo
(FERRARA et al., 2009). Embora os linfocitos B sdo conhecidos por ser significativamente
reduzidos ou mesmo indetectaveis durante os dois primeiros meses apos o TCTH como
observados nos estudos de Ferrara e Shimabukuro-Vornhagen, neste trabalho foi possivel
detectar a presenca de células imaturas CD19+CD10+ precocemente apés o transplante de
medula 6ssea no dia D+60.

Neste estudo, descrevemos em detalhes a reconstitui¢do imune de subpopulagdes
linfocitarias em sangue periférico, durante o periodo de um ano, em uma série relativamente
grande de pacientes com AF que receberam medula 6ssea de doadores aparentados e ndo
aparentados. Embora haja poucas informagdes sobre a recuperagdo imunoldgica apos o
transplante de pacientes AF, os resultados de recuperagdo imune de maneira geral foram
similares aos relatados em outras doengas hematoldgicas (revisado em PORRATA, 2004,
PEGGS, 2004, AULETTA, 2005). Em resumo, encontramos diferentes cinéticas de
recuperacdo apds o transplante para as grandes populagdes de linfocitos distintas. As células
NK foram as primeiras a recuperar, seguida pelos linfocitos T citotoxicos CD8+ e linfocitos B
e, finalmente, os linfocitos T auxiliares CD4+, como encontrado por Zhu et al em 2010. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles observados para outros grupos (STOREK, 1997 e 2000;

Fallen, 2003; HARAGUCHI et al., 2004; SZABOLCS, 2007 53).
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Os linfocitos T recém-emigrados do timo que expressam CD31CD45RACD4" ou
CDS8" e os linfocitos T CD4 " virgens CD27 CD45RO™ aumentaram apenas seis meses apos o
transplante, na presenca de agentes profilaticos imunossupressores da DECH. Em paralelo aos
linfocitos T recém-emigrados do timo, o aumento dos linfocitos T virgens
CD4'CD27'CD45RO", sugere que estes ultimos ndo sdo expansdes da progénie de células T
virgem presentes no enxerto transplantado, mas sim que, correspondem aos novos linfocitos T
auxiliares produzidos pelo hospedeiro, como encontrado por SKERT et al., 2009 e ZAHO et
al., 2010. Essa predominancia de células T de memoria deve-se provavelmente a expansao
homeostatica periférica de linfécitos T de memoria residuais que sobreviveram ao regime de
condicionamento, como descrito por van LAAR, 2000 e THIEL et al., 2004. A proliferagdo
homeostatica ocorre em condi¢des de linfopenia, tal qual encontrada nos pacientes nos
primeiros meses apos o TCTH (revisado por GOLDRATH, 2000; JAMESON, 2002, TTAN,
2007).

A expressio de CD31" em células CD4" T auxiliares tem sido associada a elevados
niveis intracelulares de TRECs (circulos de excisdo de receptores de células T) e representa um
marcador fenotipico adequado para avaliar a reconstitui¢do do timo em individuos linfopénicos
apos o transplante (YE et al., 2002 e SKERT et al., 2009). Nao existem marcadores fenotipicos
especificos para células que recém emigraram do timo, mas foi recentemente demonstrado por
KIMMING et al., 2002 e NICKEL et al. em 2005, que um subgrupo de células T
CD4 CD45RA" que coexpressa o marcador CD31, contém células recém-imigrantes timicas
que apresentam elevados niveis de TRECs. Os TRECs sdo fragmentos de DNA excisados na
forma de DNA circular, gerados durante o rearranjo génico do receptor da célula T. Os TRECs
sdo estaveis dentro das células, mas ndo se replicam e sdo diluidos com a divisdo celular,
portanto sdo otimos marcadores de células T virgem recém-emigrantes do timo (ANNOEK et
al. 2003). Nesta casuistica, este subgrupo de células foi totalmente recuperado nove meses apos
o transplante. Embora a liberag@o destes novos linfocitos T recém-emigrados do timo tenha sido
inicialmente detectada apos trés meses, varios autores evidenciaram estas células apenas em
torno de seis meses p6s TCTH (LAAR, 2000; MARCEL, 2002; FALLEN, 2003).

Tais diferengas aparentes podem estar relacionadas a utilizagdo de diferentes
marcadores fenotipicos substitutos para a defini¢do dos linfocitos emigrados do timo, tais
como CD44, CD45RB e CD62L. (GOLDRATH, 2000; JAMESON, 2002; FALLEN, 2003).

Células T que expressam o fendtipo CD57 CD28°CD4" ou CDS8", representam os
linfécitos T senescentes, com baixo potencial de replicagdo in vifro por consequéncia dos

telomeros reduzidos, e que determina um aumento da propensao a apoptose (BRENCHLEY et
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al., 2003). Funcionalmente, eles correspondem as células T efetoras terminais de fase final.
Esta populagio de células T CD8'CD28CD57  foi descrita recentemente como uma
populagdo caracterizada por um estado de senescéncia replicativa, decorrente da divisdo
excessiva in vivo e consequente perda de TRECs, como demonstrado por Brenchley e cols,
2003. Além disto, estas células ndo expandem apds estimulacdo e sdo altamente suscetiveis a
apoptose. Neste estudo, no acompanhamento pos o transplante, estas células estavam
aumentadas nos pacientes com GVHD e infec¢do por CMV, como observado também por
outros autores (WANG, 1993; PAWELWC, 2002; MURARO e EFFROS, 2005; MENDES,
2008).

Ao contrario dos linfécitos recém-migrados do timo, as células CD57 ' CD28 CD4" ou
CDS8" senescentes, aumentaram precocemente durante o acompanhamento. Paralelamente ao
aumento desta populag@o ocorreu a recuperacio dos linfocitos efetores de memoria e terminal
CD4" e também CDS8", bem como as células T duplo-negativas (CD4°CD8) e as células NKT.
O aumento dos linfécitos T citotoxicos e auxiliares € potencialmente devido a ativagdo e
diferenciag@o das células T de memoria, uma vez que, em contraste com as células T CD4
virgens e as c€lulas T timicas recém-emigradas do timo, estas células efetoras terminais ndo
aumentaram e nem diminuiram ao longo de todo o periodo do seguimento, como demonstrado
em outros estudos: NIEDERWIESER et al., 1987, STOREK et al., 1997, ¢ MERINDOL et
al., 2011.

No geral, os resultados desta pesquisa sugerem que a transferéncia de linfocitos
pertencentes ao doador leva ao rdpido aumento do compartimento de células NK,
principalmente das células ativadas CD69", seguida imediatamente por um aumento de todos
os compartimentos de células T citotoxicas (efetoras) e também de linfocitos B.

Ao contrario, as células T auxiliares CD3 CD4" recentemente produzidas, conduziria
a uma recuperacdo do compartimento de células T virgens apenas num tempo mais longo,
como ja demonstrado (HARAGUCHI et al., 2004). Estes resultados encontrados estdo
concordantes com estudos anteriores, que mostram uma recuperacio rapida das células NK,
representando tais células a maioria dos mononucleares do sangue periférico no inicio do pds-
transplante, como os estudos de Storek e cols, 1997 e outros grupos (MARCEL et al. e
JAMESON et al., 2002; HARAGUCHI, 2004; SZABOLCS et al., 2007). Em contrapartida, a
recuperagdo dos linfocitos B e T, células T CD4" em particular, é substancialmente tardia,
tendendo a permanecer baixa por até 12 meses apds o transplante, que foi o tempo de
observagao deste estudo; ou até mesmo em longos periodos, em pacientes que desenvolvem

GVHD cronica, como descrito por KLEIN et al., 1995 e FEDELE et al., 2012. Em contraste,
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o numero de células T CD8" retorna ao nivel normal muito rapido, como encontrado por
IANG et al., 1997, como também encontrado neste estudo.

As células T reguladoras (Tregs) CD4 CD25™ sdo geradas pelo timo, descritas por
Sakaguchi e col. em 2004 e podem ser reconstituidas no periodo de reativagdo da atividade
timica ap6s o transplante. Também podem ser geradas na periferia como células T periféricas
ndo-Treg e adquirirem a expressdo de FOXP3 e se converterem em células Tregs apds
estimulagdo antigénica cronica ou em condi¢des de linfopenia, como ja descrito por Fehérvari et
al e Zoltan et al et al. em 2004. As células Tregs CD4+CD25™ expressam, entre outros
marcadores, os receptores CD127, GITR e FOXP3 (Sakaguchi e Muriglan, 2004; Fontenot et al,
2005; Liu et al, 2006; Hlichey et al, 2007). A utilizagdo dos marcadores CD25, CD127 e
FOXP3, além de CD4, aumenta a possibilidade de remover a populagdo de célula T efetora.
Notavelmente observamos que as células T reguladoras, particularmente aquelas que
coexpressam CD4+, CD127", GITR" e FOXP3', aumentaram significativamente em torno do
D+270. As Tregs desempenham um papel fundamental na manuten¢do da tolerdncia apds o
transplante de células-tronco alogénico (BLUESTONE e WOOD, 2003; FEHERVARI e
WALSH, 2004; IANNI, 2001).

Quando comparamos os resultados pacientes apdés um ano do TMO com o grupo
controle, observamos que a maioria das células atingiu a normalidade (grupo controle):
linfécitos, mondcitos, eosinodfilos e neutrofilos. Porém, quando avaliamos a janela linfocitaria,
observamos que mesmo apos um ano, algumas populagdes linfocitarias como os linfocitos T
auxiliares CD4", os linfocitos T duplo negativos CD3'CD4CDS8", os linfocitos T CD4"
recém-emigrados do timo, os linfocitos T CD4" virgens e de memoria central os linfocitos B
imaturos e maduros, os linfocitos NK, os linfocitos NKT. Em contrapartida, houve um
aumento importante para as populagdes linfoides T CD8+ virgem, memoria central, efetora e
efetora diferenciada, senescentes e os linfocitos T CD4 " reguladores dos pacientes em relagio
ao grupo controle.

Apesar da cinética semelhante tanto no grupo de paciente com AF que recebeu TMO
aparentado e quanto ndo aparentado, foram observadas diferengas no tempo de recuperagio de
células T totais e destas as células T CD8", mais precoce no grupo que recebeu MO nio
aparentada; porém no D+100, ambas as populagdes de células foram semelhantes nos dois
grupos de pacientes. Tais diferencas podem ser potencialmente devidas a um aumento de
células T mediadas por alo reatividade entre os pacientes que receberam o transplante a partir

de doadores ndo aparentados.
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Em resumo, neste estudo, com base na evolug@o de pacientes com Anemia de Fanconi
submetidos a transplante de medula O0ssea, mostramos que a cinética de recuperagdo das
diferentes populagdes de linfocitos segue em geral os padrdes descritos para pacientes com
outras doengas hematologicas: recuperagdo precoce das células NK, seguida por células T
citotoxicas efetoras e células B e, finalmente, as células T auxiliares CD4". Curiosamente, a
recuperagdo precoce parece ser devida a expressdo de células de memoria potencialmente
derivadas do enxerto, enquanto que a recuperagdo mais tardia das células recém-emigradas do
timo e das células T virgens indica recuperacdo da producdo de linfocitos T a partir de
células-tronco hematopoéticas transplantadas. Além disso, este estudo mostra a existéncia de
pequenas diferencas na recuperagdo precoce de células T citotoxicas entre os casos que
receberam um enxerto de doador relacionado e ndo relacionado, além de mostrar clara
diferenga entre os casos que apresentaram GVHD vs todos os outros pacientes, sugerindo a
potencial utilidade de monitoramento do sangue periférico no poés-transplante das
subpopulacdes linfocitarias, a fim de melhorar a monitorizagdo e acompanhamento dos

pacientes submetidos a TMO.
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6 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Apds o transplante, houve uma predomindncia de células T CD3'CD4" virgens, de
memoria central, memoria efetora e também de células T efetoras diferenciadas, bem
como de linfocitos T CD3'CD8", de memoéria central e de memoria efetora. Esse fato é
provavelmente devido a expansdo homeostatica periférica de linfocitos T de memoria
residuais que sobreviveram ao regime de condicionamento ou foram reinfundidos com as

células tronco no momento do transplante.

O numero de linfocitos T CD4™ e CDS" virgens, incluindo as células T CD45RA'CD31"
recém-emigrados do timo, recuperou os niveis basais durante o periodo pos-transplante

analisado.

Os linfécitos T senescentes, CD57 CD28°'CD4" ou CD8", aumentaram muito apos um

ano, principalmente nos pacientes com DECH e infec¢des.
O numero de linfocitos B CD19" voltou aos niveis basais 100 dias pos-transplante.

Foi observada reconstitui¢io das células T reguladoras CD4 CD25°CD127"FOXP3" e/ou
CD4 CD25°GITR ' FOXP3" apos o transplante, em torno de 9 meses, 0 que sugere
expansio homeostatica dessas células dentro da populacio de células T CD3'CD4". Esses
resultados sugerem uma melhora de mecanismos reguladores que podem contribuir para o

restabelecimento da autotolerancia nos pacientes submetidos ao TMO.
As células NK retornaram aos niveis pré-transplante sessenta dias apos o TMO.

A evolugdo da resposta immune dos pacientes transplantados, foram comparadas ao
grupo controle saudavel. Apés um ano do TMO as seguintes células nao atingiram a
normalidade: os linfocitos T auxiliares CD3'CD4", linfocitos T duplo negativos

CD3'CD4CDS8’, os linfocitos T recém emigrados do timo CD31 CD45RA'CD4" ou



8)

9
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CDS8", os linfocitos T CD4 virgens CD27'CD45RO™ e de memoria central
CD27'CD45RO", os linfoéctos T  reguladores 25°CDI127"FOXP3"  efou
25°GITR'FOXP3", os linfocitos NKT CD3'CD16°CD56", os linfocitos NK CD3"
CD16 CD56" e os linfécitos B ativados CD69'CD19".

No entanto as populagdes dos linfocitos T CD8" virgens CD27 CD45RO", de memoria
efetora CD27-CD45R0O+, efetores diferenciados CD27' CD45RO", além dos linfécitos T
CDS8+ senescentes CD57 CD28", aumentaram significativamente em relagdo ao grupo

controle.

Quando comparamos a recuperacdo imune dos pacientes que receberam MO aparentada e
ndo aparentada, observamos algumas diferengas: o grupo que recebeu MO ndo
aparentada, recuperaram os linfocitos T CD3°CD8", CD3 CD4 CDS8™ mais precocemente

(D+30), porém um ano apds o TMO os niveis foram proximos nos dois grupos.

10) A monitoragdo das células T CD4" auxiliares virgens e as recém-emigradas do timo, das

células B, NK e T CD8+ citotdxicas, além das células senescentes, nos dias D+100,
D+180 e D+360 po6s TMO, podera ser particularmente informativa na avaliagdo apos o

transplante de medula 6ssea em pacientes com Anemia de Fanconi.
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APENDICE A — Tabela A 1 — Analise comparativa do perfil imune em pacientes que
receberam MO de doador aparentado (AP) e MO de doador nédo aparentado (NAP)

Tabela A 1— Analise Comparativa do Perfil Imune em Pacientes que Receberam
MO de Doador Aparentado (AP) e MO de Doador Niao Aparentado (NAP)
Variavel/ul. Doador 1 Mediana Minimo  Maximo  Valor de P

Linfocitos
PRE AP 11 7223 28,8 6455,1

NAP 9 961,7 664,1 24696 0,503
D+30 AP 12 4934 89.0 25477

NAP 11 820,0 140,2 27457 0,118
D+60 AP 11 10591 484.4 3658,1

NAP 11 14229 128,7 7443,8 0,797
D+100 AP 11 10494 3932 2692,7

NAP 11 11408 168,1 21520 0,748
D+180 AP 10 1381,0 8665 1813,4

NAP 11 1568,7 1027,5  4170,1 0,282
D+270 AP 11 20357 9794 3353,9

NAP 10 17154 88738 36422 0,918
D+360 AP 11 18868 1163.2 10802,3

NAP 10 22105 970.0 4052,7 0,654
Mongcitos
PRE AP 11 775 0,5 4412

NAP 9 1472 27,2 3584 0,152
D+30 AP 12 6653 220.,6 1216,2

NAP 11 4872 24,2 930,7 0,288
D+60 AP 11 3888 208,4 1556,6

NAP 11 503,7 87.5 675.1 0,847
D+100 AP 11 2451 185,3 640,3

NAP 11 2688 91,4 806,4 0,847
D+180 AP 10 4496 177,2 969,0

NAP 11 3551 68,5 836,8 0,863
D+270 AP 11 3734 179,2 14432

NAP 10 4678 85,1 975,2 0,282
D+360 AP 11 509,0 115,2 1352,1

NAP 10 4240 172,5 6127 0,809
Eosinofilos
PRE AP 11 1,5 0,0 30,5

NAP 9 9,6 0,0 44,5 0,095
D+30 AP 12 129.2 13,3 663,9

NAP 11 58,0 0,0 586.5 0,134
D+60 AP 11 381,3 0,0 823,1

NAP 11 137,1 5,8 672.,9 0,171
D+100 AP 11 2293 4,5 439,9

NAP 11 82.9 7,7 523.0 0,171
D+180 AP 10 178.2 15,4 650,0

NAP 11 155,1 8,6 7174 0,512
D+270 AP 11 209.8 13,6 1023,6

NAP 10 120,8 13,9 2833 0,314
D+360 AP 11 176,6 30,5 1105,5

NAP 10 200.,4 57,1 4914 0,973




Neutroéfilos
PRE AP 11 1459.5 573.9 3063.7
NAP 9 1966.9 281,1 3389.6 0,456
D+30 AP 12 1950.4 729,1 16544 4
NAP 11 1826.3 2064 65244 0,413
D+60 AP 11 29486 875.,0 182723
NAP 11 2408 .8 865.0 6219.8 0,478
D+100 AP 11 1936.5 428.8 5265.8
NAP 11 2202.6 6264 51149 0,652
D+180 AP 10 32028 605,9 8081.2
NAP 11 26438 189.9 8583.8 0,468
D+270 AP 11 26228 5179 15435.1
NAP 10 28923 1644.0 59169 0,705
D+360 AP 11 21022 1614,1 17460,1
NAP 10 29972 1868.2 6915,8 0,251
Varidvel uL.  Doador n Mediana  Minimo Miaximo Valor de P
CD3+
PRE AP 11 538.8 14,9 4571,5
NAP 9 7227 396.6 1788.8 0,503
D+30 AP 12 262.5 11,9 15243
NAP 11 4509 45,9 25540 0,019
D+60 AP 11 7460 93,2 2660,2
NAP 11 950,6 1140 6632,5 0,562
D+100 AP 11 8373 139.8 21999
NAP 11 961.7 1514 20252 1,000
D+180 AP 10 11386 4813 1680,1
NAP 11 1267.0 493.6 2830,7 0,314
D+270 AP 11 11585 583.4 3081.,9
NAP 10 1333.8 5122 2530,6 0,809
D+360 AP 11 14707 469.8 10111,0
NAP 10 17713 541.6 31608 0,654
CD3+CD4+
PRE AP 11 163.2 7.2 24742
NAP 9 3119 1546 722.5 0,331
D+30 AP 12 74,6 2.4 682,5
NAP 11 2042 19,2 8457 0,069
D+60 AP 11 166.6 50,6 406,0
NAP 11 1945 58.6 572.4 0,519
D+100 AP 11 152.5 64.8 630.3
NAP 11 1853 6.5 562,5 1,000
D+180 AP 10 2593 138.9 5122
NAP 11 3255 23,1 678.1 0,918
D+270 AP 11 3942 2529 851,5
NAP 10 4228 13,0 10852 0,756
D+360 AP 11 580.8 173.7 11494
NAP 10 472.6 16,3 1248,1 0,468
CD3+CDS8+
PRE AP 11 3359 7.3 1817,1
NAP 9 306,9 199.0 858.4 0,656
D+30 AP 12 1151 8.8 7523
NAP 11 2589 20,5 1656,2 0,032
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D+60 AP 11 4934 18,6 22157

NAP 11 5754 28,7 5879.1 0,606
D+100 AP 11 6123 37.7 1801,9
NAP 11 726.5 56,1 1310,9 1,000
D+180 AP 10 6312 80,2 14257
NAP 11 7983 57.0 1998,3 0,809
D+270 AP 11 775,77 139.5 2798.8
NAP 10 731,0 62,4 19336 0,605
D+360 AP 11 876,8 219.8 8813.6
NAP 10 783.3 72,4 22173 0,705
Varidvel uL Doador N Mediana  Minimo Miaximo Valor de P
CD4+CDS8+
PRE AP 11 1,6 0,0 58
NAP 9 1,1 0,2 4,9 1,000
CD+30 AP 12 0,4 0,0 7,6
NAP 11 1,3 0,0 11,6 0,091
D+60 AP 11 1,6 0,2 6,1
NAP 11 1,4 0,0 4,9 0,797
D+100 AP 11 2,0 0,4 8,7
NAP 11 0,8 0,2 7.3 0,193
D+180 AP 10 2,6 0,7 9,4
NAP 11 1,7 0,5 9,0 0,654
D+270 AP 11 3,8 1.3 14,4
NAP 10 2,1 0,1 8.5 0,197
D+360 AP 11 5,0 1.3 259
NAP 10 1,6 0,1 13,8 0,061
CD4-CDS-
PRE AP 11 29.8 0,1 167.8
NAP 9 43,2 234 1702 0,295
D+30 AP 12 2,4 0,2 60,9
NAP 11 37,6 0,5 1467 0,032
D+60 AP 11 22,3 1,9 104,5
NAP 11 35,8 0,8 116,1 0,699
D+100 AP 11 20,5 6,8 164,5
NAP 11 27,6 0,9 147.8 0,519
D+180 AP 10 43,5 6.5 101,1
NAP 11 66,1 7.9 138.5 0,197
D+270 AP 11 54,0 14,8 136,5
NAP 10 65,7 5.4 1653 0,973
D+360 AP 11 71,3 35,1 184,7
NAP 10 59,5 3,6 2419 0,654
Varidvel /uL Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valorde P
45RA+31+4+
PRE AP 11 32,9 2,0 9140
NAP 9 90,9 20,0 360,8 0,412
D+30 AP 12 2,1 0,3 95.0

NAP 11 6,7 0,2 291,6 0,379




D+60 AP 11 4.4 0,7 84.1
NAP 11 22,7 0,9 108.2 0,401
D+100 AP 11 2,4 0,8 313,6
NAP 11 30,7 0,2 426,1 0,365
D+180 AP 10 41,8 1,1 186,6
NAP 11 60,5 0,5 384.8 0,654
D+270 AP 11 155,5 1,0 399.6
NAP 10 181,5 0,6 793.8 0,863
D+360 AP 11 2318 2.2 467.9
NAP 9 159,9 8,1 796.9 0,766
Varidvel /uL Doador n Mediana  Minimo Miaximo Valor de P
45RA+31+8+
PRE AP 11 240,5 1,3 12852
NAP 9 211,2 67,0 6554 0,710
D+30 AP 12 16,6 0,0 437.4
NAP 11 87,9 2,7 4203 0,169
D+60 AP 11 87,1 2,1 3542
NAP 11 164,5 9,6 3200.8 0,562
D+100 AP 11 102,3 3,9 523.8
NAP 11 142,9 220 829,3 0,519
D+180 AP 10 2113 10,0 6158
NAP 11 123,7 22.8 8377 0,557
D+270 AP 11 282,7 91,1 15153
NAP 10 2384 214 789.8 0,387
D+360 AP 11 525,1 130,2 4518,6
NAP 9 200,7 98,9 784.0 0,370
Varidvel / ulL Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valor de P
TCRap+
PRE AP 11 517.9 14,6 44037
NAP 647,6 364,0 1623.8 0,503
D+30 AP 12 233,1 11,6 14634
NAP 11 440,5 41,9 2538,1 0,032
D+60 AP 11 6442 914 2640,8
NAP 11 882,3 113,0 64277 0,606
D+100 AP 11 826,7 130,3 21829
NAP 11 944,1 149.,9 1877.4 1,000
D+180 AP 10 10772 4583 1628.6
NAP 11 11747 464 .4 26480 0,387
D+270 AP 11 1119,8 565,8 3067,1
NAP 10 1274,8 4822 24530 0,809
D+360 AP 11 1364,3 4334 100397
NAP 10 1684,2 475.6 30390 0,654
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Variavel /uL Doador n Mediana Minime  Maximo  Valor de P
TCRyo+
PRE AP 11 29,8 0,2 167.8

NAP 9 48,5 18,1 170,2 0,261
D+30 AP 12 2,5 0,2 60,9

NAP 11 15,9 0,5 146,7 0,037
D+60 AP 11 24,5 1.9 104,5

NAP 11 35,8 1.0 2047 0,652
D+100 AP 11 20,5 6,8 2204

NAP 11 27,6 1,5 147.8 0,365
D+180 AP 10 50,2 6,5 106,6

NAP 11 66,1 14,0 1827 0,251
TCRGD D+270 AP 11 65,7 14,8 136,5

NAP 10 74,1 19,1 1747 0,387
TCRGD D+360 AP 11 71,3 35.1 184,7

NAP 10 83,2 34,6 2419 0,654
Varidvel /uL Doador n Mediana Minime  Maximo  Valor de P
CD69+CD3+
PRE AP 9 423 1.1 95,0

NAP 8 36,0 6,0 86,4 1,000
D+30 AP 11 1.7 0,3 79,7

NAP 9 21,0 3,0 96.6 0,031
D+60 AP 8 20,7 0,0 62,0

NAP 10 15,9 2,8 4913 0,360
D+100 AP 10 7.1 0,7 32,0

NAP 11 18,5 3.3 47,3 0,152
D+180 AP 10 15,7 5.8 80,0

NAP 8 35,6 7.7 84.4 0,360
D+270 AP 10 21,4 2,1 51,7

NAP 8 19,8 3.3 65,3 0,633
D+360 AP 10 19,6 2,5 81,5

NAP 8 14,7 5,7 156,0 0,965

CD69+CD19+

PRE AP 9 10,2 0,6 34,2

NAP 8 16,9 0,4 554 0,236
D+30 AP 11 19,8 0,5 261,5

NAP 9 25,2 3,7 204,0 0,456
D+60 AP 8 44.1 0,0 110,5

NAP 10 20,5 0,0 202,8 0,965
D+100 AP 10 55,9 14,7 94,1

NAP 11 28,5 0,7 101,2 0,114
D+180 AP 10 49,0 8,5 73,2

NAP 8 49,6 2,7 4683 0,965
D+270 AP 10 57.1 15,2 1814

NAP 8 41,1 0,3 81,0 0,315
D+360 AP 10 36.4 18,8 3154

NAP 8 572 8,9 109,6 0,633




Varidvel/ uL. Doador n Mediana Minimo  Méaximo  Valor de P
CD3+CD16+56+
PRE AP 11 354 1,0 1653
NAP 9 82,2 28,5 128,0 0,295
D+30 AP 12 24,3 0,9 119,0
NAP 11 29,5 10,2 730,3 0,211
D+60 AP 11 76,9 5,2 1479.4
NAP 11 87,1 1,9 152,6 0,562
D+100 AP 10 90,2 10,1 300,8
NAP 11 67,4 23,8 190,2 0,654
D+180 AP 10 101,1 16,5 983,7
NAP 11 1274 43,7 2006,4 0,756
D+270 AP 11 156,8 18,8 979,3
NAP 10 134,5 21,5 4450 0,863
D+360 AP 11 1123 31,6 1406,5
NAP 10 92,7 27,2 340,0 0,605
Varidvel/ pL Doador n Mediana Minime  Maximo  Valor de P
CD3-CD16+56+
PRE AP 11 60,2 L0 544,7
NAP 9 1174 15,0 200,1 0,201
D+30 AP 12 1899 39,6 979,3
NAP 11 1539 17,6 552,0 0,211
D+60 AP 11 307.6 57.8 684.8
NAP 11 222,1 11,9 896,1 0,652
D+100 AP 11 160,9 33,0 367.9
NAP 11 198,6 16,7 4937 0,898
D+180 AP 10 155,5 57,1 390,2
NAP 11 151.,5 45,5 659,1 0,973
D+270 AP 11 2324 75,4 1038.,4
NAP 10 179.,8 56,4 622,5 0,756
D+360 AP 11 160,6 79,1 649,2
NAP 10 1819 77,4 684,2 1,000
Varidvel/ uL Doador n Mediana  Minimo Méximo  Valor de P
CD19+
PRE AP 11 60,9 0,7 1758.4
NAP 9 137.5 14,6 572,7 0,201
D+30 AP 12 4,7 0,0 44,1
NAP 11 7.4 0,0 4978 0,347
D+60 AP 11 132,8 4,6 359,1
NAP 11 32,1 2,8 4448 0,699
D+100 AP 11 112,6 5.8 3159
NAP 11 95,1 1,4 4084 0,847
D+180 AP 10 153.,5 21,4 381,7
NAP 11 1148 0,9 10759 0,973
D+270 AP 11 280,7 18,8 870,1
NAP 10 2677 81,5 913.8 0,756
D+360 AP 11 235,5 42,1 367.5
NAP 10 287,1 71,8 1023.3 0,512
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Varidvel ul Doador n Mediana  Minimo Méximo  Valor de P
CD19+CD20+
PRE AP 11 56,0 0,7 1621,5

NAP 9 111,2 14,4 566,3 0,261
D+30 AP 12 4,1 0,0 43,8

NAP 11 4,7 0,0 496,5 0,288
D+60 AP 11 1283 4,6 3473

NAP 11 273 2,8 4253 0,699
D+100 AP 11 111,0 5.8 3106

NAP 11 88,9 1,4 393,1 0,898
D+180 AP 10 1459 15,3 379,7

NAP 11 106,5 0,9 1044,6 0,863
D+270 AP 11 277,1 17,4 867,0

NAP 10 262.,8 80,7 903,6 0,756
D+360 AP 11 2332 29,2 3584

NAP 10 2820 71,8 992,9 0,605
Varidvel pL Doador n Mediana  Minimo Maximo  Valor de P
CD19+CD10+
PRE AP 11 0,4 0,0 15,2

NAP 9 2,4 0,0 36,9 0,230
D+30 AP 12 0,4 0,0 3.6

NAP 11 0,7 0,0 80,1 0,288
D+60 AP 11 6,7 0,0 1173

NAP 11 4,0 0,0 16,6 0,300
D+100 AP 11 9,7 0,0 51,1

NAP 11 7.8 0,0 119,7 0,519
D+180 AP 10 11,5 3.4 434

NAP 11 1,6 0,0 34,0 0,029
D+270 AP 11 19,0 2,0 52,7

NAP 10 10,9 1,5 91,2 0,863
D+360 AP 11 18,0 0,6 69,8

NAP 10 13,2 2,3 81,0 0,973
Varidvel uL Doador n Mediana  Minimo Méximo  Valor de P
CD27+45RO+4+
PRE AP 11 28,0 3.2 2076,0

NAP 9 109,5 48,5 489,7 0,152
D+30 AP 12 0,5 0,0 79,2

NAP 11 4.9 0,0 2554 0,091
D+60 AP 11 0,4 0,0 97.9

NAP 11 4,3 0,0 110,8 0,076
D+100 AP 11 2,5 0,3 363.3

NAP 11 15,2 0,5 4104 0,243
D+180 AP 10 43,0 0,0 212,1

NAP 11 1214 1,2 4383 0,173
D+270 AP 11 150,4 2,0 4220

NAP 10 154,6 2,8 748.8 0,705
D+360 AP 11 2452 1,1 4525

NAP 10 1677 13,3 810,6 0,973




Varidvel uL Doador n Mediana  Minimo Miaximo  Valorde P
CD27+45R0O+4+
PRE AP 11 993 1,5 625,1

NAP 9 126,7 52.3 2954 0,331
D+30 AP 12 28.4 1,2 4588

NAP 11 100,2 5,9 707.6 0,104
D+60 AP 11 106,5 18,7 208.8

NAP 11 82,2 23.8 280.,6 0,847
D+100 AP 11 94,8 22,9 2262

NAP 11 76,5 8,6 4104 1,000
D+180 AP 10 136,5 76,9 174,5

NAP 11 82,1 43,7 306,9 0,085
D+270 AP 11 2049 103.0 287.4

NAP 10 130,2 12,4 278.6 0,223
D+360 AP 11 231.3 92,1 311,1

NAP 10 1472 83,2 306,2 0,387
Varidvel pL Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valorde P
CD27-45RO+4+
PRE AP 11 20,8 0,1 48 4

NAP 9 19,5 7,4 52,0 0,656
D+30 AP 12 11,8 1,0 138,3

NAP 11 26,2 7,9 123.5 0,169
D+60 AP 11 60.4 22,6 289.4

NAP 11 42,6 11,8 4481 0,519
D+100 AP 11 64,5 11,9 2593

NAP 11 52.8 1,8 2573 0,898
D+180 AP 10 91,8 1,2 251,0

NAP 11 54,8 16,9 1822 0,468
D+270 AP 11 79,6 50,8 190,2

NAP 10 62,6 30,8 229.6 0,197
D+360 AP 11 92.4 18,0 830,7

NAP 10 115,5 10,3 3529 0,809
Varidvel pL Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valorde P
CD27-CD45-4+
PRE AP 11 0,9 0,1 152

NAP 9 0,6 0,0 5.4 0,295
D+30 AP 12 0,5 0,0 6,1

NAP 11 1,8 0,0 35,1 0,190
D+60 AP 11 1,4 0,1 14,1

NAP 11 0,9 0,2 46,9 0,652
D+100 AP 11 1,3 0,2 10,7

NAP 11 2,6 0,1 47,5 0,193
D+180 AP 10 2,8 0,8 353

NAP 11 4,0 1,3 101,1 0,314
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D+270 AP 11 3,0 1,5 52.1

NAP 10 2,9 1,4 40,9 0,756
D+360 AP 11 6,5 1,4 59.5

NAP 10 9,5 0,6 65,9 0,705
Varidvel uL Doador n Mediana  Minimo Miaximo Valor de P
CD27+45R0O-8+
PRE AP 11 427 0,0 3897

NAP 9 174,3 0,0 358.0 0,710
D+30 AP 12 8,1 0,0 152,6

NAP 11 11,5 0,0 6150 0,525
D+60 AP 11 9,7 0,0 276.6

NAP 11 24,1 0,0 279.9 0,606
D+100 AP 11 11,3 0,0 450,2

NAP 11 25,9 0,0 3223 0,401
D+180 AP 1,5 0,0 42,5

NAP 11 37,0 1,9 3428 0,016
D+270 AP 11 44,9 0,0 5831

NAP 10 13.8 0,0 3518 0,314
D+360 AP 11 9,7 0,0 4232

NAP 10 8,6 0,5 474 4 0,809
Varidvel uL Doador n Mediana  Minimo  Maximo  Valor de P
CD27+45RO+8+
PRE AP 11 47,1 1,1 15847

NAP 9 138.8 12,1 776,77 0,331
D+30 AP 12 36,5 5.9 1952

NAP 11 102,5 15,0 1178.4 0,069
D+60 AP 11 1498 12,9 994.6

NAP 11 2360 9,4 1570,6 0,562
D+100 AP 11 158,7 12,5 389.9

NAP 11 121,4 11,1 385,5 0,699
D+180 AP 10 173,3 25,1 395,9

NAP 11 2385 92.4 675,1 0,387
D+270 AP 11 173,6 324 3343

NAP 10 1950 82.4 668.7 0,705
D+360 AP 11 2430 7.4 6220

NAP 10 197,1 97.8 620,6 0,809
Varidvel pL Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valorde P
CD27-45RO+8+
PRE AP 11 94 0,0 232.4

NAP 9 27,1 2,0 81,7 0,230
D+30 AP 12 5,7 0,4 136,7

NAP 11 27,1 5,5 420,1 0,059
D+60 AP 11 1228 1,5 1260,2

NAP 11 137,7 4,6 1972.6 0,748




D+100 AP 11 216,2 12,0 14104

NAP 11 206,1 11,6 508,7 1,000
D+180 AP 10 341,1 10,3 12590

NAP 11 2543 37,2 681.,4 0,705
D+270 AP 11 4244 10,7 15834

NAP 10 305,2 68,3 884.9 0,918
D+360 AP 11 5224 17,7 6895,1

NAP 10 457,6 19,6 1156,4 0,918
Varidvel uL Doador n Mediana  Minimo Miaximo  Valorde P
CD27-45RO-8+
PRE AP 11 1.1 0,0 452.8

NAP 9 3,7 0,0 441 1,000
D+30 AP 12 3,5 0,2 3977

NAP 11 9,9 0,0 469.6 0,449
D+60 AP 11 34,0 0,4 2146

NAP 11 36,1 0,0 2056,0 0,949
D+100 AP 11 20,0 0,0 460,9

NAP 11 53.3 0,0 7383 0,300
D+180 AP 10 2,4 0,0 156,0

NAP 11 127.,9 1,7 480.3 0,010
D+270 AP 11 38,5 0,0 10343

NAP 10 23.6 0,0 6363 0,756
D+360 AP 11 7,4 0,3 15393

NAP 10 33,5 0,4 1556,6 0,223
Varidvel pL Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valorde P
CD57+28-4+
PRE AP 9 0.1 0,0 1,2

NAP 7 0,2 0,0 1,5 1,000
D+30 AP 11 0,0 0,0 0,8

NAP 9 0,1 0,0 0,9 0,295
D+60 AP 11 1,9 0,0 10,3

NAP 8 0,4 0,0 1.3 0,012
D+100 AP 11 1,3 0,0 4,3

NAP 9 0,6 0,0 4,7 0,331
D+180 AP 9 2,0 0,0 26,1

NAP 10 1,8 0,0 8.9 0,497
D+270 AP 11 6,0 0,0 51,2

NAP 10 2,4 0,0 56,6 0,973
D+360 AP 11 4,2 0,3 79,9

NAP 10 6,2 0,0 2764 0,557
Variavel uL. Doador n Mediana  Minimo  Méximo  Valor de P
CD57+28-8+
PRE AP 9 4,0 0,0 252

NAP 7 9,7 2,6 37,0 0,210
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D430 AP 11 4.4 0,0 18,1

NAP 9 10,2 1,1 202,5 0,067
D+60 AP 11 66,2 0,3 288.,6

NAP 8 45,5 20,8 160,2 1,000
D+100 AP 11 54,1 0,4 4544

NAP 9 64,9 10,2 4534 0,503
D+180 AP 9 113,2 1.9 362.9

NAP 10 169,5 12,7 650,7 0,156
D+270 AP 11 102,9 1.9 504.,0

NAP 10 171,0 10,7 795,0 0,251
D+360 AP 11 89,2 7.7 4722.8

NAP 10 154,1 11,3 1697.,6 0,557
Variavel ul. Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valor de P
CDI95+CD19+
PRE AP 10 L6 0,0 23.2

NAP 9 4,3 0,0 5283 0,661
D430 AP 10 0,7 0,0 3.1

NAP 10 0,1 0,0 3.4 0,353
D+60 AP 10 1.6 0,0 5,2

NAP 11 1.6 0,0 20,8 0,756
D+100 AP 11 1.8 0,0 5,1

NAP 11 2,5 0,0 8,5 0,606
D+180 AP 10 3.0 0,3 21,6

NAP 10 2.9 0,0 60,0 0,631
D+270 AP 11 5.2 0,1 11,4

NAP 10 2,6 0,0 9,1 0,282
D+360 AP 11 5.4 0,0 9,6

NAP 10 5,5 1.6 36,1 0,654
Variavel uL. Doador n Mediana  Minimo  Méximo  Valor de P
CD95+CD3+
PRE AP 11 534 0,5 134,7

NAP 9 76,4 21,3 190,6 0,230
D430 AP 11 19,7 0,7 265,0

NAP 11 59,2 1.5 188,6 0,040
D+60 AP 10 99.8 5,6 251.3

NAP 11 79,8 8,0 789,0 0,654
D+100 AP 11 65,6 15,6 167.4

NAP 11 81.8 2.9 199,7 0,519
95+3+ D+180 AP 10 83,7 23,0 326,5

NAP 11 80,7 32,0 688.9 0,973
95+3+ D+270 AP 11 86.3 17,8 158.8

NAP 10 62,5 11,8 2814 0,512
95+3+ D+360 AP 11 81.4 38,9 2223

NAP 10 102,9 15,9 3149 0,314




Variavel uL. Doador n Mediana Minimo  Méaximo  Valor de P
CD178+CD19+
PRE AP 7 0,7 0,5 7.1

NAP 7 1,7 0,0 13,1 0,710
D+30 AP 8 0,2 0,1 2,1

NAP 7 1,7 0,0 4,5 0,189
D+60 AP 9 1,7 0,3 1247

NAP 8 2,2 0,1 3.8 0,423
D+100 AP 11 1,1 0,0 52,6

NAP 9 2,1 0,6 8,6 0,824
D+180 AP 10 1,3 0,1 7,7

NAP 9 2.8 1,1 50,6 0,243
D+270 AP 11 3,5 0,0 15,2

NAP 9 11,1 0,9 64,5 0,112
D+360 AP 11 7.3 0,0 102,5

NAP 10 4,2 0,0 16,5 0,468
Variavel ul. Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valor de P
CD178+CD3+
PRE AP 8 8,0 0,1 223

NAP 7 6,8 0,0 75,9 0,779
D+30 AP 9 4.1 0,0 443

NAP 8 5,7 0,0 153,9 0,481
D+60 AP 9 43,8 0,0 385.6

NAP 8 4,2 0,3 145,0 0,481
D+100 AP 11 38,3 2,2 1824

NAP 9 12,3 0,0 40,7 0,025
D+180 AP 10 141 1,3 72,6

NAP 10 41,5 0,0 136,9 0,218
D+270 AP 11 18,1 2,5 153.,5

NAP 9 36,6 6,0 1153,1 0,201
178/3 D+360 AP 11 67,9 0,3 492.6

NAP 10 13,4 0,0 375,2 0,512
Variavel Doador n Mediana Minimo  Méximo  Valor de P
178953 PRE AP 7 0,1 0,0 5,0

NAP 7 1.4 0,0 17,9 0,383
178953 D+30 AP 8 0,2 0,0 0,8

NAP 7 0,2 0,0 1.9 0,779
178953 D+60 AP 9 0,7 0,0 133,2

NAP 8 0,2 0,0 224 0,481
178953 D+100 AP 11 0,6 0,0 7,6

NAP 9 0,7 0,0 9.4 0,552
178953 D+180 AP 10 1,3 0,0 3.5

NAP 9 2.9 0,0 5,5 0,356
178953 D+270 AP 11 1.4 0,0 19,9

NAP 9 4,6 0,0 8,6 0,603
178953 D+360 AP 11 1,1 0,0 5.7

NAP 10 4.4 0,0 9.3 0,051

>




Variavel Doador n Mediana Minimo Maximo  Valorde P
CD25"127™ L
PRE AP 11 24 0.3 28,6
NAP 9 4.4 2,1 13,0 0,295
D+30 AP 12 2,6 0,3 47.9
NAP 11 2.4 0,0 254 0,928
D+60 AP 11 3,7 0,1 20,4
NAP 11 4,0 1,3 15,5 0,699
D+100 AP 11 8,4 1,1 30,1
NAP 11 5,6 0,7 26,8 0,797
D+180 AP 10 4,5 1,4 27,5
NAP 11 6,9 1,8 20,0 0,387
D+270 AP 11 8,4 4.7 54,2
NAP 10 8,0 2,1 399 0,918
D+360 AP 11 9,1 3,6 30.8
NAP 10 5,4 1,0 37,7 0,314
Variavel Doador n Mediana Minimo Maximo  Valorde P
CD25"GITR+ pl,
PRE AP 9 1.8 0.8 9,6
NAP 7 3,9 1,7 7.4 0,114
D+30 AP 10 1,3 0,1 7.9
NAP 11 2,9 0,4 21,5 0,314
D+60 AP 10 4,0 0,5 21,1
NAP 11 4,0 2.3 5,3 1,000
D+100 AP 10 3.8 0,8 25,0
NAP 10 3.8 2.7 11,6 0,579
D+180 AP 10 4,7 0,4 27,5
NAP 10 4,9 1,1 16,3 0,796
D+270 AP 11 6,8 4,1 232
NAP 10 5,1 1,6 222 0,197
D+360 AP 11 6,6 3.1 36,2
NAP 10 5,5 1,0 21,1 0,223
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APENDICE B — Analise comparativa dos grupos definidos pelo DECH e Analise estatistica

Analise comparativa dos grupos definidos pelo DECH

Em cada momento de avaliag¢do (amostra pré, D+30, D+60, D+100, D+180, D+270 e D+360),
para cada uma das variaveis, testou-se a hipdtese nula de que os resultados sdo iguais para os
dois grupos sob comparagdo, versus a hipotese alternativa de resultados diferentes. Nas
tabelas abaixo s3o apresentadas estatisticas descritivas de acordo com os grupos e os valores
de p dos testes estatisticos.

Também ¢ apresentada uma tabela com os valores de cada variavel para o caso com DECH

agudo que foi a 6bito e para o caso que ndo teve a pega do transplante.

Analise estatistica

Para a comparagido dos grupos em relagdo as variaveis quantitativas, foi considerado o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os

dados foram analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.
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ANEXO 1 — Immune Reconstitution in Fanconi Anemia Patients Following Allogeneic Bone

Marrow Transplantation
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ABSTRACT

Background. Fanconi anemia is an autosomal recessive or X-linked genetic disorder
characterized by bone marrow (BM) failure/aplasia. Failure of hematopoiesis results in
depletion of the BM stem cell reservoir, which leads to severe anemia, neutropenia and
thrombocytopenia, frequently requiring therapeutic interventions including hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT). Successful BMT requires reconstitution of normal
immunity.

Methods. In the present study, we performed a detailed analysis of the distribution of
peripheral blood subsets of T, B and NK lymphocytes in 23 patients with Fanconi anemia


mailto:mbeltrame@ufpr.br

87

before and after BM transplantation (at days D+30, D+60 and D+100, D+180 D+270 and
D+360). In parallel, we also compared the patients groups who received related and unrelated
bone marrow, pre and one year after BMT.

Results. After transplantation, we found different kinetics of recovery for the distinct major
lymphocyte subsets. NK cells were the first to recover, followed by cytotoxic CD8+ T-cells
and B-cells, and then the CD4+ T-helper cells. Early recovery was at the expense of memory
cells which would therefore be potentially derived from the graft whereas, recent thymic
emigrant (CD31+ CD45RA+) and naive CD4+ or CD8+ T-cells, rose only 6 months after
HSCT, in the presence of immunosuppressive graft-vs-host disease (GVHD) prophylactic
agents. While only slight differences were observed in the early recovery of cytotoxic CD8+
T-cells among cases receiving a graft from related vs. unrelated donors, cases suffering from
GVHD displayed a markedly delayed recovery of NK-cells and B-cells as well as of Tregs
and early thymic emigrant and total CD4+ T-cells.

Conclusions. Overall, our results support the utility of post-transplant vigilance of peripheral
blood lymphoid subsets, for improved monitoring and follow-up of Fanconi anemia patients
undergoing BMT.

Key words: Bone marrow, Fanconi anemia, Immune system, Transplantation

Running title: Immune system in transplanted FA patients

INTRODUCTION

Proliferation and maturation of blood cells are tightly regulated processes which
involve a relatively large number of growth factors and cytokines (1,2). In addition, the bone
marrow (BM) stroma, which comprises vascular and stromal cells, is critical to provide the
ideal microenvironment for proper hematopoiesis (3). Therefore, changes in cytokine levels
and/or the hematopoietic microenvironment may lead to an altered hematopoiesis, including
BM aplasia (4). Fanconi Anemia (FA) is an inherited disease characterized by BM failure (5).
FA patients have a defect in DNA repair which progressively leads to the accumulation of
chromosomal and genetic alterations. Apart from anemia, FA patients display congenital
malformations, deafness and skin hyper-pigmentation (e.g. "café au lait" spots), among other
symptoms (6). Regarding outcome, FA is an unpredictable disease, with some patients
developing leukemia and solid tumors at different stages in life (7). Among the available
therapeutic options, hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the most effective
since it improves the chance of patients to survive longer (8-12). One of the major caveats
associated with HSCT is the transient immune deficiency state that follows transplantation,
which is associated with significant patient morbidity and mortality (13). The duration and

severity of this phase wvaries according to graft manipulation, choice of graft type,
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development of graft-versus-host disease, and level of residual thymic activity, among other
variables (14,15).

Assessment of lymphocyte-associated markers has been shown to be an invaluable
tool in the clinical setting, and is currently under research use for the following purposes: 1) to
monitor response of FA patients to therapy, i1) to measure disease activity, and iii) to predict
for chronic graft-versus-host disease (GVHD) (16-19). Successful allogeneic HSCT (allo-
HSCT) requires reconstitution of normal T-cell immunity; key factors involved in this process
include, the thymic activity of the recipient of the HSCT, biologic features of the allograft (e.g
degree of histocompatibility, infused donor T cells) and preparative regimens. For this reason
specific suppression allo-reactive T-cells, without inhibiting the entire T-cell repertoire is an
important goal of transplantation immunology (20-22).

In order to better understand the kinetics of immune reconstitution in FA children
following allogeneic BM transplantation (BMT), and to identify potential factors associated
with normal vs altered immune recovery, here we investigated the number and phenotype of
circulating T, B and NK cells and their subsets, in blood samples from 23 FA patients who

underwent allogeneic BMT after a myeloablative conditioning regimen.

PATIENTS AND METHODS

Patients

A total of 23 FA patients (12 males and 11 females with ages varying from 4 to 21
years) who underwent allogeneic BMT between 2009 and 2011, we studied. All subjects gave
their informed consent prior to entering the study, and it was approved by the Institutional
Review Board of the Federal University of Parana - Clinic Hospital (Curitiba, Brazil). Twelve
patients (52%) received a transplant from related donors, while in the other cases (48%) the
graft had an unrelated origin. In terms of conditioning regimen, the group that received a
BMT from related donors were treated with cyclophosphamide (60mg/Kg) alone, whereas
those patients that received a BMT from an unrelated origin were treated with
cyclophosphamide in combination with fludarabine (125mg/m2) and thymoglobulin
(5mg/Kg). In both groups immunoprophylactic treatment consisting of cyclosporine and
methotrexate (Table 1) was given for a mean time of 12 months (range: 4 to 22 months).
Successful engraftment was observed in 21 of the 23 patients (91%). Patients were followed

for a minimum period of one year (up to 5 years). Overall, 13 patients had acute (n=5) and/or
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chronic (n=8) GVHD. Causes of death occuring in two of these patients consisted of, acute
GVHD (aGvHD) in one patient on day +30, and rejection 375 days after the transplant in
another patient (Table 1). Complete chimerism was defined, when 100% donor cells were
detected indicating complete hematopoietic replacement; in turn, mixed chimerism was
defined when host cells were detected within specific cell population (e.g. the lymphocytes),
at percentile > 10% and < 95% of all cells (Table I), and it did not influence therapy. None of

the patients received Rituximab or T depleting treatments.

Multi parameter flow cytometry analysis of lymphocyte subsets

Peripheral blood (PB) samples was collected into tubes containing 7.5% K3 EDTA for
both flow cytometry and complete blood cell (CBC) count analysis (ADVIA 2120, Siemens,
NY, USA); cell morphology was assessed visually using conventional microscopy.
Additionally, plasma samples were also collected for the evaluation of serum cytokine levels,
as described below.

Flow cytometry characterization of PB lymphocytes was performed using
conventional stain-and-then-lyse sample preparation techniques. Briefly, 100ul of fresh PB
was incubated for 15 min at room temperature in the dark, with pre-titrated saturating
amounts of 4-color combinations of fluorochrome conjugated monoclonal antibodies (MAD) -
FITC, PE, PerCP, APC - (Table 2). For every PB sample, an additional aliquot containing
unstained sample were processed in parallel as negative control. Afterward, non-nucleated
cells were lysed using FACS Lysing solution BD (Becton & Dickinson Biosciences; San Jose,
CA, USA) according to the instructions of the manufacturer, and cells were then centrifuged
and washed twice in phosphate buffered saline (PBS; pH 7.4). Intracellular FOXP3 staining
was performed with the Fix&Perm (Invitrogen, Camarillo, CA, USA) reagent kit after
staining for cell surface membrane markers, following the recommendations of the
manufacturer.

Data acquisition was performed in a FACSCalibur flow cytometer (BD) immediately
after sample preparation was completed. For each sample aliquot, a minimum of 100,000
events was acquired using the CellQUEST software (BD). For data analysis, the Infinicity
software program (Cytognos SL, Salamanca, Spain) was used.

Absolute lymphocyte counts were calculated using a dual platform approach by
multiplying the percentage of each lymphocyte subset obtained in the flow cytometry analysis
and the absolute leukocyte count obtained in an ADVIA 2120 hematology analyzer; for that
specific PB sample. The following lymphocyte subsets were specifically identified: CD3+ (T
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lymphocytes), CD3+CD4+ (T helper cells)), CD3+CD8+ (cytotoxic T cells),
CD4+CD45RA+CD31+ (new thymic emigrant T lymphocytes), CD57+CD28-CD4+ or
CD8+ (replicative senescent T cells), CD27+CD45RO-CD4+ or CDS8+ (naive T cells),
CD27+CD45R0O+CD4+ or CD8+ (central memory T cells), CD27-CD45RO+CD4+ or CD8+
(effector T cells), CD27-CD45RO-CD4+ or CD8+ (late effector T cells), CD3+CD69+
(activated T cells) and CD45highSSClowCD19-CD3-CD69+ activated non-T, non-B
lymphocytes (NK cells), CD4+CD25highCD1271owFOXP3+ (regulatory T cells; Tregs),
CD4+CD25hightGITR+FOXP3+(Tregs), CD3+CD16+and/or CD56+ (NK/T lymphocytes),
CD3+TCR+ (TCR-Tcells), CD3+TCR+ (TCRT-Tcells), CD19+CD20+ (mature B
lymphocytes), CD19+CD10+ (immature B lymphocytes) and CD3-CD16+CD56+ (NK cells).
In addition, we also determined the number of T and B cells expressing Fas (CD95) and FasL

(CD178): CD3+Fas+, CD3+FasL+, CD19+Fas+, and CD19+FasL+, respectively.

Statistical methods
To evaluate the statistical significance of differences observed between groups, non-
parametric Wilcoxon and the Mann-Whitney tests were used and P values <0.05 were

considered statistically significant (Statistica v.8.0 software - Stat Soft, OK, USA).

RESULTS

One of the major risks associated with HSCT is the transient immune deficiency state
that follows transplantation and that leads to significant patient morbidity and mortality (13).
Overall, CD3-CD56+ NK cells were the first lymphoid cells to emerge following BMT,
followed by CD3+CD8+ cytotoxic T cells, CD19+ B cells and, finally, CD3+CD4+ helper T
cells. Below, the kinetics observed for each of these specific lymphoid subsets is described in

more detail.

Recovery of T cell subsets after allo-BMT

The overall number of total T cells was significantly decreased after transplantation.
Pre-transplant levels were restored only by month +3 (day + 100) following BMT. However,
distinct kinetics were observed for the different T cell subsets. For instance, we found a faster
increase in the numbers of CD3+CD8+ cytotoxic T cells, which reached pre-transplant values

at day+60, remaining stable thereafter (Figures 1A to Figure 1E). Conversely, CD3+CD4+ T
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helper cells only reached pre transplant levels at day +180 (Figure 1B), increasing
significantly thereafter. Identical recovery kinetics were observed for CD3+CD4-CD8- T cells
(Figure 1D) and TCR+ T lymphocytes (data not shown). Of note, PB CD3+CD4-CD8-
include both TCR+ and TCR+ T cells involved in naturam immunity, some authors (23-25)
suggesting that these cells may play an important role in the recovery of neutrophils
associated with growth factors during the very early post-BMT period, as well as, at a later
stage of BMT, in the immunodeficient state of chronic GVHD. On the other hand,
CD3+CD4+CD8+ (CD4 and CDS8 double positive) T-cells were already significantly
increased at day +180 when compared to pre-transplant levels (Figure 1E). Interestingly, a
significant decrease in the frequency of PB T cells displaying a newly thymic emigrant
phenotype (CD31+CD45RA+), both within the CD4+ T helper and the CD8+ cytotoxic T cell
compartment (Figures 2A and 2B). Such reduction lasted up to 3-4 months after
transplantation, and it was followed by a steady expansion, reaching pre-transplant levels by
day +270 (Figures 2A and 2B). As could be expect, a similar profile to that of the newly
thymic emigrant T-cells was also observed for the CD4+CD27+CD45RO- naive T cells
(Figure 2E), but not the naive CD8+ T-lymphocytes (Figure 2I). In turn, T cells expressing a
replicative/senescent (CD4+CD57+CD28- or CD8+CD57+CD28-) phenotype were virtually
undetectable before transplantation; however, these late stage effector T cells became first
detectable by day+60, and they slowly and progressively increased through the following time
points, particularly those T- cells with a CD8+CD57+CD28- phenotype (Figures 2C and 2D).
A similar pattern to that of replicative/senescent late-effector cells was found for effector
NK/T cells and for both memory effector (CD27-CD45RO+) and late effector (CD27-
CD45R0-), CD4+ and CD8+ T-cells (Figure 2G, Figure 2H, Figure 2K and Figure 2L).
Nevertheless while the numbers of both subsets of effector CD8 cells and of the memory
effector CD4 T- cells were increased by day +60 after transplantation, terminal effector CD4+
T- cells showed a later recovery, being significantly increased only by day +180 after
transplantation. Regarding CD27+CD45RO+CD4+ central memory T helper cells, there were
no significant changes throughout the whole follow-up period (Figure 2F), while
CD27+CD45R0O+CD8+ central memory cytotoxic T-cell increased from day +180 (Figure
2]).

Despite all these changes, the overall number of CD69+ activated T cells, remained
virtually unchanged after transplantation, except for the significantly decreased number

observed at day +100 (Figure 2M). In turn, CD25highCD1271owCD4+FOXP3+ (Figure 4N)
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Tregs started to recover at day +60 after transplantation, reaching significantly increased

numbers (double of pre-transplant values) from day +270 on ((Figure 2N).

Recovery of NK cells after allo-BMT

As mentioned above, NK cells peaked between day +30 and day +60, slightly
decreasing thereafter towards values which were significantly increased vs. pre-transplant
levels (Figure 3A). Similarly CD45highSSClowCD19-CD3-CD69+ NK- cells doubled their
pre-transplant levels, already at day +30 and they continued to increase until the end of the

study (Figure 3B).

Recovery of B lymphocytes after allo-BMT

Both the total B lymphocyte counts as well as the number of CD19+CD10+ immature
and CD19+CD20+ mature e immature B cells almost disappeared at day +30; however, they
slowly recovered thereafter (day +100 and day+60, respectively), reaching significantly
increased values when compared to pre-transplant levels from day +180 and day +270 on,
respectively (Figure 3C and Figure 3D). The CD19+CD24+CD38+, transitional human B
lymphocyte population reached the initial pre-transplant values at day +60 after
transplantation, and such values were maintained until the end of follow-up period (data not

shown).

Expression of the CD9S and CD95L apoptosis-associated markers on T and B
lymphocytes

No significant changes were observed throughout the study in terms of the number of
CD95+ and CD95L+ (CD178) T lymphocytes (Figure 3E). In turn, the percentage of B
lymphocytes (CD19+) coexpressing CD95 and CD178 was significantly increased from day
+100 vs pre transplant levels (Figure SF), although the mean number of B cells expressing
apoptotic markers was always below 10cells/uL. during this period (day+ 100 to day+ 360)
(Figure 3F).

Immune reconstitution of FA patients receiving donor-related vs. donor-
unrelated allo-BMT

Upon grouping FA patients according to the type of donor (e.g. related vs. unrelated
donor), no statistically significant differences were found for most of the different subsets of

lymphocytes analyzed at the distinct time points with a few exceptions (Figure 4). These
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exceptions included the total numbers of: 1) total CD3+ T cells (303+408 vs. 832+737x106/L;
p=0.02; Figure 4A), ii)) TCRgd+ T lymphocytes (15+£22 vs. 51£55 x106/L; p=0.04; Figure
4F), iii) CD3+CD8+ (1724208 vs. 5414546 x 106/L; p=0.03; Figure 4C), and iv) CD3+CD4-
CDS8- (14+£21 vs. 54454 x106/L; p=0.03; Figure 4E) cytotoxic T cells. These cells were
significantly higher at day +30 after transplantation among those patients receiving a BMT

from a unrelated donor than related donors.

Immune reconstitution of FA patients with vs. without graft versus host disease

Upon grouping patients with vs. without GVHD, significant differences in the
recovery of distinct cell populations were noted between day +60 and day +270. Thus, cases
who suffered from a GVHD (acute and/or chronic GVHD) (n=8) showed a significantly
delayed recovery of NK-cells and B lymphocytes that only reached similar values to those of
patients who had no GVHD at day +360 (Table 5). In addition, recovery of CD4+ early
thymic emigrant and total T cells as well as the raise of Tregs, was also delayed among cases
with GVHD till day +270 (Table 5). One year after transplantation, day +360, no significant

differences were observed between cases with and without GVHD (Table 5).

DISCUSSION

Immune reconstitution after HSCT is increasingly recognized as a critical determinant
of morbidity and mortality from opportunistic infections as well as GVHD in HSCT
recipients. Previous studies have shown that post-transplant T cells derive from both mature T
cells present in the donor graft and T cells that develop de novo in the recipient, derived from
transplanted donor hematopoietic stem cells (20). Whereas the former results in transient
adoptive transfer of immunity, as well as GVHD, mediated by cells with alloreactivity
towards recipient antigen determinants, the latter would lead to long-term immune
reconstitution (21). Although B cells are known to be significantly decreased (or even
undetectable) during the first 2 months after BMT, here we detected the presence, of
immature CD19+CD10+ B cells early after transplantation (day +60) (21, 22).

In this study we describe in detail the immune reconstitution of PB lymphoid subsets
in a relatively large series of FA patients that received a BMT from related and unrelated
donors, and that were followed sequentially for a period of one year after transplantation.

Although there is limited information about the immune recovery of FA patients after BMT,



94

overall similar results to those reported in other hematological malignancies were observed in
our cases (reviewed in Porrata & Markovik, 2004; Peggs & Mackinnon 2004; Auletta &
Lazarus (23-25). Overall, we found different kinetics of recovery after transplantation for the
distinct major lymphocyte populations, also described by Zhu et al (26). NK cells were the
first to recover, followed by cytotoxic CD8+ T cells and B cells, and finally, the CD4+ T
helper cells. These results are in line with those observed for other maturation-associated
subsets of lymphocytes. In fact, recent emigrant CD31+CD45RA+ (CD4+ or CD8+) and
naive CD4+ T-cells, rose only 6 months after BMT, such increase occurring in the presence
of immunosuppressive GVHD prophylactic agents. The parallel increase in recent thymic
emigrant and naive CD4+CD27+CD45RO- T helper cells, suggests that the latter cells were
not the expanded progeny of naive T cells present in the donor graft but that they rather
corresponded to newly-produced T helper lymphocytes, as also found by Skert et al (27).

Expression of CD31+ on CD4+ T helper cells has been associated with higher
intracellular levels of TRECs (T cell receptor excision circles), therefore representing an
appropriate surrogate phenotypic marker to evaluate thymic reconstitution in lymphopenic
subjects following HSCT (28, 29). In our series, this T cell subset was fully recovered 9
months after transplantation. Although release of new thymic emigrants has been detected 3
months after the transplant, several other groups only found these cells only around month +6
(30, 31). Such differences could be related to the use of different surrogate markers and
phenotypes for the definition of recent thymic emigrants as in these earlier studies markers
like CD44, CD45RB and CD62L instead of CD31, were used (32-25).

T cells expressing a CD57+CD28-CD4+ or CD8+ phenotype have been show to
represent functionally senescent cells with low in vitro replication potential, reduced
telomeres and an increased susceptibility to undergo apoptosis (36); overall these functional
features correspond to end-stage terminal-effector T cells. In the transplantation settings, these
cells have been reported to be increased in patients with GVHD and CMV infection (37-43).
Unlike recent thymic emigrants, CD57+CD28- senescent CD4+ and CD8+ T cells already
increased early during follow-up, in parallel to the recovery of both memory effector and
terminal effector CD8+ and also CD4+ T lymphocytes, as well as, cytotoxic TCRy6+ and
CD4-CD8- T lymphocytes and NK/T cells. Such increase of cytotoxic and helper T- cells is
potentially due to the activation and differentiation of memory cells, since, in contrast to
CD4+ naive and new thymic emigrant T- cells, these terminal-effector cells showed neither
decreased nor increased levels throughout the whole follow-up period (44-47). Altogether,
these results suggest that early recovery of NK cells (including activated CD69+ NK cells)
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and other cytotoxic T-cells (and potencially also B-lymphocytes) are at the expense of
adoptive transfer of donor lymphocytes. In contrast, newly-produced CD3+CD4+ T helper
cells would contribuite to the recovery of the naive T cells compartment at latter time points.
These results are in line with previous studies showing early recovery of NK cells such cells
even representing the majority of all PB mononuclear cells early after transplantation (32, 33,
42, 44-47), whereas recovery of other B and T cell populations (particularly CD4+ T-cells) is
substantially delayed, their number tending to remain low for up to 12 months, or even longer
periods in patients that develop chronic GVHD (48,49). In contrast, the number of CD8+
cells usually returns to normal levels much faster (50), as also found here. Notably, Tregs
were significantly increased from day +270 on. Tregs, particularly those coexpressing CD4+
and Foxp3+ play a key role in the maintenance of tolerance after allo-HSCT. Despite similar
kinetics where found in FA patients receiving a BMT from related and unrelated donors,
differences were observed on the timing of early recovery of total T-cells and CD8+ T-cells
(earlier among unrelated donors), both cell populations reaching similar values in the two
patient groups by day +100. Such differences may potentially be due to an increased T cell
mediated allo-reactivity among patients receiving a BMT from unrelated vs related donors.
Similarly, cases who had suffered from acute and/or chronic GVHD also showed a
significantly delayed recovery of NK-cells and B-cells, as well as of thymic emigrant and
total CD4+ T-cells, which only reached those values observed among the other transplanted
FA patients after 9 and 12 months, depending on the specific cell population (NK-cells plus
B-cells and both recently produced and total CD4+ T-lymphocytes, respectively). As
previously suggested (51,52) in the allo-BMT setting, such delayed recovery could be directly
related to the undergoing GVHD immunological response

In summary, in this study, which is based on the largest series of patients with FA
undergoing BMT reported so far, we show that the kinetics of recovery of the different
populations of lymphocytes, follows those patterns also described for patients with other
hematological malignancies: early recovery of NK cells, followed by effector cytotoxic T-
cells and B cells, and finally, CD4 T helper cells. Interestingly, early recovery appears to be
due to the expansion of memory cells potentially derived from the graft, while at latter
periods, recovery of recent thymic emigrants and naive T- cells indicates recovery of T cell
production from the transplanted hematopoietic stem cells. In addition, they point out the
existence of slight differences on the early recovery of cytotoxic T cells among cases
recetving a graft from related vs unrelated donors, while clear differences existed among

cases who showed GVHD vs all other patients, which points out the potential utility of post-
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transplant monitoring of PB lymphoid subsets to improve the monitoring and follow-up of
patients undergoing BMT. In this regard, monitoring the major NK, B and T-CD8+ cell
subsets after day +60, together with the recent thymic emigrants and naive CD4+ T-helper

cells, at days +100, +180 and +360 post-BMT, would be particularly informative.
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