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RESUMO

Foram estudados trinta e sete pacientes com anemia aplastica severa,
submetidos ao transplante de medula éssea, no periodo de 1983 a 1998, no
Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. A avaliagdo da recuperagdo autdloga,
alogénica e quimérica através da andlise de regibes hipervariaveis do genoma
humano pelo emprego da PCR em amostras de sangue periférico (do paciente
e do doador) e de fios de cabelo (do paciente), foi realizada no Laboratério de
Imunogenética do Servico de Andlises Clinicas da UFPR. Foram estudados
seis locos VNTR: D1S80, ACTBP2, THO01, ARA, 33.6 e TPO. Das 222 reagdes
de amplificacdo realizadas apenas uma (0,45%) nédo teve sucesso. Das 221
restantes, 133 (60,18%) foram informativas e 88 (39,82%) foram néao
informativas. A aplicagdo do teste do x*, com o objetivo de avaliar se os
resultados informativos e néo informativos distribuiram-se igualmente nos seis
locos analisados, indicou um valor de x2 5= 10,898. P > 0,05, ndo significativo.
Quatro (10,8%) pacientes apresentaram recuperagdo autéloga. Todos estes
apresentaram rejeicdo e um apresentou DECH. Estes pacientes ndo foram
incluidos nas andlises estatisticas. Dezoito (48,65%) dos pacientes
apresentaram recuperagcdo alogénica e quinze (40,54%) apresentaram
quimerismo. Com o objetivo de avaliar se a ocorréncia de rejeicdo e DECH,
independe do tipo de recuperacdo (alogénica ou quimérica) aplicamos aos
dados o teste exato de Fisher que indicou valores de P = 1,26% e P = 3,60%
(significantes), respectivamente. Verificamos também, que o tipo de
recuperacao independe do tipo do condicionamento (CFA 200 mg/kg de peso
ou CFA 200 mg/kg de peso + BUS 12 mg/kg de peso). P = 46,10%, nédo
significante. Nos pacientes que apresentaram recupera¢do quimérica com até
55% de células do doador e com 80 a 95% de células do doador, verificamos
se a ocorréncia de rejeices ou DECH, independe do grau de quimerismo. O
teste exato de Fisher indicou valores de P = 10,02% e P = 53,33% (né&o
significantes), respectivamente. Também, o grau de quimerismo independe do
tipo de condicionamento (CFA 200 mg/kg de peso ou CFA 200 mg/kg de peso
+ BUS 12 mg/kg de peso), conforme o valor do teste exato de Fisher (P =
59,52%, néo significante). A analise do coeficiente de regresséo indicou que o
tipo de recuperagéo quimérica (com até 55% de células do doador), quimérica
(com 80 a 95% de células do doador) e alogénica depende do tempo de coleta
do material apés o TMO (b=0,0071 + 0,0033; t = 2,151; P < 0,05).



I. INTRODUGAO

1. ANEMIA APLASTICA SEVERA - ASPECTOS CLINICOS

As anemias aplasticas constituem um grupo heterogéneo de desordens
hematopoéticas caracterizadas por medula Gssea hipocelular em graus
variados, em combinagdo com pancitopenia no sangue periférico (WINTROBE,
1993; STORB, 1994). Esta desordem normalmente estd associada com uma
variedade de agentes etioldgicos e, muito provavelmente, com varios e
diferentes mecanismos patogénicos.

O inicio da doenga é normalmente insidioso, sendo que os primeiros
sintomas incluem desde fadiga e fraqueza decorrentes da anemia até
hemorragias de gengiva, pele, nariz e trato gastrointestinal devido a
trombocitopenia. O exame clinico além de revelar palidez, frequentemente,
constata a presenca de petéquias e equimoses na epiderme, mucosas €
conjuntiva (WINTROBE, 1993; STORB, 1994).

Conforme WINTROBE (1993) e YOUNG (1994) o primeiro relato de
estudos a respeito de anemia é tradicionalmente datado de 1888 quando Paul
Erlich descreveu o caso de uma mulher jovem com anemia grave e que veio a
falecer em decorréncia da doenga. O quadro descrito por Paul Erlich era de
rapida evolugédo e estava associado a febre e hemorragias. A gravidade da

doenca para a paciente e o fato da medula 6ssea ter se apresentado



hipocelular na autdpsia, motivou os hematologistas para empreenderem
estudos mais aprofundados. A patogenia descrita era semelhante ao que hoje
se denomina anemia aplastica, termo introduzido em 1904 por Chauffard para
descrever situagbes onde a pancitopenia de qualquer etiologia estivesse
presente (YOUNG, 1994). Até 1934, entretanto, a anemia aplastica néo era
claramente definida e este termo tinha emprego generalizado. Em 1959,
Wintrobe sugeriu que o termo anemia aplastica deveria ser usado em casos
com pancitopenia e grave hipoplasia da medula 6ssea, na auséncia de
qualquer doencga primaria que pudesse suprimir o tecido hematopoético (citado
por WINTROBE, 1993).

Posteriormente, passou-se a utilizar o termo anemia aplastica apenas
para um quadro clinico onde a medula 6ssea estivesse preenchida por tecido
adiposo. Quando uma medula dssea normocelular ou hipocelular estivesse
associada com pancitopenia, o termo mais apropriado para se utilizar seria
anemia refrataria (JANDL, 1987).

A introducéo do exame de aspirados da medula 6ssea, usualmente da
crista iliaca, foi de fundamental importancia para esclarecer que pancitopenia
ndo é sindnimo de anemia aplastica. A pancitopenia pode estar presente no
sangue periférico com fungéo relativamente normal da medula 6ssea (YOUNG,
1994).

A classificacdo das anemias aplasticas é importante para determinar o

progndstico, a terapéutica e como auxilio ao entendimento da patogénese.



Segundo PASQUINI (1991) e WINTROBE (1993), as mesmas podem ser
classificadas etiologicamente em adquiridas e constitucionais, sendo que as
adquiridas s&o agrupadas em fungéo dos agentes causais. Esta classificagéo
etioldgica é apresentada na tabela 1.

A forma mais comum de anemia aplastica constitucional a anemia de
Fanconi, doenca com padrdo de heranga autossdmica recessiva, que
geralmente manifesta-se na infancia. Anomalias congénitas incluindo baixa
estatura, hiperpigmentacdo da pele e anormalidades dsseas normalmente
estdo associadas a anemia de Fanconi (PASQUINI , 1991; WINTROBE, 1993;

RAPPEPORT e BUNN, 1994).

Tabela 1. Classificagéo etiolégica das anemias aplasticas

Adquiridas Constitucionais
Anemia aplastica secundaria Anemia de Fanconi
- radiagéo Anemia aplastica familial
- drogas

- agentes quimicos
- doengas imunes

Anemia aplastica idiopatica




E importante que a anemia aplastica seja classificada quanto a sua
gravidade, pois a mesma esta diretamente relacionada com o tempo de
sobrevida do paciente.

O “International Aplastic Anemia Study Group” introduziu os seguintes
critérios hematolégicos para definir a forma mais grave de anemia aplastica,
que é a anemia aplastica severa (AAS) (CAMITTA et al., 1979; PASQUINI ,
1995):

Sangue periférico: neutréfilos < 500/uL
plaquetas < 20.000/uL

reticulécitos corrigidos < 1% na presencga de anemia

Medula éssea: hipocelularidade grave (25% da celularidade normal)
hipoceluraridade moderada (30% de células hematopoéticas

residuais ou 25 a 50% da celularidade normal).

A anemia aplastica severa é definida quando pelo menos dois destes critérios
estéo presentes no sangue periférico e um na medula dssea.
Aproximadamente 50% dos pacientes com AAS recebendo tratamento

de suporte morrem por hemorragia ou infecgdo de 3 a 6 meses ap6s o
diagnostico, e menos de 20% sobrevivem 5 anos (WINTROBE, 1993;

PASQUINI, 1995).



1.2. ETIOLOGIA

As anemias aplasticas podem ser causadas por agentes fisicos ou
quimicos, drogas, virus e podem ou ndo ser mediadas por um mecanismo
imune. Na tabela 2 estdo relacionadas algumas das possiveis causas das

anemias aplasticas adquiridas (PASQUINI, 1991).

Tabela 2. Aigumas causas da anemia aplastica adquirida

Drogas
cloranfenicol
fenilbutazona
anticonvulsivantes
sulfonamidas
cimetidina
Radiagao ionizante
Agentes quimicos
benzeno e seus derivados
Virus
virus Epstein-Barr
virus das hepatites
Anemia aplastica idiopatica

Apesar de ser notoriamente conhecido que agentes quimicos, fisicos e
biolégicos podem provocar anemia aplastica é dificil estabelecer quando um
deles em especial é o causador da doenga. Isto ndo é s6 devido a baixa
incidéncia da aplasia ap6s a exposi¢do, mas também a falta de consenso entre
as estimativas realizadas e ainda a exposicdo simultanea a outros agentes

(YOUNG, 1987; RIBEIRO, 1993). Estes fatores impedem que se determine com



precisdo qual o agente causador da doenca, implicando em que a grande
maioria dos casos adquiridos seja de origem desconhecida, estando em torno
de 40% e 70% nos Estados Unidos e na Europa, respectivamente (CAMITTA,
STORB e THOMAS, 1982).

Varias drogas amplamente empregadas na clinica médica podem causar
anemia aplastica entre suas reagGes adversas. Entre estas encontra-se um
antibiético de amplo espectro e de emprego generalizado: o cloranfenicol. Este
pode causar anemia aplastica atuando de duas maneiras. Primeiro, sua
atuacdo pode ser dependente da dose usada, o que levaria a uma supresséo
medular reversivel. Segundo, esta droga pode agir independente.da dose
administrada, resultando em lesdo grave da medula dssea e frequentemente
fatal. Este quadro pode ocorrer semanas ou meses apos a interrup¢do do
tratamento (WINTROBE, 1993).

Outras drogas capazes de induzir a anemia aplastica s&o as
sulfonamidas, os anticonvulsivantes e a fenilbutazona. Nestes casos a reagdo
é rara e o mecanismo de agéo é desconhecido, mas parece estar relacionado
com a susceptibilidade individual, porque nédo existe uma clara associagdo com
a quantidade de droga administrada ou com a frequéncia do uso (PASQUINI,

1991; RIBEIRO, 1993).
A cimetidina, empregada regularmente na clinica médica, esta entre os

agentes capazes de induzir & granulocitopenia e a pancitopenia. Esta relagéo é



preocupante pois 0 uso desta droga poderia ser precursor & anemia aplastica
(CHANG e MORRISON, 1979).

O benzeno e seus derivados est&o entre as substancias quimicas de
maior destaque normalmente associadas com esta doenga. O composto acima
referido é amplamente usado como solvente e por sua alta volatilidade é
facilmente absorvido pela via respiratéria sendo no entanto, pobremente
absorvido por via cutanea. O mecanismo pelo qual a doenga é desencadeada é
desconhecido e, normaimente, o processo é reversivel (WINTROBE, 1993).

A hepatite viral também pode estar relacionada & indugdo da anemia
aplastica. Aproximadamente 300 casos de anemia aplastica precedidas por
esta virose foram descritos e acredita-se que 0,1 a 0,2% dos casos de hepatite
viral desenvolvam anemia aplastica (PASQUINI, 1991). Em muitos casos a
hepatite é ndo-A, ndo-B, ndo-C e ndo-G (YOUNG e MACIEJEWSKI,1997). O
virus Epstein-Barr, causador da mononucleose infecciosa, & outro agente viral
que raramente estd associado a indugdo da anemia aplastica (WINTROBE,
1993).

Outra categoria capaz de provocar anemia aplastica € a dos agentes
fisicos, dentre os quais os raios X assumem papel de destaque. Uma exposicéo

excessiva a estes, muitas vezes resultado de acidentes ou de uso terapéutico
indiscriminado, pode resultar em anemia aplastica sendo freqlientemente fatal.
Nestes casos, pode ocorrer desde uma microssupressdo medular até uma

aplasia grave dependendo da dose recebida (RAPPEPORT e BUNN, 1994).



Tem-se também, relacionado a anemia aplastica com a gestagdo. E
nestes casos se observa uma melhora ou total auséncia da doenga quando
termina a gestag&do, sugerindo que talvez ocorra a produgdo de um agente
capaz de inibir a hematopoese durante a gravidez (SUDA et al., 1978;
MELETIS et al., 1998).

Em um pequeno nimero de pacientes portadores de anemia aplastica
pode-se observar a presengca de uma doenga associada, o que auxilia na
determinacdo da etiologia. Entre estas doencas estd a hemoglobinuria
paroxistica noturna (HPN), a qual é causada por uma deficiéncia adquirida na
expressao de uma proteina de membrana celular dos eritrécitos. Esta doenga é
caracterizada por anemia hemolitica cronica, trombocitopenia e/ou leucopenia.
Aproximadamente 25% dos pacientes com HPN desenvolvem anemia
aplastica. Por outro lado, pacientes com anemia aplastica podem no decorrer
da doenca evoluir para HPN. A relagdo exata entre estes dois disturbios ndo é
clara, porém parece que o clone anormal de células associadas a HPN pode
ter origem em uma célula tronco ja lesada ou ter resultado da mesma leséo que
determinou a aplasia (CAMITTA, STORB e THOMAS, 1982
SCHREZENMEIER et al., 1995).

Apesar de varios agentes, como os descritos até agora, serem
antecessores a anemia aplastica, aproximadamente 50% dos casos possuem
uma etiologia desconhecida, sendo, portanto, considerads como idiopaticas

(WINTROBE, 1993).
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com anemia aplastica, o0 nimero de coldnias desenvolvidas aumentava, o que
corrobora a hipotese da participagdo do IFNy na patogenia da anemia
aplastica (ZOUMBOS et al., 1985). Esta mesma agéo desencadeada pelo INFy
€ observada para o fator de necrose tumoral (TNF). Estes, INFy e TNF séo
duas citocinas capazes de inibir a formagéo de coldnias hematopoéticas e a
proliferacéo de progenitores hematopoéticos in vitro. Esta supresséo é maior
quando estas citocinas sdo secretadas diretamente no microambiente medular
do que quando adicionadas a cultura celular. O INFy e o TNF suprimem a
hematopoese por efeitos sobre o ciclo celular e por afetar a viabilidade destas
células (YOUNG e MACIEJEWSKI, 1997).

Outros estudos visando esclarecer a participagdo do sistema imune na
fisiodoenga da anemia aplastica tentam corroborar a associacdo entre o
antigeno HLA-DR2 e esta doenga. Apesar do aumento da frequéncia deste
antigeno no grupo de pacientes com anemia aplastica, independente da etnia,
sugerir seu envolvimento, os dados obtidos nos poucos estudos realizados ndo
comprovam esta hipétese (NAKAO, 1992; MINER et al., 1994, MELO, M.
F.,1996; PEREIRA et al., 1999).

A anemia aplastica ainda ndo estd comprovada como sendo uma

doenga autoimune, e maiores informagbes s&o necessarias para a
compreensdo de sua patogenia. Para a comprovagdo do mecanismo
autoimune, deveria ser encontrado um anticorpo especifico dirigido para uma

determinada célula ou para algum componente celular (PASQUINI, 1991).
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O microambiente da medula 6ssea e as interagdes anormais entre
células-tronco podem estar envolvidos no desenvolvimento da patogénese da
anemia aplastica, mas ndo ha comprovagdo de que o microambiente medular

seja o responsavel direto por esta doenga (PASQUINI, 1991).

2. ANEMIA APLASTICA SEVERA - TRATAMENTO

2.1. TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA
2.1.1. Aspectos gerais

O transplante de medula 6ssea (TMO) é a transfusdo de células-tronco
hematopoéticas do doador para o receptor. Apés o transplante, estas células
que apresentam hematopoese normal e que sdo imunocompetentes, tém a
fungdo de repopular e reconstituir o sistema hematopoético do paciente.

O primeiro uso do TMO no tratamento de doengas humanas foi realizado
em 1891 por Brown-Sequard, mas apenas em 1896 este procedimento foi
descrito por Quine, consistindo na administragdo por via oral de células
medulares. Em 1937, injecdes intramusculares de aspirados de medula éssea,
autdlogo ou alogénico, foram utilizados por Schretzemayr, com algum sucesso,
em pacientes acometidos por infeccdes (citados por BARRET e TRELEAVEN,

1992).
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Em 1944, Bernard utilizou aspirados de medula dGssea alogénico e
injetou diretamente na cavidade medular obtendo resultados pobres (citado por
BENJAMIN, 1995). O primeiro relato de infusdo intravenosa de aspirados de
medula 6ssea data de 1939 quando OSGOOD, RIDDLE e MATHEWS fizeram
uso desta via para tratar pacientes com AAS, entretanto este procedimento foi
ignorado por varios anos.

As graves consequéncias hematologicas decorrentes da irradiagdo
durante a Segunda Guerra Mundial serviram de estimulo para as pesquisas
que apontavam o TMO como um potencial tratamento para as vitimas de
irradiacdo (BARRET e TRELEAVEN, 1992). Esta idéia foi prontamente aceita
por clinicos experimentais que visualizaram a possibilidade de cura de doengas
hematopoéticas humanas. No entanto, os problemas enfrentados pelos clinicos
desta época eram muitos e dificultavam o emprego generalizado do TMO
(BARRET e TRELEAVEN, 1992; BENJAMIN, 1995).

Um dos pioneiros no desenvolvimento do TMO como procedimento
clinico foi George Mathé (1959 - citado por BENJAMIN, 1995) que pela
primeira vez utilizou uma grande dose de radiacdo para destruir as células
malignas do paciente antes do procedimento do TMO e, também, foi o primeiro
a usar técnicas cirirgicas estéreis durante esta pratica. Além disso, foram
Mathé et al. (1963) os primeiros a descreverem a doenga do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) em humanos (citado por BENJAMIN, 1995). Outro pioneiro

nesta area foi Donald Thomas (1957), que utilizando cachorros como modelos
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experimentais, analisou o procedimento do transplante. Este autor também foi o
primeiro a introduzir o uso do metotrexato na tentativa de prevenir a DECH
(citado por BARRET e TRELEAVEN, 1992; BENJAMIN, 1995).

Apesar do crescente otimismo em relagdo ao TMO, este néo
correspondeu as expectativas até meados de 1970, em parte devido ao
desconhecimento dos aspectos imunolégicos dos transplantes no que se
referia aos antigenos de histocompatibilidade e a doenga da DECH.

Os avangos metodolégicos possibilitaram que o TMO fosse realizado
entre individuos histocompativeis, viabilizando o seu uso com sucesso no
tratamento da AAS e outras doengas (BARRET e TRELEAVEN, 1992). Entre
estes avancos estédo a caracterizagdo das moléculas do sistema de antigenos
leucocitarios humanos (human leukocyte antigen - HLA), as quais s&o
codificadas por genes localizados no complexo principal de
histocompatibilidade (CPH) por Van Rood (1958), Payne (1964) e Dausset et
al. (1965) (citados por BENDER, 1991; ABBAS, LICHTMAN e POBER, 1994) e
o trabalho de Terasaki em 1964 que miniaturizou a técnica de
linfocitotoxicidade para tipificacdo dos antigenos HLA (citado por BARRET e
TRELEAVEN, 1992).

O aspecto imunoldgico teve um grande impulso com a comprovagéo de
que transplantes entre individuos com gendtipo HLA idénticos possuem um
maior tempo de sobrevida (BENDER, 1991; BARRET e GORDON, 1993;

MARTIN, 1994). Com o desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas
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laboratoriais usadas na tipificagéo do sistema HLA. compreendendo os locos A,
B e DR, tornou-se possivel uma melhor selecio dos doadores de medula
Ossea.

O primeiro transplante de medula 6ssea histocompativel realizado com
sucesso é datado de 1968, quando a Universidade de Minnesota e a
Universidade de Wisconsin, USA, trabalhando independentemente, usaram
esta técnica para tratar duas criangas com sindrome de imunodeficiéncia
grave. Cada paciente recebeu medula éssea de um irmé&o histocompativel, pois
estudos em animais demonstravam que a DECH nao era tdao grave quando os
antigenos do CPH eram iguais. Thomas et al. (1972), tiveram ‘sucesso,
empregando o TMO para o tratamento de quatro pacientes com AAS usando
doadores fenotipicamente idénticos (citado por STORB et al., 1984). Esta
identidade fenotipica era determinada através de métodos sorolégicos para os
antigenos HLA-A, B e DR (BENDER, 1991; BARRET e TRELEAVEN, 1992
MICKELSON e HANSEN, 1995).

Conforme ABBAS, LICHTMAN e POBER (1994), os imunologistas da
area de transplante costumam rotineiramente classificar os transplantes em
trés tipos:

Transplante autélogo: quando o paciente, apds adequado tratamento, recebe
infusdo da sua propria medula 6ssea previamente

aspirada e criopreservada;
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Transplante singénico: quando o transplante é realizado entre individuos
geneticamente idénticos (gémeos monozigébticos) e,

Transplante alogénico: quando o transplante é efetuado entre individuos que
sdo geneticamente diferentes mas pertencem a mesma

espécie.

A partir da década de 70, constatou-se uma explosdo de conhecimento
na area do TMO, decorrente da experiéncia clinica acumulada nos milhares de
transplantes realizados. Isto possibilitou um melhor entendimento e controle
das complicagbes, elegendo o TMO como a modalidade de tratamento de
escolha aos pacientes em condigdes de submeterem-se a este procedimento
(PASQUINI, 1991).

O procedimento do TMO pode ser dividido em quatro fases, sendo que a
primeira consiste em selecionar um doador, a segunda no condicionamento do
paciente, a terceira no TMO propriamente dito e a quarta e ultima no controle

das complicacdes pds-transplante.

2.1.2. Critérios de selegéo de doadores para TMO alogénico
O transplante alogénico usualmente é realizado entre irmdos HLA
idénticos, mas quando isto ndo é possivel outro membro da familia que seja

totalmente ou parcialmente compativel pode ser usado como doador de medula



6ssea. Na inexisténcia de doadores no nucleo familial é realizada a busca de
um doador ndo consangliineo em registros nacionais e internacionais de
doadores voluntarios de medula 6ssea.

Atualmente, o processo de selegdo dos doadores de medula esta
baseado na identidade fenotipica para os antigenos HLA-A e HLA-B através de
métodos soroldgicos e na identidade genotipica para alelos HLA-DRB1 definida

através de técnicas de biologia molecular.

2.1.3. Condicionamento

Este termo é usado para definir o periodo, normaimente de sete dias,
que antecede o TMO. Durante este periodo o paciente € submetido a um
tratamento que tem por finalidade propiciar a imunossupressdo adequada aos
pacientes com AAS, criando um ambiente apropriado para que as células
transplantadas se desenvolvam normalmente.

As células-tronco pluripotentes do doador sdo infundidas por uma veia
central e dirigem-se & cavidade medular do receptor, onde se depositam e
dividem-se, restabelecendo todos os tecidos hematopoéticos, imunes e de

suporte (BARRET-LEE, 1995; BENJAMIN, 1995).
A ciclofosfamida (CFA), o bussulfan (BUS). a globulina antitimocitica
(GAT) e a irradiagdo sdo alguns dos agentes disponiveis para ©0

condicionamento. Para os pacientes com AAS, a CFA e o BUS est&o entre os
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agentes condicionantes mais empregados. A tendéncia para diminuir o uso da
irradiagcdo no regime condicionante deve-se aos efeitos colaterais na maioria
das vezes irreversiveis (PASQUINI, 1991; BITENCOURT et al., 1996).

No Servigo de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (STMO-HC/UFPR) atualmente s&o utilizados
dois esquemas diferentes de condicionamento para os pacientes com AAS.
Esta diferenca € dependente do numero de transfusGes de hemoderivados
recebidos previamente ao procedimento:

- pacientes com menos de quinze transfusdes: ciclofosfamida

200 mg/kg de peso, dividido em quatro doses e.

- pacientes com quinze ou mais transfusGes: bussulfan 12 mg/kg de

peso dividido em 16 doses e ciclofosfamida 120 mg/kg de peso dividido

em duas doses.

De acordo com BITENCOURT et al. (1996), a diferenca no esquema de
condicionamento deve-se ao elevado numero de rejeigdes do enxerto apds o
TMO (42%) observados naqueles pacientes que tinham mais de quinze
transfusdes e que receberam apenas ciclofosfamida. O acréscimo do bussulfan
reduziu para apenas 7% o indice de rejeicdo. Este esquema foi adotado desde

que PASQUINI (1991) demonstrou que o nimero de transfusdes é a variavel

de maior importancia nas rejeicdes.
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2.1.4. Indicagbes

O TMO é a melhor e mais bem sucedida forma de tratamento para varias
doencgas e para pacientes jovens com AAS que possuem doador HLA idéntico.
Com a presenca deste doador, o indice de mortalidade entre os pacientes com
AAS pode ser reduzido para 15-30% com o transplante de medula 6ssea
(STORB et al., 1983; BUSS, 1987; FALCAO, 1987: CAMITTA et al., 1975 e
1989; LOCATELLI et al., 1991). Entretanto, apenas 30-40% dos pacientes com
AAS possuem um doador nestas condigées.

O diagnéstico de anemia aplastica deve ser o mais precoce possivel,
pois a idade é outro fator limitante para o emprego do TMO. Normaimente, esta
pratica é usada em pacientes com idade inferior a 50 anos. Especialmente para
aqueles com AAS, apés a opgdo pelo TMO, este procedimento deve ser
realizado sem demora devido ao alto risco de infecgGes fatais (PASQUINI,

1991; STORB, 1995b).

2.1.5. Complicagdes pés-transplante

Os pacientes com AAS que se beneficiam do TMO como forma de
tratamento da doenga correm o risco de serem acometidos por graves
complicagbes decorrentes desta pratica. A doenga do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), a rejeicdo e as infecgbes estdo entre as principais

complicagdes associadas ao TMO tanto na AAS como em outras doencas.
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A DECH é maior em pacientes que recebem a medula 6ssea de
doadores, consanglineos ou ndo consanguliineos, parcialmente compativeis. A
DECH ocorre quando os linfécitos T maduros do doador reconhecem
diferencas entre os antigenos principais de histocompatibilidade no receptor.
Entretanto, diferencas nos antigenos secundarios de histocompatibilidade
também podem desencadea-la. Esta doenga, secundéria ao transplante, pode
ter manifestagdo aguda ou cronica, e este é o fator que mais tem influenciado a
sobrevida pés-transplante (STORB et al., 1983; REISNER, 1987; CAMITTA et
al., 1989; MION, 1994). A fase aguda da DECH é caracterizada pelo
aparecimento dos sintomas entre 15 e 70 dias p6s-transplante e, de acordo
com a gravidade, é dividida em graus | a IV. No inicio, os sintomas s&o
semelhantes ao de uma gripe acompanhada de erupgéo cutanea. Os graus Il a
IV tém uma forte influéncia na sobrevida dos pacientes transplantados (ABBAS,
LICHTMAN e POBER, 1994; MELO, S. F., 1996). De acordo com STORB et al.
(1983), a probabilidade de sobrevida é de 11 anos para 45% dos pacientes
com DECH variando entre os graus Il e IV, em comparagdo com mais de 80 %
entre pacientes com grau | de DECH aguda.

Quando a DECH ocorre 100 dias apés o procedimento do TMO, a fase
cronica é caracterizada. Neste estagio ocorre um aumento da deposigcéo de
colageno acarretando esclerose e atrofia da derme. Normalmente o sistema
musculo-esquelético é envolvido. Vérios estudos relacionam uma maior

incidéncia da DECH crénica com uma DECH aguda prévia ou com o uso de
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cremes leucocitarios (McGLAVE et al. , 1987; CAMITTA et al., 1989; STORB,
1994, 1995a). Em torno de 20 a 40% dos pacientes que sobrevivem mais que
100 dias pods-transplante desenvolvem DECH cronica, sendo que destes,
aproximadamente 12% morrem em decorréncia de infecgdes associadas a
DECH cronica (PASQUINI, 1991).

E importante para a sobrevida do paciente que a DECH seja controlada
e, como esta possui uma base imunoldgica, terapias de imunossupresséo sao
empregadas para. prevenir o seu aparecimento. O emprego de ciclosporina A
constitui um método alternativo de profilaxia da DECH mas, de maneira igual
ao que acontece com o metotrexato, ndo previne totalmente o seu
aparecimento (MION, 1992). O STMO-HC/UFPR utiliza até o dia +50 pos-
transplante, a dose diaria de. 12 mg/kg de peso de ciclosporina A . Apds 50
dias, retira 5% da dose por semana até atingir um ano, passando a uma
diminuicdo lenta até ser retirada totalmente. O periodo que o paciente fica
fazendo uso deste medicamento acaba sendo em torno de um ano e seis
meses (BITENCOURT, 1999).

Os mecanismos imunes envolvidos na rejeicdo do enxerto s&o de
natureza complexa e ainda ndo estdo completamente elucidados. O aumento
no indice de rejeigdo esta indiretamente relacionado com o grau de
histocompatibilidade. No inicio dos anos 70, a rejeicdo do enxerto era
considerada a principal causa de falha nos transplantes (STORB, 1994). Em

individuos transfundidos, a probabilidade de rejeitar o enxerto & maior, sendo
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que naqueles que nédo recebem transfusGes prévias este indice & menor que
10% (McGLAVE et al., 1987; PASQUINI, 1991).

A rejeicdo pode ocorrer em dois estagios: precoce ou tardio. E dificil
definir exatamente quando a rejeigdo é precoce ou tardia. E muito importante
clinicamente estabelecer que ja havia ocorrido a pega do enxerto e que este
esta sendo rejeitado (PASQUINI, 1991; STORB, 1994). A pega de um enxerto é
definida pela contagem de granuldcitos, que deve ser maior ou igual a 500
granulécitos/ul. por trés dias consecutivos (IBMTR, 1997). No STMO-
HC/UFPR, quando esta contagem ndo é atingida até 26 - 28 dias pos-
transplante é caracterizada a falha primaria de pega do enxerto, que tem
péssimo prognostico (BITENCOURT, 1999).

Os pacientes acometidos por rejeicdo podem ser recuperados por um
segundo transplante ou com o uso de imunossupressores.

A ocorréncia de infecgbes no pés-transplante é frequente devido ao
sistema imune dos pacientes estar comprometido. Infecgdes por bactérias,
fungos e virus sdo comuns. Com o uso de antibidticos, as infecgdes
bacterianas passaram a ter mais controle, reduzindo-se a mortalidade
(PASQUINI, 1991; ALJURF et al., 1999; YECH et al., 1999). Dentre as
infecgdes virais, a ocasionada por citomegalovirus é a mais preocupante pois &
a maior causa de pneumonia intersticial. Apesar da baixa incidéncia desta
infecgdo nos pacientes com anemia aplastica quando comparada a incidéncia

em pacientes com outras doencas, este tipo de infecgdo é considerada a



mais preocupante devido ao alto indice de mortalidade entre os pacientes com
anemia aplastica submetidos ao TMO (STORB, 1994: PASQUINI, 1995).

As infecgbes fungicas, particularmente por Candida sp e Aspergillus sp,
merecem atencéo pois, ndo existe um antifungica ideal para o controle destas
(YOUNG, 1994; PASQUINI, 1995; MACHIDA et al.. 1999; JANTUNEN et al.,

2000).

2.2. TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

Quando o paciente com AAS n&o é um candidato para o TMO, terapias
alternativas sdo adotadas na tentativa de erradicar a doenga e reconstituir a
hematopoese. Entre estas terapias alternativas, as imunomoduladoras com
GAT e globulina antilinfocitica (GAL) s&o apropriadas. O mecanismo de agéo
exato destes dois agentes & desconhecido, podendo atuar tanto como
imunossupressor quanto como imunoestimulador. A melhora é observada em
aproximadamente 40-80% dos casos dos pacientes tratados com diferentes
preparagdes de GAL, embora 10 a 20% dos mesmos apresentem uma recidiva
da doenca (CHAMPLIN et al, 1984; GASCON, 1985; CHAMPLIN, 1987,

CAMITTA et al., 1989).
O crédito para a descoberta da terapia imunossupressora no tratamento
da anemia aplastica é conferido a Mathé, que na década de 60 usou a GAL no

condicionamento de pacientes e observou que ocorria regeneracdo autologa
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da medula 6ssea (citado por BARRET e TRELEAVEN, 1992; BENJAMIN,
1995).

O emprego destes agentes ocasionou um aumento significativo na
sobrevida dos pacientes, que atingiu 40 a 70% no primeiro ano de vida,
comparados a apenas 20%, no mesmo periodo, quando tratados com
andrégenos (SPECK et al., 1986). A imunossupressido com GAL é considerada
em muitos locais o tratamento de escolha para pacientes que ndo séo
candidatos ao TMO. Entretanto, ele tem sido associado a inumeros efeitos
colaterais como febre, calafrios, erupgdo cutanea, trombocitopenia e
hipotensédo (WINTROBE, 1993). Estudos comparativos entre o tratamento
desta doenga com o0 TMO e a GAL apresentaram uma vantagem do transplante
em pacientes com idade inferior a 20 anos (sobrevida de dois anos: 79% vs.
40%). Para os pacientes com idade superior a 35 anos a pratica do TMO
mostrou-se nitidamente inferior ao tratamento com GAL (sobrevida de dois
anos: 20% vs. 61%). Na faixa etaria intermediaria (20 a 35 anos), os estudos
demonstraram uma sobreposicdo de resultados com os dois tipos de
tratamento (CHAMPLIM, 1987).

O STMO-HC/UFPR tem utilizado a combinagdo de dois
imunossupressores - prednisona e ciclosporina A - como tratamento alternativo
para pacientes que ndo sdo candidatos ao TMO, por ndo apresentarem um
doador HLA compativel. Dentre os 101 pacientes submetidos a este regime de

imunossupresséo, 48% apresentaram uma corre¢do parcial ou completa das



contagens hematoldgicas e ndo necessitaram mais de transfusdes sanguineas
elou antibidticos; 15% apresentaram alguma melhora nas contagens
hematolégicas, mas ainda dependiam de transfuses sanguineas efou
antibidticos e, 37% néo apresentaram modificagbes dos valores hematolégicos
iniciais ou demonstraram piora. As respostas foram avaliadas seis semanas
apds o inicio do tratamento e, posteriormente, aos trés, seis e doze meses

(BITENCOURT et al., 1995).

3. REPOPULAGAO DO SISTEMA  HEMATOPOETICO NO POS-
TRANSPLANTE

A determinacdo da origem das células que promovem a repopulag¢ao do
sistema hematopoético do paciente apds o transplante alogénico de medula
Gssea é importante, ndo sé pelo fato de confirmar o sucesso do procedimento,
mas também por auxiliar na interpretacéo das interagoes que estdo ocorrendo
entre as células do sistema imune do paciente e do doador. A ocorréncia de
quimerismo, isto é, a coexisténcia de células de origem tanto do doador quanto
do receptor, n&o significa que necessariamente ira ocorrer a falha do enxerto. A
presenca de células no sangue periférico ou na medula éssea oriundas apenas
do doador é correlacionada com o sucesso do procedimento do TMO e, neste
caso, ocorreu quimerismo completo. Se forem detectadas apenas células

provenientes do paciente no pds-transplante, isto indica que o procedimento

24



25

n&o foi bem sucedido e que houve uma recuperacédo autdéloga da medula éssea
e, neste caso, ocorreu auséncia de quimerismo. As recidivas normalmente
estdo associadas a um quadro clinico constituido de sintomas caracteristicos
mas que ndo se manifestam imediatamente e, para o clinico, o diagndstico
precoce de que o procedimento ndo alcangou o sucesso esperado é de grande
relevancia (BRETAGNE et al., 1987; LEEUWEN et al., 1991; TANAKA et al.,
1994 a e b; LECLAIR et al., 1995; GOMEZ et al., 1997; OZBEK et al., 1997).
Infelizmente, os tradicionais sistemas genéticos polimérficos, como
antigenos eritrocitarios, alotipos de imunogiobulinas e marcadores
citogenéticos, ndo podem ser frequentemente usados para detectar a
repopulacéo do sistema hematopoético, pois tém uma sensibilidade limitada
ou, muitas vezes, seriam néo informativos (SCHWARTZ et al., 1995).
Atualmente, a origem das células responsaveis pela repopulagdo do
sistema hematopoético do paciente no pds-transplante é determinada através
do emprego da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos para varios locos localizados em
regiées hipervaridveis do genoma humano. A aplicagdo destes procedimentos
metodolégicos para a avaliagéo da recuperagéo do sistema hematopoético no

pos-transplante sera avaliado com mais propriedade na Discusséo deste

trabalho.



4. REGIOES HIPERVARIAVEIS DO GENOMA HUMANO

Estas regiées contém sequéncias repetitivas localizadas nos introns e
flanqueadas por regibes altamente conservadas. Estas sequéncias séo
marcadores genéticos e, seus alelos segregam de acordo com os padroes
mendelianos e apresentam expressdo codominante (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995; ROSTEDT et al., 1996). Estas sequéncias podem ser
classificadas em:

- satélites: repeticbes variando entre 5 e 100 pares de bases
localizadas em regiées heterocroméaticas do genoma humano (TYLER-
SMITH e WILLARD, 1993; DEBRAUWERE et al., 1997),

- minissatélites: repeticbes variando entre 8 e 70 pares de bases
(LECLAIR et al., 1995; WHEAT, 1996) e,

- microssatélites: repeticdes variando entre 2 e 7 pares de bases. Estas
sequéncias repetitivas também podem ser denominadas de sequéncias
repetitivas simples - SSR = simple sequence repeats - (BUDOWLE et al.,
1991a; MOLLER e BRINKMANN, 1994 e 1995 KORETH, O’LEARY e
McGEE, 1996) .

Micro e minissatélites sdo similares quanto ao seu valor informativo e

sdo encontrados nas regides eucromaticas do genoma humano (ARMOUR e
JEFFREYS, 1992). Entretanto, os microssatélites apresentam duas grandes

vantagens: podem ser tipificados mais rapidamente que os minissatélites e, ao



27

contrario destes que possuem localizagéo preferencial perto dos teldmeros,
distribuem-se uniformemente por todo o genoma (WEBER, 1990).

A primeira regido hipervaridvel foi isolada ao acaso a partir de uma
biblioteca gendmica, quando WYMAN e WHITE (1980) observaram que um
oligonucleotideo sonda revelava um sistema com mais de 15 tamanhos
diferentes. Apds este relato outros sistemas similares foram observados,
sempre ao acaso, em diversos genes humanos como o0 da insulina e do
oncogene HRAS (BELL, SELBY e RUTTER, 1982; NAKAMURA et al., 1987,
1988).

Em 1985, JEFFREYS, WILSON e THEIN descreveram formalmente o
primeiro minissatélite para o genoma humano. Apés seu isolamento e
caracterizacdo, comprovou-se tratar de uma sequéncia de 33 pares de bases
repetida quatro vezes e que estava localizada em um intron do gene humano
da mioglobina. Estes autores observaram que esta repeticdo era similar em
seqliéncia a outras trés regiées hipervariaveis do genoma humano descritas
anteriormente.

Vérias regides hipervaridveis do genoma humano foram sendo
descobertas, mas apenas em 1987 é que a terminologia “numero variavel de
repeticobes em tandem” (VNTR) foi introduzida por NAKAMURA et al., para
identificar uma sequéncia genética que contém repeticbes em tandem mas

que representa um unico loco. E, o termo VNTR é usado como sindnimo de
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minissatélite por causa da definicdo oroginal baseada no tamanho da
sequéncia repetida (7 a 70 pb).

Os primeiros métodos empregados para o estudo destas sequéncias
eram baseados na analise por Southern blotting, utilizando sondas de
oligonucleotideos uni ou multilocais. Entretanto, esta técnica apresenta uma
baixa capacidade de resolugdo para pequenas diferengas de tamanho entre
grandes fragmentos de DNA (JEFFREYS, WILSON e THEIN, 1985). A partir da
segunda metade da década de 80, varios pesquisadores demonstraram que
era possivel empregar a técnica da PCR para estas analises ( SAIKI et al.,
1988; WEBER e MAY, 1989).

Assim, surgiu uma nova classificagcdo baseada no tamanho do fragmento
amplificado pela PCR para estes locos (BUDOWLE et al., 1991 b; MOLLER e
BRINKMANN, 1994 e 1995; LECLAIR et al.,1995; WHEAT, 1996):

- STR (short tandem repeats): tamanho do fragmento amplificado entre
130 e 350 pares de bases e,

- AmpFLP (amplified fragment length polymorphism). tamanho do
fragmento amplificado entre 350 e 1000 pares de bases.

Os STR podem, ainda, ser divididos em trés sistemas de acordo com a

complexidade de sua estrutura. Quando existe apenas uma unica seqiéncia
repetida e ela é regularmente intercalada na parte interna do loco, o sistema é
denominado regular. Um exemplo deste tipo de sistema é o loco THO1 que

apresenta o tetranucleotideo AATG como sequéncia repetida. Entretanto, para
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os alelos 8.3 e 9.3 a 62 e a 72 repeticoes sdo incompletas, consistindo de trés
nucleotideos -ATG- ao invés da repeticdo regular do tetranucleotideo AATG. O
loco VWA apresenta uma estrutura mais complexa que a maioria destes locos.
Ele apresenta duas sequéncias repetidas na parte interna do loco, enquanto
que os demais apresentam apenas uma seqiéncia repetida. As duas
sequéncias repetidas séo tetranucleotideos- (TCTG)s ou 4 € (TCTA),. Este loco

representa um sistema STR denominado varidvel, pois apresenta além de uma

seqléncia repetida regular outra sequéncia repetida que varia de posi¢édo nos

diversos alelos. E, um sistema STR é considerado altamente varidvel quando

possui uma estrutura complexa, ou seja, além da sequéncia repetida
regularmente possui outras sequéncias repetidas que se intercalam nesta. O
loco ACTBP2 é considerado um sistema altamente varidvel porque podem ser
encontrados trés tipos diferentes de variagdo na sua estrutura. Os alelos
menores que 259 pb apresentam a mesma sequéncia repetida em comum e,
esta consiste do tetranucleotideo AAAG. Para alelos de tamanho intermediario,
entre 265 e 309 pb, um hexanucleotideo AAAAAG é encontrado além do
tetranucleotideo regular. Este hexanucleotideo ocorre apenas uma vez em
cada fragmento variando, entretanto, a sua posi¢éo. Alelos maiores que 315 pb

apresentam uma estrutura bastante complexa. A analise desta estrutura revela
a presenca de dois hexameros, 0s quais variam sua posi¢do dentro da sub-

unidade repetida de quatro nucleotideos. A variabilidade deste loco é
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aumentada pela existéncia de mutagdes que causam inser¢do ou delegdo nas
regides flanqueadoras (MOLLER e BRINKMANN, 1995).

Um simples loco, formado por estas sequéncias repetitivas, pode ser
dividido em duas regides distintas (figura 1). A regido central, ou ntcleo do
loco, que contém uma curta seqiéncia de pares de bases, a qual é repetida
diversas vezes e, normalmente &€ denominada repetida”. O numero de
repeticbes desta sequéncia ocorre ao acaso e € o principal fator de
diferenciacéo entre os vérios alelos de um mesmo loco. De cada lado da parte
central que contém o bloco de repeticGes, existe uma sequéncia de pares de
baseS diferente daquela chamada ‘repetida”’, sendo denominada- “regiéo

flanqueadora”, a qual normalmente é conservada.

a i c N

b i d i

Figura 1. Modelo de um loco de seqléncias repetitivas
As linhas horizontais indicam a regido flanqueadora e, as linhas verticais e
inclinadas indicam a seqiiéncia “repetida” na regido central do loco. As letras a e b
representam alelos de um unico loco, enquanto que as letras ¢ e d representam
alelos de outro loco.

As sequéncias de DNA repetidas ao acaso diferem entre si em dois
aspectos importantes: a natureza e o tamanho da sequéncia repetida.
Frequentemente, existem mais de dois alelos para cada loco. A

principio, o numero de alelos para estes locos é ilimitado, possibilitando a



existéncia de varios alelos sendo cada qual raro em uma determinada
populagéo. Em humanos, para um unico loco ja foi documentada a presencga de
80 alelos (BALAZS et al., 1989).

A potencial discriminagdo para cada loco depende do numero de alelos
presente em cada loco e da capacidade de determinagdo destes alelos por
eletroforese (TANAKA et al., 1994 b; LECLAIR et al.. 1995).

A andlise destes locos é amplamente utilizada em genética humana,
animal e vegetal, por apresentarem varias caracteristicas que os tomam
marcadores genéticos altamente informativos. Entre estas caracteristicas estéo
o grande numero de alelos, sua alta heterozigosidade e sua frequente
ocorréncia no genoma (DEKA et al., 1994) .

A fungdo exata destes blocos de regides repetitivas ainda esta para ser
esclarecida, mas postula-se que estejam envolvidos na regulagdo génica ou
que sejam “pontos quentes” de recombinacéo (BALAZS et al., 1989; WEBER e
MAY, 1989;).

Eles foram inicialmente usados no mapeamento genético, mas
atualmente também sao utilizados extensivamente para a construgdo de mapas
de ligacdo e em estudos de associagdo com genes de susceptibilidade a

doencas, na identificacdo de locos que podem estar envolvidos na
carcinogénese. A descoberta destes locos revolucionou o campo da medicina
forense, pois possibilitou que individuos possam ser identificados com maior

precisédo, sendo frequentemente utilizados, por exemplo, nos casos de
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comprovagéo ou exclusédo de paternidade (DECORTE et a/., 1990; BUDOWLE
et al., 1991b; SYVANEM SAJANTILA e LUKKA, 1993; DEKA ef al., 1994;
MOLLER e BRINKMANN, 1995; SCHWARTZ et al., 1995).

Outra aplicacdo da analise destes locos é seu uso em estudos de
microevolugo. Infelizmente, dados populacionais a respeito destes locos séo
ainda restritos para definir claramente as populagées, o que dificulta o seu uso
para comparagdes de microevolugdo populacional (WEBER e MAY, 1989).

Recentemente, a analise destes locos tém sido utilizada para monitorar
0 grau de quimerismo apés o transplante de medula 6ssea. A determinagéo
precoce de pega ou rejeicdo do enxerto, com repopulacéo autéloga da medula
Ossea, e essencial para selecionar o melhor tratamento para cada paciente.
UGOZZOLI et al. (1991) analisaram o quimerismo no pés-transplante de treze
pacientes comparando o resultado dos métodos de andlise através do
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (restriction fragment
length polymorphism - RFLP) e de regides hipervaridveis do genoma humano
por PCR, demonstrando que a sensibilidade do método que empregava a PCR
era maior, pois em dois casos por RFLP o resultado foi quimerismo completo e
por este ultimo observou-se a presenca de quimerismo, com aproximadamente
5% de células do paciente. Neste mesmo ano. GAIGER et al. (1991)
demonstraram que a analise, por PCR de regifes hipervariaveis do genoma
humano, do quimerismo no pés-transplante era informativo para a maioria dos

pacientes analisados. Esta observacgéo foi decorrente do estudo do quimerismo
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em 26 pacientes, sendo que destes apenas quatro ndo puderam ser avaliados
devido ao compartilhamento de alelos no loco analisado entre pacientes e
doadores. GOMEZ et al. (1997), empregando a andlise de sete locos (D1S80,
33.6, 33.1, YNZ-22, APO-B, Ig3 e DXS52) através da PCR, estudou o grau de
quimerismo no pés-transplante de quinze pacientes com AAS que haviam
sobrevivido além de um ano pés-tranplante. Todos os quinze pacientes tinham
recebido a medula 6éssea de um irméo HLA compativel, mas estes pacientes
eram divididos em dois grupos de acordo com o condicionamento. Nove deles
receberam o condicionamento de ciclofosfamida associada a irradiagéo e seis
receberam o condicionamento de ciclofosfamida associada a GAT. Os autores
observaram que quando a GAT estava presente no regime condicionante, um
quimerismo completo (recuperacédo alogénica) era observado em tempo menor
do que quando a irradiacdo era usada no condicionamento. Mas, também
demonstraram que a presenca de quimerismo completo (recuperagéo
alogénica), em pacientes com AAS com longo tempo de sobrevida apds o
transplante, é a regra tanto para regimes de condicionamento que utilizam a
irradiagdo quanto para aqueles que fazem uso da GAT.

BOIRON et al. (1998), sugerem que a presenca da GAT no regime
condicionante para pacientes com AAS tendo como doador um irm&o HLA
compativel, permite completa recuperacgéo alogénica do sistema hematopoético
do paciente. Estes autores sugeriram isto apés a andlise do caso de uma

crianga com AAS submetida ao transplante tendo como doador seu irmé&o HLA
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compativel. Fazendo uso da PCR para analisar regides hipervariaveis do
genoma humano, estes autores demonstraram a presenga de quimerismo
parcial aos um més e quinze dias, aos quatro e seis meses apds O
procedimento. Entretanto, nova andlise realizada aos vinte meses pos-
transplante indicava uma completa recuperagdo alogénica. CASADO et
al.(1996), avaliaram dezessete pacientes com AAS com média de quatro anos
de sobrevida poés-transplante. Estes autores demonstraram que em doze
destes pacientes ocorreu recuperagéo alogénica e nos outros cinco pacientes
ocorreu a presenca de quimerismo. Em dois destes cinco pacientes, havia
ocorrido rejeicdo do enxerto. A diferenca entre estes dois grupos estava no
regime de condicionamento. O primeiro grupo tinha recebido condicionamento
baseado em esquemas de irradiacdo e o segundo, somente recebeu
ciclofosfamida. Estes autores sugerem que a presenga de quimerismo por
longo tempo pode anteceder a rejeicdo do enxerto em pacientes com AAS que
receberam apenas ciclofosfamida no regime condicionante.

Em outras doencgas, além da AAS, também tem sido empregada a
analise de micro e minissatélites através da PCR na determinagdo das células
responsaveis pela repopulacdo do sistema hematopoético do paciente no pds-
transplante. BADER et al. (1998) analisaram cinquenta e cinco pacientes
submetidos ao TMO utilizando esta metodologia. Dos cinqlenta e cinco
pacientes incluidos no estudo, vinte e um tinham diagnéstico de leucemia

linfocitica aguda (LLA), vinte apresentavam diagnéstico de leucemia miel6ide



aguda (LMA) e catorze apresentaram mielodisplasia (MDS). Apds a analise, os
autores detectaram trinta e seis casos de recuperagdo alogénica, sendo que,
destes, sete casos recidivaram posteriormente. O intervalo entre a confirmagdo
da recuperac&o alogénica e recidiva foi superior a quatro meses em quatro dos
sete casos de recidiva. A presenca de quimerismo foi detectada em 18 casos
dos 55 estudados. Posteriormente, os autores verificaram que oito destes 18
casos evoluiram para recuperagdo alogénica do sistema hematopoético do
paciente. E, em apenas um caso, foi verificada recuperagéo autéloga.

Para demonstrar a eficiéncia da analise de micro e minissatélites através
da PCR na determinacdo das células responsaveis pela repopulagdo do
sistema hematopoético do paciente no pés-transplante quando ndo é possivel
a utilizacdo de outros marcadores, STUPPIA et al.(1995) fizeram uma andlise
retrospectiva em nove casos. Eles utilizaram a analise de quatro locos por
PCR: ApoB, D1S80, DXS52 e D17S5. E, em todos os casos foi possivel
distinguir entre células do doador e paciente. Em oito dos nove pacientes foi
detectada recuperagéo alogénica. E, em apenas um paciente foi detectada a
presenca de quimerismo, sendo que este apresentou recidiva trés meses apds
este achado. Com o mesmo propdsito de demonstrar a eficiéncia desta
metodologia, MARTINELLI et al. (1997) utilizaram a andlise de trés locos
(D1S80, ApoB e D17S5) para avaliar a recuperagio pdés-transplante em seis
pacientes. Destes, dois eram pacientes com leucemia mieléide crénica (LMC),

trés com LLA e um com AAS. Em todos os seis pares, as células de origem do
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doador puderam ser distinguidas das de origem do paciente por pelo menos
um dos trés marcadores usados. A presencga de quimerismo foi detectada
em apenas um caso, onde posteriormente observou-se rejeicdo do enxerto.
Em quatro dos seis casos analisados foi verificada a recuperagéo alogénica
do sistema hematopoético do paciente e, em apenas um caso verificou-se
recuperagdo autdloga do sistema hematopoético do paciente posterior a

rejeicao do enxerto.
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5. OBJETIVOS

No inicio deste trabalho, na Introdugéo, analisou-se clinicamente a

AAS ressaltando-se a importancia do transplante de medula 6ssea como um

procedimento terapéutico e dos sistemas de detecgdo de repopulagéo do

sistema hematopoético no pés-transplante, por fomecerem dados auxiliares

para a avaliagéo clinica do paciente submetido ao procedimento de TMO.

Esta mesma Introdugdo avalia a importancia do uso da analise de regides

hipervariaveis do genoma humano através da PCR para detecgdo das

células responsaveis pela repopulagdo do sistema hematopoético no pos-

transplante em detrimento aos tradicionais sistemas genéticos polimérficos

utilizados para esta finalidade. Assim, os objetivos do presente trabalho s&o:

1.

Avaliar se a recuperagdo no pos-transplante ocorreu de forma autéloga,
alogénica ou se ocorreu coexisténcia das duas subpopulagdes celulares

resultando em quimerismo;

. Quantificar, quando presente, o grau deste quimerismo;

. Verificar a probabilidade de associagdo entre rejeicdo, DECH e tipos de

recuperacéo apés o TMO;

. Verificar a probabilidade de associagdo entre os regimes de

condicionamentos e os tipos de recuperacgéo apés o TMO;

. Analisar a eficiéncia da metodologia utilizada e dos locos estudados para

a identificagdo das células do doador e do receptor;

. Verificar se o tipo de recuperacdo observada na nossa amostra depende

ou ndo do tempo de coleta do material apés o TMO.
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Il. MATERIAL E METODOS

1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida por 37 individuos com AAS submetidos ao
procedimento do TMO desde 1983 até 1998 no Servigo de Transplante de
Medula Ossea do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.
Os pares receptor/doador foram selecionados de acordo com a
disponibilidade para a aquisicdo do material biolégico necessario para esta
analise obedecendo os critérios, para cada par, de pertencerem ao mesmo
grupo sangliineo do sistema ABO e ao mesmo sexo, pois quando o
receptor e doador eram de sexo diferente esta anélise foi realizada através
da citogenética. Estes critérios foram usados para a selegdo de pares
receptor/doador dentro do grupo onde os doadores eram irm&os HLA
idénticos.

A idade média dos pacientes ao serem submetidos ao procedimento
do TMO foi igual a 23 + 8,4, variando entre 5 e 37 anos e, a idade média
dos doadores na época do TMO foi de 23,6 + 8.55, variando entre 8 e 44
anos. Todos os pares de irmdos sdo caucasdides sendo 29 do sexo
masculino (78%) e 8 (22%) do sexo feminino. A tabela 3 apresenta as
informacgdes acima referidas de cada par de irm&os. As amostras de sangue
periférico dos doadores eram coletadas quando estes compareciam ao

Laboratério de Imunogenética do Servigo de Anélises Clinicas da UFPR .
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Tabela 3. Sexo, idade e grupo sangiiineo do sistema ABO dos 37 pares

de irméos
PARES SEXO IDADE DO IDADE DO GRUPO
PACIENTE DOADOR SANGUINEO
01 M 25 a 20 a A
02 F 32a 24 a B
03 M 27 a 33a 0
04 F 27 a 33a A
05 M 20 a 21 a B
06 M 12 a 16 a A
07 F 32a 24 a A
08 M 16 a 37 a A
09 M 34a 30a 0]
10 M 22a 26 a B
11 M 23 a 17 a B
12 F 32a 44 a B
13 M S5a 8a 0]
14 M 29 a 25a A
16 F 29 a 25a A
16 F 26 a 29 a A
17 M 17 a 16 a A
18 M 7a 13a (o)
19 F 10a 9a A
20 M 30a 20 a 0]
21 M 19a 15a 0]
22 M 29 a 28 a 0]
23 M 18 a 25a 0]
24 F 24 a 27 a 0]
25 M 37 a 35a (0]
26 M 21a 21a 0]
27 M 11a 11a 0]
28 M 24a 31a A
29 M 17 a 18 a B
30 M 19a 18 a 0]
31 M 16 a 37a A
32 M 23 a 27 a A
33 M 20a 34 a A
34 M 17 a 18 a (o)
35 M 26 a 30a (0]
36 M 35a 16 a (0]
37 M 14 a 13 a A

M = masculino
F = feminino
a = anos
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O tempo médio das coletas das amostras de fios de cabelo e sangue
periférico dos pacientes apés o TMO foi de 4,7 + 3,9 anos, variando de trés
meses a catorze anos.

O regime de condicionamento empregado nestes pacientes foi
ciclofosfamida 200 mg/kg de peso em 23 casos e, em 14 casos
ciclofosfamida 120 mg/kg de peso mais bussulfan 12 mg/kg de peso.

A tabela 4 apresenta dados sobre o TMO de cada um dos 37
pacientes e o nimero de transfusdes recebidas pelos mesmos.

Quanto a etiologia, a amostra é heterogénea. Em 27 pacientes (73%)
dos 37 da amostra, a causa da AAS ndo pode ser identificada, sendo
classificadas como anemias aplasticas severas idiopaticas. Em nove casos
(24,3%) existia um historico de contato do paciente com agentes quimicos,
como solventes e medicamentos, anterior ao desenvolvimento de AAS, e em
apenas um caso (2,7%), a AAS foi precedida por hepatite. Trinta e seis dos
pacientes permanecem vivos e um foi a ébito por causa acidental.

O material biolégico estudado foi o DNA. e todo o procedimento
metodolégico desenvolveu-se no Laboratério de Imunogenética do Servigo
de Anadlises Clinicas da UFPR. Foram coletadas amostras de sangue
periférico e fios de cabelo (aproximadamente 15 fios) dos pacientes, os
quais forneceram os padrGes poés-transplante e constitucional,
respectivamente. Somente amostras de sangue periférico foram coletadas

dos doadores.
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e tempo de coleta do material dos pacientes apés o0 TMO
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PACIENTES N° DE CONDICIONAMENTO DATA DO TEMPO DA COLETA
TRANSFUSOES TMO APGS O TMO
01 16 CFA 200 25/04/83 13ae11m
02 20 CFA 200 30/01/84 11ae8m
03 2 CFA 200 12/12/84 11aebm
04 4 CFA 200 27/11/85 9ae9m
05 61 CFA 200 18/08/86 10aebm
06 8 CFA 200 13/04/87 8ae7m
07 16 CFA 200 13/07/87 8aeSm
08 4 CFA 200 18/08/87 9ae10m
09 34 CFA 200 26/08/87 8aebm
10 40 CFA 200 16/08/89 7ae3m
11 2 CFA 200 19/12/89 7ae2m
12 7 CFA 200 12/11/90 6ae3m
13 20 CFA 200 06/08/91 S5ae8m
14 9 CFA 200 17/03/92 4ae11m
15 40 CFA 200 11/08/92 4ae4m
16 10 CFA 200 22/09/92 4ae4m
17 24 CFA 200 07/12/92 4ae1m
18 23 CFA 200 + BUS 12  28/01/93 4a
19 11 CFA 200 11/03/93 4ae3m
20 36 CFA 200 + BUS 12  08/04/93 8m
21 14 CFA 200 16/11/93 1ae9m
22 34 CFA 200+ BUS 12 18/11/93 2a
23 58 CFA 200 08/12/93 3aebm
24 45 CFA 200 + BUS 12  27/05/94 1ae3m
25 23 CFA 200 + BUS 12  24/02/95 1ael11m
26 11 CFA 200 17/03/95 7m
27 73 CFA 200 + BUS 12  29/03/95 7m
28 35 CFA 200 + BUS 12  12/09/95 1aeSm
29 21 CFA 200 + BUS 12  08/02/96 1ae1m
30 82 CFA 200 + BUS 12  08/03/96 11 m
31 30 CFA 200 + BUS 12  18/03/96 9ae1im
32 15 CFA 200 + BUS 12  09/05/96 8m
33 50 CFA 200 + BUS 12  17/05/96 9m
34 13 CFA 200 04/07/96 6m
35 31 CFA 200 + BUS 12  28/08/96 6m
36 10 CFA 200 26/03/97 1ae3m
37 37 CFA 200 + BUS 12 20/02/98 3m

CFA 200 = ciclofosfamida 200 mg/kg de peso; BUS 12 = bussulfan 12
mg/kg de peso; a = anos; m = meses
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Convencionou-se designar, em todo o desenvolvimento deste trabalho. de
pré-transplante os padres constitucionais obtidos dos fios de cabelo dos

pacientes.

2. METODOLOGIA

2.1. Extracio do DNA genodmico

Foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue periférico em
EDTA 5%, tanto dos pacientes quanto dos doadores, para a obtencdo do
DNA gendmico. Apds a coleta as amostras de sangue periférico foram
centrifugadas a 18.000 rpm por 15 minutos para a obtengdo do creme
leucocitario, o qual foi armazenado a - 20°C até 0 momento da extragéo
do DNA.

Foram coletados aproximadamente 15 fios de cabelo de cada
paciente. Estes foram cortados, com o auxilio de um bisturi estéril, préximos

ao bulbo capilar e armazenados a - 20°C até o momento da extragéo.

2.1.1. Extragdo do DNA de sangue periférico
Para a extragdo de DNA gendmico de sangue periférico utilizou-se o

método de Salting Out, conforme MILLER, DYKES e POLESKY (1988), com
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modificagdes. Este método utiliza uma solugéo saturada de cloreto de sédio
para precipitar as proteinas. As moléculas de DNA que se encontram no
sobrenadante s&o, posteriormente, precipitadas pela adicdo de etanol

absoluto.

1. Ap6s o descongelamento os eritrocitos r emanescentes foram
lisados
através de lavados de 700 puL com Tampdo de Lise de Globulos
Vermelhos contendo 10 mM de Tris-HCI pH 7,6; 5 mM de MgCl,; 1,6 M de
sacarose e 5% v/v de Triton X-100. Imediatamente ap6s cada lavado os
glébulos brancos foram recuperados através de centrifugagcdo a 13.000
rem por 3 minutos.

2. O botéo leucocitario, livre de glébulos vermelhos, era ressuspido em 80
uL de uma solugdo contendo 8,10 mM de NaCl; 0,026 mM de EDTA;
0,2% de duodecil sulfato de sédio e 1,2 mg de proteinase K.

3. O material era agitado e incubado em banho seco a 60°C por 30 minutos.

4. Decorrido este tempo era adicionado, a este lisado de células brancas,
solugdo saturada de NaCl 6M e centrifugado a 10.000 rpm por 2 minutos.

5. O sobrenadante era transferido para um novo microtubo e, entéo, lavado
com etanol absoluto.

6. O material era submetido & centrifugagéo a 13.000 rpm por 10 minutos

para recuperagio do DNA.



7. Apds precipitado, o DNA era novamente lavado com etanol 70% e
deixado para secar a temperatura ambiente.
8. Em seguida, era ressuspendido em 50 ulL de 4&gua ultrapura,

quantificado e armazenado a -20°C.

2.1.2. Extragcdo do DNA de bulbo capilar

Para a extragdo do DNA gendmico das amostras de fios de cabelo, o
método utilizado foi o descrito por SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS
(1989) com modificagées, o qual baseia-se na adicdo de solventes
organicos (fenol/cloroférmio) para extrair proteinas e &cidos graxos e

posterior precipitagdo do DNA gendmico pela adi¢do de etanol.

1. Aos bulbos capilares era acrescentado 80 uL de uma solugéo contendo
8,10 mM de NaCl; 0,026 mM de EDTA; 0,2% de duodecil sulfato de sédio
e 1,2 mg de proteinase K ;

2. O material era homogeneizado e incubado a 60°C por 30 minutos.

3. Ap6s a incubagdo eram acrescentados 500 uL de fenol saturado pH 8,0
e 400 uL de cloroférmio e alcool isoamilico 24:1, v/iv. A agitagéo era
realizada em vortex.

3. Em seguida era centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos.
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4. O sobrenadante era transferido para um novo microtubo ao qual era
adicionado acetato de s6dio 3 M e etanol absoluto.

5. Apbs a precipitagdo, era centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos.

6. O sobrenadante era descartado e o DNA lavado com etanol 70%.

7. O DNA era deixado para secar a temperatura ambiente, ressuspendido

em 50 pl de agua ultrapura, quantificado e armazenado a -20°C.

2.2. Quantificacdo das amostras de DNA

As concentragdes das amostras de DNA foram determinadas através
da leitura da densidade 6tica a 260 e 280 nm em um espectrofotdmetro da
marca Varian, modelo Cary 3E e padronizadas em 12,5 ng/uL.

A razéo entre as densidades oticas de 260 e 280 nm fornecem a

pureza da amostra de DNA, a qual deve estar entre 1,65 — 1,80.

2.3. Amplificagdo do DNA.

A avaliagédo do padrdo de regeneracgéo do sistema hematopoético dos
pacientes submetidos ao TMO foi realizada pela andlise do polimorfismo de
variagdes em numero de unidades repetitivas. O método é baseado na

amplificagcdo destes locos pela PCR, seguida de eletroforese de gel de



poliacrilamida para separar os fragmentos amplificados e visualizagdo
destes com coloragédo com sais de prata.

A mistura de reacdo usada na amplificacdo foi de acordo com o
descrito por SMITH e McFARLAND (1994). Esta mistura era composta por
0,25 ug de DNA gendmico; 0,25 mM de cada dNTP; 2,5 unidades de Taq
polimerase; 50 mM de KCI; 10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,25 mM de cada
oligonucleotideo iniciador e 2,5 mM de MgCl, em um volume final de 50 pL.
O MgCl; foi adicionado sob a forma de pérola de cera (marca Lumitekk)
permitindo a realizagdo da amplificagdo com inicio a quente.

As caracteristicas dos seis locos estudados estéo descritas na tabela
5. Estes locos localizam-se em cinco cromossomos diferentes: D1S80 (1p);
ACTBP2 ou SE33 (6q13); THO1 (11915.5); ARA (Xq11.2-Xq12); 33.6 (1923)
e TPO (2p24-2p25). Os oligonucleotideos iniciadores especificos usados
para amplificar cada loco encontram-se descritos na tabela 6. Os seis locos
foram divididos em dois sistemas de amplificagdo, constituindo sistemas
multiplex, cada qual amplificando simultaneamente trés locos, conforme o

descrito por ALONSO et al .(1997).
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Tabela 5. Caracteristicas dos locos analisados.

LOCO LOCALIZAGAO FRAGMENTO UNIDADE N° DE REFERENCIAS
CROMOSSOMICA AMPLIFICADO REPETITIVA ALELOS
D1S80 1p 480-782 pb 16 pb 29 SCHWARTZ et al. (1995)
(PMC118)
ACTBP2 6q13 229-337 pb 4 pb 30 SCHWARTZ et al (1995)
(SE33) LECLAIR ef al. (1995)
THO1 11q15.5 183-211 pb 4pb 9 SCHWARTZ et al. (1995)
(TC11) LECLAIR et al. (1995)
MOLLER e BRINKMANN. (1995)
ARA Xq11.2-Xq12 263-305 pb 3 pb 15 LECLAIR et al. (1995)
33.6 1923 500-1000 pb 37 pb 13 LEEUWEEN et al. (1991)
UGOZZOLI et al. (1991)
TPO 2p24-2p25 106-130 pb 4 pb 8 ANKER et al. (1992)

Ly



Tabela 6. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores.

LOCO OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (5°'-3°) REFERENCIAS

D1S80 5 gAA ACT ggC CTC CAA ACA CTg CCC gCC g BUDOWLE et al. (1991b)
3 gTC TTg TTg gAg Atg CAC gTg CCC CTT gC

ACTBP2 5 AAT CTg ggC gAC Aag AgT gA POLYMEROPOQULOS et al.(1992)
3 ACA TCT CCC CTA CCg CTA TA

33.6 5 AAA gAC CAC AgA gTg Agg AgC UGOZOLLI et al. (1991)
3 TgT gAg Tag Agg AgA CCT CAC

THO1 5 gTg ATT CCC ATT ggC CTg TTC CTC EDWARDS et al. (1992)
3 gTg ggC TgA AAA gCT CCC gAT TAT

ARA 5 gCT gTg AAg gTT gCT gTT CCT CAT EDWARDS et al. (1991, 1992)
3 TCC AgA ATC TgT TCC AgA gCg TgC

TPO 5 CAC TAg CAC CCA gAA CCg TC

3]

CCT TgT Cag CgT TTA TIT gCC

ANKER et al. (1992)

14
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A figura 2 ilustra a utilizagdo da amplificagdo simultanea dos seis locos
analisados neste estudo através de dois sistemas muitip/lex. O primeiro sistema
multiplex contém os oligonucleotideos iniciadores para os locos D1S80,
ACTBP2 e THO1. O segundo sistema multiplex contém os oligonucleotideos
iniciadores para os locos 33.6, ARA e TPO. A anélise deste caso (par n° 24)
demonstra que os locos 33.6, ARA e TPO foram nao informativos, de acordo
com a tabela 7. Os locos D1S80 e 33.6 ndo sdo utilizados para a quantificagéo
do grau de quimerismo pois estes dois locos possuem fragmentos amplificados
de alto peso molecular (variando de 480 pb a 1000 pb — de acordo com a
tabela 5) o que dificulta a sua amplificagdo podendo n&o reproduzir o
verdadeiro grau de quimerismo. Os resultados obtidos para estes dois locos
sdo usados apenas para orientar o tipo de recuperagdo (alogénica, autéloga
ou quimérica).

As amostras foram submetidas a amplificagcdo exponencial do DNA
através da PCR em um termociclador Perkin Elmer 9600. O programa de
amplificacdo utilizado era composto por 28 ciclos, cada qual consistindo de 30
segundos a 94°C e 30 segundos a 62°C. Ao término destes ciclos as amostras
foram submetidas a 62°C por 20 minutos. Apés a realiza¢do desta PCR, as

amostras foram mantidas & 4°C até o momento da realizacéo da eletroforese.
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P D Pl P D Pl

D1S80

33.6
ACTBP2
ARA
THO1
TPO

recuperagdo alogénico através da amplificagao
multiplex (par n°® 24).

segundo multiplex; P =
do doador; P1 = amostra

Figura 2: Padrao de
simultdnea dos seis locos utilizando sistema

SM1 = primeiro multiplex; SM2 =
amostra pos-transplante; D = amostra
pré-transplante.
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2.4. Corrida eletroforética

Os fragmentos amplificados através da reacdo da PCR foram separados
em gel vertical e descontinuo de poliacrilamida conforme o descrito por
SAJANTILA e LUKKA (1993) com modificacées no que se refere as
concentracbes do agente crosslinking (C) bis-acrilamida (N
N’'metilenobisacrilamida).

A corrida eletroforética foi realizada em uma cuba V16 (Gibco), a
temperatura ambiente, a 50 V por 12 horas. O tampao de corrida usado foi TBE
1 X pH 8,5 (Tris 100 mM; acido bérico100 mM e EDTA 2mM).

Neste procedimento foram utilizados dois géis. o inferior denominado gel
de separacdo. O método é baseado numa menor concentragdo total de
acrilamida (T), correspondente a concentracdo de acrilamida mais bis-
acrilamida, no gel superior e em uma diferenga entre o pH do tampao de
preparo do gel e o pH do tampé&o de corrida eletroforética.

Primeiramente, preparava-se o gel inferior com as dimensées de 16 cm x
20 cm x 1 mm. Neste gel a concentracgao total (T) foi 6.4 % e a concentragdo do
agente crosslinking (C) foi de 5,5%. O gel foi preparado em tampé&o Tris 33 mM
pH 4,5 contendo 7,0% de glicerol. A esta mistura foram acrescentados 250 uL
de persulfato de aménio (APS) 10% e 25 uL de N. N, N', N’ tetrametiletileno
diamina (TEMED).

Sobre este gel foi adicionado 1 mL de n-butanol, imediatamente antes

do inicio da polimerizagdo com o objetivo de linearizar o gel. O tempo para a
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completa polimerizagédo, a temperatura ambiente, foi de 45 minutos. Decorrido
este tempo, o alcool foi retirado e foi acrescentado o gel superior com as
dimensdes de 4 cm x 20 cm x 1 mm.

A concentrag&o total, no gel superior, foi de 3,14% e a concentragdo do
agente crosslinking foi de 4,6%. Este gel também era preparado em tampéo tris
33 mM pH 4,5 com glicerol a 2%. A esta mistura eram acrescentados 100 ulL
de APS 10% e 15 uL de TEMED. Em seguida a adi¢do deste gel sobre o gel
inferior, era colocado um pente com 20 escavagbes sem formar bolhas. O

tempo para a polimerizagcéo deste gel, a temperatura ambiente, era de 2 horas.

2.4.1. Aplicagéo das amostras amplificadas

Uma aliquota de 10 uL de cada amostra amplificada era misturada com
2 pl de solugdo de azul de bromofenol (20% de sacarose; 12,5% de ficoll:
0,2% de azul de bromofenol; 0,1 M de acetato de soédio e 1 mM de EDTA pH
8,3). Esta mistura era aplicada no gel de poliacrilamida obedecendo a seguinte
ordem: amostra de DNA pés-transplante do paciente (sangue periférico),
amostra de DNA do doador (sangue periférico) e amostra de DNA pré-

transplante do paciente (fios de cabelo).

2.4.2. Visualizagdo dos produtos amplificados pela PCR
Apds a corrida eletroforética os produtos amplificados eram visualizados

através da coloragdo com sais de prata de acordo com SMITH (1994).
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Terminada a eletroforese o gel era colocado em solugéo fixadora (10%
de etanol e 0,75% de &acido acético), a temperatura ambiente, por 30 minutos.
Em seguida era lavado 2 vezes com agua bidestilada e colocado em solugéo
de prata (nitrato de prata 2%) a temperatura ambiente por 30 minutos.
Novamente era lavado 2 vezes com agua bisdestilada e colocado na solugdo
reveladora (3% de NaOH e 0,3% de formaldeido) & temperatura ambiente por
30 minutos. Apds a revelagdo o gel era deixado em solugdo de acido acético a

5%, até ser fotografado em transiluminador de luz branca.

2.5. Interpretacédo dos resultados

Loco nao informativo

As amostras do paciente pré e pds-transplante e a amostra do doador
apresentavam o mesmo padrdo eletroforético ou a amostra do doador
apresentava-se em homozigose e o referido alelo estava presente na amostra
pré-transplante do paciente ou, ainda, quando a amostra pré-transplante do
paciente apresentava-se em homozigose e o referido alelo estava presente

também na amostra do doador.

Loco informativo apresentando regeneracgéo autéloga
As amostras do paciente pré e pds-transplante apresentavam o mesmo
padrdo eletroforético, o qual diferia do padrdo eletroforético da amostra do

doador.
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Loco informativo apresentando regeneragéo alogénica
A amostra do paciente pos-transplante e a amostra do doador
apresentavam o mesmo padrdo eletroforético. o qual diferia do padréo

eletroforético da amostra pré-transplante do paciente.

Loco informativo apresentando regeneragao quimérica

A amostra do paciente pés-transplante apresentava um padrdo
eletroforético que refletia a coexisténcia de padrdes eletroforéticos distintos da
amostra do doador e da amostra pré-transplante do paciente. A quantificagéo
era efetuada através de inspegdo visual por andlise independente por dois

observadores.

3. ANALISE ESTATISTICA

O teste do x* (para avaliar a significancia das diferengas nas
distribuicdes dos resultados informativos e nao informativos nos seis locos
estudados), o teste exato de Fisher (para avaliar a independéncia entre os
tipos de recuperacgao, alogénica e quimérica, e a ccorréncia de rejeicdo, DECH
e o tipo de condicionamento) e o coeficiente de regresséo (para avaliar o grau

de dependéncia do tipo de recuperagéo, alogénica e quimérica, em fungéo do
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tempo entre o TMO e a coleta do material), foram aplicados de acordo com

BEIGUELMAN (1988) e PIMENTEL GOMES (1976).
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lil. RESULTADOS

Considerando que em cada par de irméos foram realizadas trés reagdes
de amplificagdo (do doador, do receptor pré e pods-transplante) para cada
sistema multiplex utilizado, no total foram realizadas 222 reagdes de
amplificagéo. A tabela 7 apresenta os resultados obtidos. Apenas para um loco
(33.6) em um dos pares de irmaos (n° 3) ndo foi possivel obter resultado.
Vérias tentativas, por pessoas diferentes, foram efetuadas para verificar se era
possivel conseguir amplificagdo para o loco 33.6 no par n° 3 sendo todas sem
sucesso. Uma das possiveis explicagOes para este fato, poderia ser a presenca
de mutacdes nas regides flanqueadoras o que impossibilitaria o anelamento
dos oligonucleotideos iniciadores e consequentemente a sua amplificacdo.
Este mesmo evento ja foi descrito para outros locos por MOLLER e
BRINKMANN (1995). Portanto, dos 222 procedimentos realizados para
identificac@o de células do doador e do receptor 221 (99,55%) tiveram sucesso,
sendo que 133 (60,18%) foram informativos e 88 (39,82%) foram n&o
informativos.

Dentro de cada loco, obtivemos as seguintes frequéncias de resultados
informativos: D1S80 = 75,67% (28/37); ACTBP2 = 72,97% (27/37), THO1 =
59,46% (22/37); 33.6 =55,56% (20/36); TPO = 51,35% (19/37) e ARA = 45,95%

(17/37).



Tabela 7. Locos informativos e ndo informativos
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PARES LOCOS ANALISADOS
D1S80 | ACTBP2 THO1 33.6 ARA TPO
1 NI I I I NI I
2 | NI NI NI I I
3 | I NI NA I NI
4 | I I NI NI I
5 | NI I ! NI NI
6 NI [ NI | | NI
7 | NI NI I NI NI
8 | I NI | I NI
9 | NI NI I I I
10 I I I NI I I
11 NI NI I l l NI
12 | I I I I NI
13 NI NI I NI I I
14 NI I I I I I
15 | I I NI I I
16 NI NI I NI NI I
17 | I I NI NI I
18 l I NI | I NI
19 | I I NI NI I
20 | I I I NI I
21 | NI NI NI I NI
22 | I I I I I
23 | I NI NI NI NI
24 | I I NI NI NI
25 I I NI | NI NI
26 | I NI NI NI NI
27 NI I I NI I NI
28 | I I NI NI NI
29 | I NI NI NI NI
30 I NI NI | NI NI
31 | I I NI NI I
32 | I I I NI NI
33 NI I I I NI I
34 I I NI I NI I
35 | I NI I NI I
36 | I I | I I
37 NI NI I ! ! I

| = informativo

NI = ndo informativo

NA = ndo analisado
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Considerando todos os locos estudados, o ARA foi o menos
informativo (17/133 = 12,78 %) e o D1S80 foi ¢ mais informativo (28/133 =
21,05 %) com uma média de 22,17 + 4,45 resultados informativos por locos.
Aplicando-se aos dados da tabela 7 o teste do y°, verificou-se que os
resultados informativos e ndo informativos distribuiram-se igualmente nos
seis locos estudados (x% = 10,898; P > 0,05). O ntmero de locos informativos
por pares de irmaos variou de dois (pares n° 7, 16. 21, 23, 26, 29 e 30) a 6
(pares n° 22 e 36) com uma média de 3,59 + 1,12. Assim, todos os pares de
irmaos puderam ser avaliados quanto ao tipo de recuperagdo e grau de
quimerismo, pois o requisito adotado para este estudo era a existéncia de no
minimo dois locos informativos por par doador/receptor.

A tabela 8 apresenta o tipo de recuperagdo dos pacientes. Quatro
(10,81 %) dos pacientes apresentaram recuperagéo autélega (nimeros 3, 4,

16\
i,

Co
€

10 18 (48,65 %) dos pacientes apresentaram recuperagdo alogénica (

()

numeros 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 14, 16, 17, 18, 20, 22. 23, 24, 25, 30 e 32) e 15
(40,54 %) apresentaram quimerismo ( numeros 11. 12, 13, 19, 21, 26, 27, 28,
29, 31, 33, 34, 35, 36 e 37). A tabela 8 também apresenta informagdes quanto
a ocorréncia de DECH e rejeicdo nos 37 pacientes. Verifica-se que os quatro
pacientes com recuperagdo autéloga apresentaram rejeicdc e um (n° 3)
apresentou DECH limitado. Devido ac pequeno numero destes pacientes, os
mesmos nédo foram considerados nas analises estatisticas onde s&o incluidos

somente os pacientes com recuperagéo alogénica e quimérica.



Tabela 8.

Tipo de recuperagdo e evolugdo clinica dos pacientes quanto a DECH e arejeicdo e data

de ocorréncia das mesmas

PACIENTE TIPO DE RECUPERAGAO DECH DATA DA DECH DATA DA DECH REJEICAO DATA DA
AGUDA DECHAGUDA CRONICA CRONICA REJEICAO

01 alogénica 0 - limitado 12/10/83 NR -

02 alogénica I 24/02/84 limitado 26/04/84 NR -

03 autéloga 0 - limitado 10/06/90 R 10/01/96

04 autéloga 0 - 0] - R 05/02/95

05 alogénica 0 - extenso 10/12/86 NR -

06 alogénica 0 - 0 - NR -

07 alogénica 0 - limitado 20/09/87 NR -

08 alogénica 0 - limitado 03/10/89 NR -

09 alogénica 0 - 0 - NR -

10 autéloga 0 - 0 - R 13/12/90

11 quimerismo-85 a 90% doador 0] - 0 - NR -

12 quimerismo-90 a 95% doador 0 - 0 - NR -

13 quimerismo-10 a 15% doador 0 - 0 - R 14/05/93

14 alogénica 0 - limitado 11/05/93 NR -

15 autdéloga 0 - 0 - R 18/12/93

16 alogénica 0 - 0 - NR -

17 alogénica 0 - 0 - NR -

18 alogénica 0 - 0 - NR -

19 quimerismo-90 a 95% doador 0 - 0 - NR -

20 alogénica 0 - 0] - NR -

21 quimerismo-5 a 10% doador 0 - 0 - R 18/09/95

22 alogénica 0 - 0 - NR -

23 alogénica 0 - 0 - NR -
Continua
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Continuacéo

PACIENTE TIPO DE RECUPERAGAO DECH DATA DE DECH DATA DE DECH REJEICAO DATA DA
AGUDA DECHAGUDA CRONICA CRONICA REJEIGAO
24 alogénica l 23/06/94 0 - NR -
25 alogénica I 28/03/95 0 - NR -
26 quimerismo-90 a 95% doador 0 - 0] - R 23/09/96
27 quimerismo-50 a 55% doador 0 - 0 - R 17/11/95
28 quimerismo-90 a 95% doador Il 25/10/95 0 - NR -
29 quimerismo-80 a 85% doador 0 - 0 - NR -
30 alogénica Il 12/04/96 0 - NR -
31 quimerismo-90 a 95% doador 0 - 0] - NR -
32 alogénica 0 - extenso 09/07/96 NR -
33 quimerismo-5 a 10% doador 0 - 0 - NR -
34 quimerismo-15 a 20% doador 0 - 0 - R 15/01/98
35 quimerismo-50 a 55% doador 0 - 0] - NR -
36 quimerismo-50 a 55% doador 0 - 0 - NR -
37 quimerismo-90 a 95% doador 0 - 0 - NR -
R = rejeicao

NR = ndo rejeigao
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A tabela 9 apresenta o numero de pacientes com ocorréncia ou néo de
rejeicédo, de DECH e o condicionamento ao qual foram submetidos (de acordo
com as informagdes das tabelas 4 e 8). Aplicando-se a estes dados o teste
exato de Fisher, obteve-se os seguintes resultados: rejeicdo: P = 1,26%
significante; DECH: P = 3,60% significante e condicionamento: P = 46,10% n&o
significante. Portanto, para a ocorréncia ou ndo de rejeicdo e DECH refutamos
a hipétese nula de que independem do tipo de recuperagdo. Para
condicionamento aceitamos a hipotese nula de que o tipo de recuperagéo
independe do tipo de condicionamento.

Conforme apresentado na tabela 10 os pacientes com quimerismo foram
divididos em dois grupos: com até 55% de células do doador e com 80 a 95%
de células do doador e neles analisou-se a ocorréncia ou ndo de rejeigdo, de
DECH e o tipo de condicionamento. Aplicando-se a estes dados o teste exato
de Fisher, obteve-se os seguintes resultados: rejeicdo: P = 10,02% néo
significante; DECH: P = 53,33% n&o significante e condicionamento: P =
59,52% né&o significante. Portanto, para ocorrénciz ou ndo de rejeicdo e DECH
aceitamos a hipdtese nula de que independem do grau de quimerismo.
Também, aceitamos a hipétese nula de que o tipo de recuperagédo independe

do condicionamento aos quais os pacientes foram submetidos.



Tabela 9. Numero de pacientes com recuperacéo alogénica e quimérica analisados quanto a rejeigdo (A),
DECH (B) e que foram submetidos a diferentes tipos de condicionamento ( C )

RECUPERAGAO
Alogénica Quimérica Total

A

Com rejeigao 0 5 5
Sem rejeicéo 18 10 28
Total 18 15 33
B

Com DECH 10 1 11
Sem DECH 8 14 22
Total 18 15 33
C

CFA 200 11 8 19
CFA 200 + BUS 12 7 7 14

Total 18 ' 15 33

9
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Tabela 10. Nomero de pacientes com quimerismo até 55% de células
do doador e com 80 a 95% de células do doador analisados
quanto a rejeicdo (A), DECH (B) e que foram submetidos a
diferentes tipos de condicionamento (C)

QUIMERISMO
Até 55 % de células 80 a 95 % de células Total
do doador do doador
A
Com rejeicéo 4 1 5
Sem rejeicéo 3 7 10
Total 7 8 15
B
Com DECH 0 1 1
Sem DECH 7 7 14
Total 7 8 15
Cc
CFA 200 4 4 8
CFA 200 + BUS 3 4
12

Total 7 8 15




Na dltima coluna da tabela 4 (Material e Métodos) é apresentado o
tempo de coleta do material apés o TMO. Transformando as informagdes em
meses, observa-se que dos pacientes com quimerismo de até 55% de células
do doador, com quimerismo de 80 a 95% de células do doador e dos com
recuperacao alogénica o material foi coletado em média 18, 86 + 22,37; 46,37 +
43,25 e 66,39 + 50,41 meses apos o TMO, respectivamente. Baseados nestas
informagdes, avaliamos se o tipo de recuperagdo (quimérica com até 55% de
células do doador; quimérica com 80 a 95% de células do doador e alogénica)
dependia do tempo de coleta do material apdés o TMO. Atribuindo-se os
valores 1 (quimerismo até 55%), 2 (quimerismo de &0 a 95%) e 3 (recuperacéo
alogénica) para a variavel Y e aplicando-se a analise do coeficiente de
regressdo obteve-se um valor de b = 0,0071 + 0.0033; t = 2,151 , P < 0,05.
Portanto, o valor do coeficiente de regressédo é significativamente diferente de
zero e positivo, indicando que os tipos de recuperacdo observados dependem
do tempo de coleta do material apés o TMO.

Nas figuras 3 a 8 sdo apresentados os padrdes eletroforéticos de
recuperacgéo alogénica, autdloga, quimérica e ndo informativos nos seis locos
analisados e, na figura 9 sdo apresentados padrées eletroforéticos com

diferentes graus de quimerismo.



65

Figura 3: Loco ACTBP2 informativo: A = recuperagao
n° 14), B =
quimérica (par n° 35) e D = loco ACTBP2 nao informativo (par n® 21).

P = amostra pés-transplante; D = amostra do doador e P1 = amostra
pré-transplante.

alogénica ( par
recuperagao autéloga (par n° 4), C = recuperagao



Figura 4: Loco TPO informativo: A = recuperagdo alogénica (par n°
17), B = recuperagao autdloga ( par n° 4), C = recuperagao
quimérica ( par n° 36) e D = loco TPO nao informativo (par n®7). P =

amostra pos- transplante; D = amostra do doador e P1 = amostra pre-
transplante.



Figura 5: Loco ARA informativo: A = recuperagdo alogénica (par n°
25), B =recuperacgéo autéloga (par n° 10), C =recuperagéo quimerica
(parn®12) e D= loco ARA nao informativo ( par n® 1). P = amostra

pos- transplante; D = amostra do doador e P1 = amostra pre-
transplante.




Figura 6: Loco THO1 informativo: A = recuperagao alogénica (par n°
22), B = recuperagdo autéloga ( par n° 10), C = recuperagao
quimérica (parn®12) e D =loco THO1 n&o informativo (par n® 8).
P = amostra poés- transplante; D = amostra do doador e P1 = amostra
pré-transplante.
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Figura 7: Loco D1S80 informativo: A = recuperagao alogénica (par n°

24), B = recuperagdo autdloga (par n° 15), C = recuperagao
quimérica (par n° 35) e D = loco D1S80 né&o informativo (par n° 6).

P = amostra pos-transplante; D = amostra do doador e P1 =
amostra pré-transplante.
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Figura 8: Loco 33.6 informativo: A = recuperagdo alogénica (par n°18),
C = recuperagédo quimérica (par n° 12) e D = loco 33.6 n&o informativo
(par n° 27). P = amostra pés-transplante; D = amostra do doador e
P1 = amostra pré-transplante.
* Este loco ndo apresentou padrao de recuperagao autologa.



I

Figura 9: Padrées eletroforéticos com diferentes graus de quimerismo: A =
50 a 55% de células do doador (par n° 35); B =85 a 90% de células
do doador (par n® 11) e C = 5 a 10% de células do doador (par n°® 21).
P = amostra pés-transplante; D = amostra do doador e P1 = amostra
pré-transplante.
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IV. DISCUSSAO

Como nos referimos no item 2.1.3 da Introducéo, a aplicacéo terapéutica
dos transplantes de medula 6ssea em pacientes com doencgas hematoldgicas.
baseia-se em um procedimento denominado condicionamento que consiste no
preparo adequado dos pacientes nos dias que antecedem a infusdo. O
condicionamento objetiva a erradicagdo dos clones neoplasicos nos pacientes
leucémicos e promover a imunossupressdo necessaria aos pacientes com
AAS, criando um ambiente apropriado na medula 6ssea para permitir a
proliferacédo das células-tronco transplantadas e o restabelecimento do
funcionamento normal do tecido.

Apesar dos constantes aprimoramentos dos regimes de
condicionamento, ndo raramente se encontra céluias do receptor apés o TMO.
No caso de pacientes com AAS, se espera que células do receptor estejam
presentes apds o transplante devido ao regime de condicionamento ser menos
intenso do que para pacientes com desordens malignas (SMITH e MARTIN,
1999). Se estas células forem neoplasicas, frequentemente, mas néo
obrigatoriamente, resulta em uma recidiva nos casos de leucemia. Se forem
normais, podem atuar rejeitando ou ndo as células do doador, contribuindo no
ultimo caso para o estabelecimento de um quimerismo celular. A ocorréncia de

quimerismo ndo significa que necessariamente ira ocorrer a rejeicdo do



enxerto. O quimerismo pode evoluir tanto para uma recuperacdo alogénica
quanto para uma recuperagdo autéloga. A presenga de células somente do
doador € correlacionada com o sucesso do procedimento do TMO e, neste
caso, ocorreu recuperacdo alogénica, enquanto que se a presenga de células
somente do receptor forem detectadas apés o TMO indica que o procedimento
n&o teve sucesso e que houve recuperagéo autodloga.

Pelo que acima foi descrito, fica evidente a importancia clinica e
cientifica da andlise das células do doador e do receptor no organismo do
ultimo apés o TMO. Marcadores genéticos que permitam esta observacéo
podem fornecer informagbes sobre a repopulagdo autdloga, a rejeicdo e o
sucesso do transplante. Inicialmente, os marcadores genéticos mais utilizados
foram os antigenos eritrocitarios e leucocitarios, alotipos de imunoglobulinas.
enzimas eritrocitarias e leucocitarias e marcadores citogenéticos. A utilizagéo
dos antigenos eritrocitarios e leucocitarios e das enzimas eritrocitarias e
leucocitdrias, apresenta a desvantagem de poderem ser avaliados somente de
quatro a seis meses apods o transplante, devido a transfusdes sanguineas pos-
transplante e, muitas vezes, é dificil determinar o fendtipo eritrocitario do
paciente antes do transplante, se o0 mesmo recebeu inumeras transfusdes

sanguineas (SCHWARTZ et al, 1995). A andlise dos alotipos de
imunoglobulinas freqlientemente é ndo informativa e seu emprego apés o TMO

é incompativel se o paciente é submetido a transfusdes de produtos de plasma

(HILL et al., 1986; PETZ et al., 1987).
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Quando doador e receptor sdo de sexos diferentes 0os cromossomos
sexuais sdo, naturaimente, excelentes marcadores permitindo a analise das
células tanto em divisdo quanto na interfase. No entanto, em aproximadamente
50 % dos casos de TMO, este estudo ndo pode ser aplicado pois o doador e o
receptor sdo do mesmo sexo (PETZ et al., 1987). Quando isto acontece, a
andlise citogenética pode ser realizada pelo estudo das variantes polimérficas,
utilizando ou néo técnicas de bandeamento, sendo preferivel a analise com o
emprego destas técnicas. Neste caso, freqlientemente a utilizagdo de variantes
polimorficas reveladas pelos bandeamentos Q e C e pelo emprego de enzimas
de restricdo é de grande auxilio, pois ocorrem em alta freqiiéncia no genoma
humano, apresentam alta estabilidade e segregam de acordo com os padrdes
mendelianos (RIBEIRO, 1993; RIBEIRO et a/., 1996). KHOKHAR et al. (1987).
por exemplo, utilizando o bandeamento Q observaram que 17 dos 20 (85%)
pares de doadores/receptores, puderam ser identificados por pelo menos uma
variante polimérfica. Também, RIBEIRO (1993) utilizando o bandeamento C
identificou, por pelo menos uma variante, as células dos nove pares de
doadores/receptores estudados, pela analise dos polimorfismos das regides
heterocromaticas dos cromossomos 1, 9 e 16. Os estudos citogenéticos

apresentam limitagGes por ndo permitirem, nos nucleos interfasicos, a analise
de aberragdes cromossdOmicas ndo estabelecidas anteriormente e, nos casos
de células em divisdo, porque nem sempre se pode obter pelo método direto.

um numero de células que possibilite uma informag@o mais consistente.



Os avangos metodoldgicos introduzidos na biologia molecular
possibilitaram a analise de marcadores genéticos ao nivel gendmico e tornaram
disponivel um maior numero de sistemas genéticcs (LEEUWEN et al., 1991;
LECLAIR et al.,, 1995; SCHWARTZ et al., 1995). O emprego da reagcdo em
cadeia da polimerase para a andlise de regiGes hipervaridveis do genoma
humano é, atualmente, indicado para avaliar a repopulagdo do sistema
hematoldgico de pacientes submetidos ao TMO. A utilizacdo desta metodologia
aumentou o poder de discriminacdo, permitiu a quantificagdo de uma
populagdo de células com freqiéncia igual ou inferior a 5% em uma amostra
heterogénea e permitiu a andlise do grau de quimerismo apoés o TMO, antes do
10° dia apos este procedimento (MACKINNON et a/.. 1992; SCHWARTZ et al.,
1995; THIEDE et al., 1999).

Neste trabalho, estudamos através da PCR seis locos (D1S80, ACTBP2,
THO1, 33.6, ARA e TPO) para analisar o tipo de recuperacédo (autdloga,
alogénica ou quimérica) de 37 pacientes com anemia aplastica severa,
submetidos ao transplante de medula éssea em um tempo médio de 56,51 =
47,98 meses entre o transplante e a coleta do material. Dos 222 procedimentos
realizados, apenas um (0,45%) néo teve sucesso o que propiciou a nao
obtencdo de resultado em apenas um loco (33.6) para um dos pares

doador/receptor estudado (n° 3). Isto indica o sucesso do procedimento

metodoldgico. Observou-se também que 60,18% dos locos estudados foram



76

informativos, distribuindo-se de dois a seis, com uma média de 3,59 + 1,12 de
locos informativos nos 37 pares de doadores/receptores.

Verificou-se também que os resultados informativos e ndo informativos
distribuiram-se igualmente pelos seis locos estudados (x% = 10,898; P > 0,05).
Estas informagdes indicam que a metodologia empregada para o estudo
proposto é eficiente e que qualquer um dos seis locos analisados apresenta a
mesma probabilidade de obter resultados conclusivos. Estes dados
demonstram que a andlise por PCR de regifes hipervaridveis do genoma
humano é mais eficiente para avaliar o comportamento competitivo das células
do doador e do receptor no organismo do ultimo do que a metodologia
citogenética, apesar da reconhecida utilidade desta ultima. Todos os 37 pares
de doador/receptor puderam ser analisados com resultados conclusivos. J3,
outra autora do nosso grupo, (RIBEIRO, 1993) utilizando anélises
citogenéticas, ndo pode incluir no seu estudo nove (37,5%) dos vinte e quatro
pacientes com LMC e quinze (41,7%) dos trinta e seis pacientes com AAS,
devido as dificuldades metodolégicas como auséncia de metafases, baixo
indice mitdtico e ma qualidade das metafases obtidas. No entanto, a analise
citogenética oferece a vantagem de informar sobre o cariétipo das células do
receptor, cuja presenca de algumas aberragbes cromossdmicas indica um
prognostico desfavoravel (PALKA et al., 1986). Além disso, a analise de
regides hipervariaveis do genoma por PCR apresenta uma maior praticidade do

que os procedimentos que utilizam os polimorfismos de tamanho de fragmentos
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de restricdo do DNA (RIBEIRO, 1993). Nestes casos. s&o usadas sondas que
detectam um unico loco polimérfico que sendo de excelente sensibilidade
apresentam um inconveniente metodolégico, uma vez que pode ser necessaria
a utilizago de um painel de sondas de DNA em diferentes experimentos, para

a deteccdo de uma banda informativa para o doador e o receptor.

Apenas quatro (10,81%) dos 37 pacientes estudados apresentaram
recuperacao autologa, com uma sobrevida apés o TMO até a coleta do material
de 52, 87, 117 e 137 meses, com uma média de 98,25 + 37,05 meses de
sobrevida. Esta média foi a mais alta dos trés tipos de recuperagédo
observadas. Avaliando a evolugéo clinica destes pacientes observa-se que os
mesmos constituiram um grupo onde todos apresentaram rejeicdo (dois no 16°
més, um no 110° més e outro no 132° més apés o0 TMO) tendo as mesmas
ocorrido, em média, no 68,50 + 61,28 més apos o TMO. Um deles (25%)
apresentou DECH cronica 66 meses apos o TMO. Todos foram condicionados
com ciclosfosfamida 200mg/kg de peso. Estas informagbes n&o foram
submetidas a avaliagGes estatisticas devido ao pequeno numero de individuos.

mesmo tipo de evolugdo quanto a rejeicdo e mesmo procedimento no

condicionamento.
Dezoito (48,65%) dos 37 pacientes azpresentaram recuperagio
alogénica, com uma sobrevida apds o TMO até a coleta do material que variou

de oito a 167 meses, com uma média de 66,39 = 50.41 meses de sobrevida.
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Nenhum destes pacientes apresentou rejeigdo. Dez (55%) apresentaram DECH
(quatro crdnica limitada, trés aguda, dois cronica extensa e um aguda e cronica
limitada). Onze destes pacientes foram submetidos a um condicionamento com
ciclofosfamida 200 mg/kg de peso e sete com ciclofosfamida 200mg/kg de peso
e bussulfan 12 mg/kg de peso.

Quinze (40,54%) dos 37 pacientes apresentaram quimerismo (oito com
80 a 95% de células do doador; quatro com 5 a 20% de células do doador e
trés com 50 a 55% de células do doador), com uma sobrevida apés o TMO até
a coleta do material de trés a 119 meses, com uma média de 33,53 + 36,76
meses de sobrevida. Cinco (33%) destes pacientes apresentaram rejeigéo que
ocorreu entre oito e vinte e dois meses apés o TMO com uma média de 16,40
+ 5,85 meses e um (6,67%) apresentou DECH aguda no 1° més apés o TMO.
Oito destes pacientes foram submetidos a um condicionamento com
ciclofosfamida 200 mg/kg de peso e sete com ciclofosfamida 200 mg/kg de
peso e bussulfan 12 mg/ kg de peso.

Conforme as informagdes apresentadas zcima e nos Resultados,
verificamos que a aplicagdo do teste exato de Fisher aos dados dos pacientes
com recuperagéo alogénica e quimérica indicam que ha associagéo entre a
ocorréncia ou néo de rejeigdo e o tipo de recuperagdo (P = 1,26%) e verificou-
se que isto ocorre principalmente devido a auséncia de rejeigbes entre os
dezoito pacientes com recuperagdo alogénica. A ccorréncia ou ndo de DECH,

pela aplicagdo do mesmo teste, demonstrou que tambémha associagéo entre
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esta variavel e o tipo de recuperacdo (P = 3,6%) e constatou-se que este
resultado é devido principalmente a ocorréncia ce DECH em apenas um
(6,67%) dos pacientes que apresentaram recuperacdo quimérica. Tendo em
vista que o teste empregado é unilateral, em geral ele é utilizado considerando
a frequéncia minima da amostra (PIMENTEL GOMES, 1976). Portanto, o
mesmo nos informa também sobre a probabilidade de obter o valor zero de
rejeicdo na recuperagdo alogénica e o valor um ou zero de DECH na
recuperacao quimérica.

S&o poucos e relativamente recentes os trabalhos que avaliam o tipo de
recuperacdo dos pacientes submetidos ao TMO, através da utilizagéo da PCR
para andlise das regides hipervaridveis do genomz. No entanto, em todos eles
a recuperacdo alogénica é a mais frequente, tendo sido observada em 88,89%
dos nove pacientes estudados por STUPPIA e: al. (1995), seguida pela
quimérica em 11,11% dos pacientes; em 70.59% dos doze pacientes
analisados por CASADO et al. (1996), seguida peia quimérica em 29,41% dos
pacientes; em 66,67% dos seis pacientes estudaaos por MARTINELLI et al.
(1997), seguida pela quimérica em 16,67% e peia autdloga em 16,67% dos
pacientes e em 65,45% dos 55 pacientes analisados por BADER ef al. (1998).
seguida pela quimérica em 32,73% e pela autdloca em 1,82% dos pacientes.
Portanto, os nossos dados estdo de acordo com estas informagdes ja que
4865% dos pacientes por nds estudados apresentaram recuperacéo

alogénica, 40,54% apresentaram recuperacdo quimerica e 10,81% tiveram
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recuperagéo autéloga. Os dados de BADER et al. (1998) demonstram também
que oito (44,44%) dos dezoito pacientes com recuperagdo quimérica evoluiram
para uma recuperagdo alogénica. Esta informacdo aliada aos dados
apresentados neste trabalho que demonstram que o tipo de recuperacgéo
(quimérica até 55% de células do doador : X = 18,86 = 22,37; quimérica com 80
a 95 % de células do doador: X = 46,37 + 43,25 e alogénica: x = 66,39 + 50,41)
depende do tempo apés o TMO (b = 0,0071 + 0.0033; t = 2,151; P < 0,05),
conforme os dados apresentados nos Resultados, sdo indicativos que
pacientes que apresentaram uma recuperagao quimérica quando da coleta do
material poderdo evoluir para uma recuperagao alogénica.

Resultados no mesmo sentido foram apresentados por RIBEIRO (1993)
e RIBEIRO et al.(1996). Estes autores estudando citogeneticamente 10
pacientes com LMC nos 30°, 90° 180° e 365° dias apés o TMO, verificaram
que existe uma tendéncia de diminuicéo da presenc¢z de células do receptor em
funcdo do tempo apdés o TMO, embora a auséncia de significancia estatistica
(b =0019 £0010;t =-19; P > 0,05). Entretanto, os mesmos autores
estudando citogeneticamente 17 pacientes com AAS em trés periodos apos o
TMO (30°, 90° e 180° dias) verificaram que o decréscimo de células do receptor
depende do tempo apdés o TMO, com significancia estatistica (b = - 0,033 +
0,008; t=-4,125, P =0,01).

RIBEIRO (1993) e RIBEIRO et al. (1996) descreveram também que a

presenca de células do receptor em baixas frequéncias apés o TMO néo
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determina obrigatoriamente um pior prognéstico. Nos 10 pacientes com LMC
acima citados observou-se uma freqiéncia média cz= células do receptor em um
ou mais periodos de cerca de 10%. Destes pacientes. dois (20%) foram a dbito,
quatro (40%) apresentaram sinais leves de DECH cu infecgdes e quatro (40%)
ndo apresentaram intercorréncias clinicas apés o TMO. Outros cinco
pacientes com LMC, entretanto, n&o incluidos nas analises estatisticas acima
referidas, apresentaram em um ou mais periodos apos 0 TMO em média cerca
de 50% de células do receptor. Destes cinco pacientes, dois (40%)
apresentaram rejei¢cdo ou recidiva e quatro (80%) foram a dbito. Nos pacientes
com AAS, RIBEIRO (1993) e RIBEIRO et al. (16S6) descreveram resultados
semelhantes. Nos 17 pacientes acima referidos, cbservou-se uma frequéncia
média de células do receptor em um ou mais periodos apds o TMO de cerca de
4%. Nestes pacientes ndo houve rejeigées e a frecuéncia de 6bitos foi igual a
12% (2/17). Quatro pacientes com AAS, ndo incluicos nas analises estatisticas
acima referidas, apresentaram em um ou mais pericdos apés o TMO em média
cerca de 40% de células do receptor. Dois (50%) ccles apresentaram rejei¢&o
e um (25%) foi a ébito.

Baseados nestas informagdes, aplicamos aos nossos dados dos
pacientes com quimerismo o teste exato de Fisher para avaliar a relagéo de
independéncia do grau de quimerismo (até 55% de células do doador e de 80 a
95% de células do doador) e rejeigdo, DECH e tioo de condicionamento. Em

todos os casos, os valores obtidos foram ndo significantes (rejeicéo: P =



10,02%; DECH: P = 53,33% e condicionamentc: P = 59,52%). Assim, a
ocorréncia de rejeicdo e DECH independe do grau de quimerismo, e este
independe do tipo de condicionamento. As duas orimeiras informagbes ndo
concordam com as de RIBEIRO (1993) e RIBEIRO =t ai. (1996). No entanio, se
considerarmos o grau de quimerismo em trés diferentes grupos: 1 — 5 a 20% de
células do doador ou 80 a 95% de células do receptor: 2 — 50 a 55% de células
do doador ou 45 a 50% de células do receptor e G — 80 a 95% de células do
doador ou 5 a 20% de células do receptor, verificamos que trés (75%) dos
quatro pacientes do primeiro grupo rejeitaram, um {33%) dos trés pacientes do
segundo grupo rejeitou e um (12,5%) dos oito pacientes do terceiro grupo
rejeitou. Estes resultados apresentam-se na mesma dire¢do dos de RIBEIRO
(1993) e RIBEIRO et al. (1996), indicando que quanto maior for a propor¢éo de
células do receptor mais intercorréncias clinicas sZo observadas apos o TMO.
No entanto, estas comparagdes devem ser avaliecas com cautela, porque a
amostra por nds analisada € pequena e os pacien:ss estudados apresentaram
uma sobrevida média de 33,53 + 36,76 meses =ntre o TMO e a coleta do
material, enquantc que os pacientes avaliados por RIBEIRO (1993) e RIBEIRO
et al. (1996) foram estudados até o 6° més apés o TMO.

Finalmente, verificamos nos pacientes com recuperagdo alogénica e
quimérica, e nestes ultimos nos pacientes com diferentes graus de quimerismo
(tabelas 9 e 10), que o tipo de condicionamento, se ciclofosfamida 200 mg/kg

de peso ou se ciclofosfamida 200 mg/kg de peso e bussulfan 12 mg/kg de



peso, ndo interfere no tipo de recuperacao, alogénica ou quimérica, ou nos
diferentes graus de quimerismo. Estes resultados estdo de acordo com os de
RIBEIRO (1993) e RIBEIRO et al. (1996) que mostraram que uma melhor ou
pior evolucéo clinica do paciente apés o TMO esté associado, principalmente.
com uma menor ou maior frequéncia de células do receptor, do que de
condicionamentos mais ou menos agressivos, incluindo-se no primeiro caso
por exemplo, a aplicagdo de radiagdo em doses agudas, como foi sugerido por
alguns autores (BRANCH et al., 1983; SCHMITZ. GODDE-SALZ e LOEFFLER,

1985, WALKER et al., 1986).
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V. CONCLUSOES

1.

N

O fato de termos obtido sucesso em 221 (99.55%) dos 222 procedimentos
realizados e de que os resultados informativos e n&o informativos
distribuiram-se igualmente nos seis locos analiszdos (3% = 10,898; P > 0,05)
indica que a metodologia empregada para o esiudo proposto é eficiente e
que qualquer um dos seis locos analisados apresenta a mesma

probabilidade de obter resultados conclusivos.

. O tipo de recuperacao autéloga foi a menos fregiente: 10,81% (4/37). Todos

os pacientes com este tipo de recuperagdo apresentaram rejeicdo e foram
condicionados com CFA 200 mg/kg de peso. Um apresentou DECH. O
pequeno numero de individuos, 0 mesmo tipo de evolugéo clinica quanto a
rejeicdo e o mesmo tipo de condicionamento. ndo possibilitaram que as
informacdes obtidas neste grupo fossem submetidas a avaliagGes

estatisticas.

. Dezoito (48,65%) dos pacientes estudados spresentaram recuperagao

alogénica e 15 (40,54%) apresentaram recuperagdo quimérica. A ocorréncia
de rejeicdo e de DECH esta associada ao tipo de recuperagéo (alogénica
ou quimérica), conforme os resuitados do teste exato de Fisher (P = 1,26% e
3,6%, respectivamente). Estes resultados sdo devidos a auséncia de

rejeicoes entre os dezoito pacientes com recuperagdo alogénica e a
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ocorréncia de DECH em apenas um (6,67%) dos 15 pacientes que
apresentaram recuperagao quimeérica.

. A ocorréncia de rejeicdes e de DECH independe do grau de quimerismo (até
55% de células do doador e 80 a 95% de células do doador) conforme o
teste exato de Fisher (P = 10,02% e P= 53,33%. respectivamente).

. O tipo de recuperagéo alogénica ou quimérica e nesta com diferentes graus
de quimerismo (até 55% de células do doador e de 80 a 95% de células do
doador) independe do tipo de condicionamento (CFA 200 mg/kg de peso cu
CFA 200malkg de peso + BUS 12 mg/kg de peso), conforme os resultados
do teste exato de Fisher (P = 46,10% e P = 59,52%, respectivamente).

. O tipo de recuperagdo alogénica ou quimérica (com até 55% de células do
doador e com 80 a 95% de células do doador) depende do tempo entre o
TMO e a coleta do material (b = 0,0071 + 0,0033: t = 2,151; P < 0,05). Este
resultado indica que pacientes que apresentaram uma recuperagao
quimérica quando da coleta do material poderdo evoluir para uma

recuperacgao alogénica.
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