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RESUMO

Introdugdo: O restabelecimento adequado da timopoiese € fundamental para a
reconstituicdo imunologica a longo prazo apos o transplante de células tronco-
hematopoiéticas (TCH) com possiveis impactos nas taxas de sobrevida. Este estudo
tem como objetivo avaliar a reconstituicao imunolodgica em pacientes pediatricos apos
o TCH através da quantificacdo dos linfocitos T recém-emigrados do timo (RET),
especificamente CD3*CD31*CD45RA*. Métodos: Estudo retrospectivo de 186
pacientes pediatricos transplantados entre 2013 e 2020 e com analises em trés
momentos: D+100, D+180 e D+360. Para avaliar a recuperagcdo imunoldgica,
analisamos os subconjuntos de linfécitos T, B e natural killer (NK) em amostras de
sangue periférico, nos quais observamos o efeito da doenga de base, tipo de TCH,
origem das células tronco-hematopoiéticas, idade do receptor, tipo de
condicionamento, ocorréncia de doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) e da
reativacdo do citomegalovirus (CMV). Resultados: No D+100 o grupo com idade
inferior a 10 anos apresentou contagens mais elevadas de RET CD4* e RET CD8*
quando comparado com o grupo com idade superior a 10 anos (5,3/uL vs 2,2/pL,
p=0,022), e (48/uL vs 72,8/uL, p=0,049), respectivamente. Os pacientes que
receberam TCH haploidéntico apresentaram uma menor populagdo CD4* RET
guando comparados ao grupo que recebeu TCH de doador ndo aparentado e o grupo
que recebeu de doador aparentado (2,4/pL, vs 4,4/uL vs 7,9/uL, p=0,024),
respectivamente. A administracdo de rabbit globulina anti-timocitica (ATG) teve um
impacto negativo na mediana da producao de RET CD4* (6,5/uL vs 2,4/uL, p=0,007).
No D+180 a presenga doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECHa)
influenciaram negativamente na produgao de RET (11,7/uL, vs 56,8/uL p<0,001) em
relacdo aos pacientes sem DECH. O grupo de pacientes com reativagdo do CMV
mostraram o RET CD8* mais elevado (mediana 204,6/uL vs 100,2/uL, p=0,022)
quando comparado ao grupo sem reativacdo. No D+360 nenhuma variavel foi
significativa em relagcéo a recuperacao do RET. A sobrevida global foi de 87,7% em 5
anos de seguimento, mediana de 1170 dias (122 a 3316 dias). A idade superior a 10
anos (p=0,038), a sorologia negativa do doador para CMV (p=0,0029) e a DECHa
(p=0,0026) evidenciaram um impacto negativo na sobrevida como demostrado na
analise multivariada. Conclusao: Este estudo demonstrou que a producédo dos
linfocitos T recém-emigrados do timo apdés TCTH para doengas malignas e nao
malignas pode diferir com a idade do paciente, tipo de doador e imunossupressao
utilizada.

PALAVRAS-CHAVE: Transplante de Células-tronco Hematopoiéticas, Recuperacao
Imune, Linfécitos T recém-emigrados do timo, Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

Introduction: Adequate reestablishment of thymopoiesis is critical for long-term
immune reconstitution after hematopoietic stem cell transplantation (HCT), potentially
impacting patient survival rates. This study aims to assess immune reconstitution in
pediatric HCT recipients by quantifying recent thymic emigrants (RTE), specifically
CD3*CD31*CD45RA" cells. Methods: Retrospective analysis of 186 pediatric patients
transplanted between 2013 and 2020, with analysis at three time points: D+100, D+180
and D+360. To assess immune recovery, we analyzed the subsets of T, B and natural
killer (NK) lymphocytes in peripheral blood samples, in which we observed the effect
of underlying disease, type of HCT, source of stem cells, age of recipient, type of
conditioning, occurrence of graft-versus-host disease (GvHD) and reactivation of
cytomegalovirus (CMV). Results: At D+100 the group aged under 10 years had higher
counts of RTE CD4* and RTE CD8* when compared to the group aged over 10 years
(5.3/uL vs 2.2/uL, p=0.022), and (48/uL vs 72.8/uL, p=0.049), respectively. Patients
who received haploidentical HCT had a lower RTE CD4* population compared when
compared to the unrelated donor and the related donor group (2.4/uL, vs 4.4/uL vs
7.9/uL, p=0.024), respectively. The administration of rabbit anti-thymocyte globulin
(ATG) had a negatively impacted on median RTE CD4* production (6.5/uL vs 2.4/pL,
p=0.007). At D+180 the presence of acute graft-versus-host disease (aGvHD) had a
negative impact RTE production (11.7/uL, vs 56.8/puL p<0.001) compared to patients
without GvHD. The group of patients with CMV reactivation showed higher RTE CD8*
(median 204.6/pL vs 100.2/uL, p=0.022) when compared to the group without
reactivation. At D+360 no variable was significant in relation RTE recovery. Overall
survival was 87.7% at 5-year follow-up, median 1170 days (122 to 3316 days). Age
>10y (p=0.038), negative donor serology for CMV (p=0.0029), and aGvHD (p=0.0026)
negatively impact survival in multivariate analysis. Conclusion: This study showed
that the production of the recent emigrated T lymphocytes after HCT for malignant and
non-malignant diseases can differ according to patient age, donor type and
immunosuppression used.

Keywords: Hematopoietic Stem Cell Transplantation, Immunological Recovery,
Lymphocytes T recent thymic emigrant (RTE), Flow Cytometry.
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1 INTRODUGAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) € um procedimento
com potencial curativo, utilizado como tratamento para varias condicbes malignas e
nao malignas, hematolégicas e nado hematolégicas (GYURKOCZA; REZVANI;
STORB, 2010, VELARDI et al., 2021). Embora a eficacia e a seguranga tenham
aumentado nas ultimas décadas, alguns efeitos indesejados pés TCTH; como
toxicidade aguda grave, reativagédo viral, doenga do enxerto contra hospedeiro
(DECH), aguda e/ou crénica ou recaidas em caso das doencas malignas, recuperagao
imune tardia, sdo desafios relacionados a sobrevivéncia do paciente (BOELENS;
HOSSZU; NIERKENS, 2020).

O TCTH consiste na substituicdo de uma medula éssea doente ou deficitaria
por células normais de um doador, com o objetivo de restabelecer a hematopoese
(ARMITAGE, 1994). A regeneragdao total da hematopoese, iniciada pelo
repovoamento das ceélulas do enxerto na medula éssea, através do desenvolvimento,
maturacdo e diferenciacdo das diversas linhagens celulares sanguineas e
imunoldgicas, um dos primeiros indicadores do enxerto é a recuperagao neutrofilica e
plaguetaria (LIGEIRO, 2016).

O processo de recuperacao hematoldgica (pega do enxerto) e da reconstituigao
imunoldgica (RI), dependera de diversos fatores como: idade do receptor, diagnodstico
inicial, complexo principal de histocompatibilidade, regime de condicionamento, uso
de deplecdo das células T, imunoprofilaxia contra DECH e da presenca de infeccoes
pré e pos transplante (REIS; VISENTAINER, 2004; LACERDA, 2004; ADMIRAAL et
al., 2016). A Rl € monitorada através do exame de imunofenotipagem por citometria
de fluxo multiparamétrica (CFM), das subpopulagdes linfocitarias. (FEDELE, 2012;
FALLEN et al., 2012; CARDOSO; SANTOS-SILVA, 2019).

O monitoramento ganhou destaque através de analises mais detalhadas de
subconjuntos de linfécitos T, além dos linfécitos B e NK. (DEKKER, et al., 2020). A
pesquisa dessas populacdes linfocitarias € avaliada pelo uso de anticorpos
monoclonais como; linfocitos T CD3*, linfécitos T helper ou auxiliares (CD3*CD4%),
linfocitos T citotdxicos ou citoliticos (CD3*CD8*), linfocitos B CD19* e linfocitos NK

CD16" e/lou CD56" (ABBAS; LICHTMAN, 2005, HOLMBERG-THYDEN et al., 2021).
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No compartimento de linfocitos T, as células T naive (Tn) ou virgens, sao
fenotipicamente heterogéneas, capazes de se proliferarem e diferenciarem (DEKKER
et al., 2022). Nesse “pool” de Tn se encontram os linfécitos T recém-emigrados do
timo (RET), com fendtipo CD31*CD45RA", podendo ser quantificados por CFM, em
células T CD4* e TCD8* (BELTRAME, 2013; BATOROQV et al., 2017; DEKKER et al.,
2020).

A partir de 2000, alguns trabalhos mostraram a importancia da identificagao dos
linfécitos T RET (JUNGE et al., 2007; KOLHER; THIEL, 2008; GREINIX et al., 2014;
GABALLA, et al., 2016; GLOWALA-KOSINSKA,; et al., 2016; BATARQV; et al., 2017).
Estes estudos demonstraram que a expressao do CD31" nos linfécitos T CD4
representa um marcador celular da reativacado da fungao timica, que pode ser usado
para monitorar atividade timica, mesmo depois de terapia ablativa, como marcador da
competéncia imune.

No Complexo Hospital de Clinicas CHC-UFPR, a partir de 2010, foram
inseridos no painel de linfocitos na rotina pos transplante, marcadores para avaliar os
linfécitos T (RET). Nos pacientes transplantados por Anemia de Fanconi, a Rl dos
linfocitos T RET CD4*CD31*CD45RA* e CD8*CD31*CD45RA" tiveram os niveis
basais aumentados apenas seis meses apdés o TCTH, o que sugere que estes
linfécitos T ndo sao expansdes das células presentes no enxerto transplantado, e sim,
novos linfocitos T produzidos pelo hospedeiro (BELTRAME, 2013).

Diante do exposto e da necessidade de avaliar a Rl nos diferentes tipos de
doengas, o objetivo do presente estudo foi verificar a dindmica dos linfécitos T RET,
pos TCTH, em doengas hematoldgicas malignas e ndo malignas, no periodo de 2013
a 2020, de dois Centros Transplantadores, bem como avaliar associagao entre os
valores de linfocitos T, B e NK e dos linfécitos RET e as possiveis complicagdes

clinicas dessa terapia.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Desde 1998 o Laboratério de Citometria do CHC realiza os exames de
quantificacdo das subpopulagdes linfocitarias. Esta experiéncia permitiu um maior
conhecimento e motivagdo para os estudos posteriores na area da recuperacgao
imunoldgica (RI). No ano de 2014, o estudo em pacientes com Anemia de Fanconi,
utilizou um amplo painel de anticorpos monoclonais, inclusive marcadores para avaliar
os linfocitos RETs, que permitiu um melhor entendimento da Rl nesse grupo de
pacientes. A partir desse estudo houve a necessidade de avaliar os linfocitos T RET
em outras doencas hematolégicas malignas e nao malignas, além de outras
caracteristicas envolvidas no TCTH. Outro fator importante que justifica o estudo foi a
evolugao tecnoldgica do laboratério de citometria de fluxo, que passou a utilizar o
citbmetro de fluxo de oito cores a partir de 2017, que proporcionou a analise
simultdnea de varios marcadores, otimizando o estudo e melhor especificidade para

a avaliagao da célula-alvo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo principal

Quantificar as subpopulagdes linfocitarias T RET (recém-emigrado do timo),
de fendtipo CD4*CD45RA*CD31* e CD8*CD45RA*CD31* nas amostras de sangue
periférico dos pacientes submetidos ao TCTH nos dias D+100, D+180 e D+360.

1.2.2 Objetivos secundarios

a) Quantificar as subpopulag¢des linfocitarias de linfécitos T CD3*CD4Y,
CD3*CD8", linfécitos B CD19* e linfocitos NK CD16"e/ouCD56*.

b) Avaliar se os linfocitos T CD4* e RET CD4* estavam relacionados a reativacao
por CMV, DECH aguda e sobrevida global.

c) Avaliar se os biomarcadores CD31* e CD45RA* contribuiram na avaliagéo da

RI nos grupos das doengas hematoldgicas malignas e ndo malignas, maiores
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e menores de 10 anos e nos tipos de transplante (aparentado, n&o aparentado

e haploidéntico).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS (TCTH):
DEFINICAO E MODALIDADES DE TRATAMENTO PARA DOENCAS
HEMATOLOGICAS

O TCTH é definido pela substituicdo da medula éssea doente ou deficitaria por
células normais da medula éssea, sangue periférico e sangue de corddao umbilical,
com o objetivo de restabelecer a hematopoese; considerado ha algumas décadas uma
opcgao terapéutica potencialmente curativa para doengas hematoldgicas malignas e
nao malignas (ARMITAGE, 1994; GYURKOCZA; REZVANI; STORB, 2010; VELARDI
et al., 2021). O TCTH é indicado para uma variedade de doengas malignas e nao
malignas como: Leucemia aguda, Anemia Aplastica Severa (AAS), Imunodeficiéncia
Combinada Severa (Severe Combined Immunodeficiency - SCID), porém as
indicacbes se ampliaram para outras doencas: Linfomas, Mieloma Multiplo,
Sindromes Mielodisplasicas e outras formas de disturbios metabdlicos, hematoldgicos
e imunolégicos hereditarios (KOLINS et al., 2011; GABALLA et al., 2016, DEKKER et
al., 2022). As doengas hematoldgicas se caracterizam por alguma falha na
hematopoese, que € o processo de formacédo, maturacdo e desenvolvimento das
diferentes linhagens celulares do sangue, com origem em uma célula pluripotente ou
células-tronco hematopoiéticas (CTHs) (LIGEIRO, 2016). Entre as neoplasias
hematolégicas € a melhor opgao de tratamento para pacientes com leucemia de alto
risco ao diagnaostico, recidivadas e refratarias a quimioterapia (MORANDO et al., 2010;
DEKKER et al., 2020). As modalidades de TCTH s&o classificadas de acordo com o
tipo de doador em: autdlogo ou autogénico, quando as células sao originarias do
préprio paciente; singénico, quando o doador € um irm&o gémeo univitelino; alogénico,
quando o doador é geneticamente diferente do receptor, podendo ser familiar
(aparentado) ou nao familiar (ndo aparentado), o critério de selecao é estabelecido
entre a melhor compatibilidade, doador e receptor (PASQUINI; COUTINHO, 2004;
SOARES, et al., 2007).
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2.2 HEMATOPOESE E PEGA DO ENXERTO

A Hematopoese € um processo complexo que ocorre em um microambiente
“nichos” compostos de componentes celulares (osteoblastos, adipécitos, células
endoteliais vasculares, células-tronco mesenquimais, células reticulares, células
neurais) e acelulares (tensdo de oxigénio, concentragdo de calcio, cisalhamento e
suporte mecanico) de maneira dindamica e tem influéncia na diferenciacédo e
proliferacdo das CTHs (WANG, L. D, WAGERS, A. J, 2014).

A medula 6ssea é um tecido derivado do mesénquima que contém um tecido
conjuntivo de sustentacdo e nutrigdo do ambiente denominado estroma, onde se
localizam as CTHs ou stem cell. E nesse ambiente que as CTHs se proliferam
formando as diferentes linhagens celulares. Em adultos a produgdo das células
sanguineas é feita em ossos achatados e esponjosos como o esterno, ossos da bacia
ou crista iliaca, por¢des proximais dos umeros e fémures (VERRASTRO; LORENZI;
WENDEL NETO, 1996). Apdés o TCTH é necessaria uma avaliagao da regeneracao
total da hematopoiese, iniciando pelo repovoamento das células do enxerto na medula
Ossea, desenvolvimento, maturagdo e diferenciacdo efetora das diversas linhagens
celulares sanguineas e imunologicas (LIGEIRO, 2016).

A evolugcdo da granulopoese (formacdo e maturacdo dos neutrdfilos) é
considerada um indicador funcional do enxerto e da regeneracao hematopoiética. A
contagem celular absoluta de neutréfilos em sangue periférico superior a 500/mm3,
por trés dias consecutivos, ou uma Unica contagem superior a 1500/mm?, indica
regeneragcdao medular ou “pega” neutrofilica. A “pega” plaquetaria é definida pela
contagem de plaquetas acima de 20.000/uL, sem suporte transfusional por 7 dias
antecedentes a contagem (BOFFO, 2014; LIGEIRO, 2016). Outros leucécitos da
imunidade inata, como linfocitos NK e mondcitos, também podem ser vistos no
hemograma entre a as primeiras semanas apés o TCTH; e a recuperagdo da
imunidade celular e humoral dependendo do tipo de TCTH (autélogo ou alogénico)
pode levar em torno de seis meses ou anos (REIS; VISENTAINER, 2004; GEDDES;
STOREK, 2007).



18

2.3 IMUNIDADE INATA, ADQUIRIDA E RECONSTITUIGAO IMUNOLOGICA (RI)
APOS TCTH)

A condigao deficiente do sistema imunolégico do paciente pés TCTH, torna-
0 mais passivel a infecgdes oportunistas, que aumentam a mortalidade. A
recuperacao do sistema imunoldgico funcional, ocorre de forma gradativa, se inicia
pela recuperacdo dos leucécitos da imunidade inata, seguida da recuperagédo da
imunidade adaptativa (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A imunidade Inata é considerada a primeira defesa do sistema imunoldgico.
As células que primeiro atuam contra micro-organismos sdo os granuldcitos com
funcéo efetora no mecanismo de infec¢ao e inflamacéo. Enquanto nos tecidos essa
funcdo se divide entre os macrofagos, mastécitos e células dendriticas, que fazem
apresentacao e digestdo de antigenos. Estes constituintes celulares sao responsaveis
pela ativacao e direcionamento da imunidade adaptativa, que ocorre por das células
linfoides, que circulam pelo sangue periférico e por tecidos linfoides periféricos
(linfonodos). Os linfocitos tém a capacidade genética de portar receptores antigenos
especificos, de maneira que, entre milhdes de linfécitos cada um tera receptores de
antigenos de especificidades unicas, diferentes entre si, o que confere diversidade
estrutural e funcional, ou seja, um vasto repertorio de receptores linfocitarios
(JANEWAY JR et al., 2007).

Os neutrdfilos, eosindfilos e basofilos maduros presentes em sangue
periférico sdo leucdcitos resultantes da unidade de formacéao de colénias CFU-G, suas
funcdes sado diversificadas e geralmente estdo associadas, respectivamente a:
processos inflamatoérios bacterianos, produgéo de citocinas a respostas parasitarias,
processos de liberagdo e histaminas relacionados a reagdes alérgicas, todos
constituem parte da imunidade inata. Os mondcitos se originam da Unidade
Formadora de Colénia — Granulécito-Mondcitico (CFU-GM), fazem parte do sistema
imunoldgico inato, tem caracteristicas efetoras, com receptores de quimiocinas e
moléculas de adesédo. Podem migrar do sangue periférico para tecidos em processos
inflamatoérios. Quando ativados podem se diferenciar em macrofagos e/ou células
dendriticas, se caracterizando em células da imunidade adaptativa (LIGEIRO, 2016).

Os linfécitos B sao células da imunidade adaptativa, produzidas na medula
o0ssea. A membrana celular contém o receptor de antigeno da célula B (BCR), que &

uma forma de anticorpo ou imunoglobulinas. Os linfécitos T s&o produzidos no timo,
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onde também ocorre a diferenciacao e a selegcédo, quando expressam na membrana o
receptor de antigeno da célula T (TCR). Tanto linfécitos T quanto B, apos o processo
de maturagédo celular migram para os o6rgaos linfoides periféricos ou secundarios;
linfonodos, baco e outros tecidos associados a mucosas fazendo, portanto, parte da
imunidade adaptativa uma vez que essa se inicia em 6rgaos periféricos. Os linfécitos
NK, apesar ter o mesmo progenitor comum dos linfocitos B e T, ndo possuem em sua
membrana receptores antigeno-especificos, o que as caracteriza como células da
imunidade inata, capazes de matar algumas células infectadas por virus ou células
tumorais (JANEWAY JR et al., 2007).

A reconstituicdo imunoldégica funcional pode ser alterada por fatores pré e pés
transplante: a idade do paciente e consequente involucéo timica, a compatibilidade
HLA, regime de condicionamento e imunossupresséo e deplecdo de células T, estdo
relacionados (LACERDA, 2004), a dose de CTHs enxertadas (BOELENS; HOSSZU;
NIERKENS, 2020), a utilizagdo de sangue periférico como fonte celular mobilizadas
com fator estimulante de granulécitos, pode favorecer a Rl de linfécitos T, em relacéo
a enxertos com medula 6ssea (WALLER et al., 2019).

A avaliagdo da reconstituicdo imunoldgica leucocitaria quantifica de forma
percentual e absoluta as populagdes de: neutrofilos, mondcitos, eosindfilos, basoéfilos
e linfécitos. No entanto, a avaliagcdo da reconstituicdo imunoldgica linfocitaria &
realizada através do exame de imunofenotipagem por CFM, no qual sao utilizados
anticorpos monoclonais para avaliar as subpopulacgdes linfocitarias T, B e NK (natural
killer) (PEGGS; MACKINNON, 2004; AULETTA; LAZARUS, 2005). Os linfécitos T
comumente analisados sdo: linfécitos T CD3*, que possuem uma proteina de
membrana associada ao receptor de célula T (TCR) denominada CD3, a qual é
responsavel pela transdugao de sinal dos receptores antigénicos. Os linfocitos T
helper auxiliares expressam uma proteina de membrana denominada de CD4,
(CD3*CD4*), os linfocitos T citotoxicos ou citoliticos expressam uma proteina de
membrana conhecida como CD8 (CD3*CD8"); esses tipos células T diferem-se em
relacéo a classe de moléculas MHC, sendo MHC classe |l para células CD4 e MHC
classe | para CD8. Os linfécitos B CD19*, que sao capazes de produzir
imunoglobulinas ou anticorpos, contra antigenos reconhecidos pelo receptor de célula
B (BCR) e linfocitos NK CD16*CD56", tem atividade efetora que necessita manter o
equilibrio, entre ativacao e inibicdo, nos processos que combatem infecgao e tumores
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; LIGEIRO, 2016).
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A cinética da reconstituicdo imunolégica das células linfoides ocorre de
maneira distinta, segundo Berger et al., (2008), as células que primeiro reconstituiram
foram os linfocitos NK, linfécitos T CD8*, enquanto os linfécitos T CD4* por até dois
anos apos o TCTH. A RI também foi descrita por Lacerda et al., (2004), em que as
células da imunidade celular (neutrdfilos e linfécitos NK) se recuperam rapidamente
em relacao a células da imunidade humoral. A recuperacao precoce dos linfocitos T
CD4* esta relacionada com melhor sobrevida global e menor mortalidade relacionada
a doenca e mortalidade relacionada ao transplante (FEDELE, 2012).

No repertorio de linfocitos T, a subpopulacdo de linfécitos T naive (Tn),
expressam a molécula CD45RA, de 200 kDa, que € uma isoforma do CD45 (antigeno
pan-leucocitario), porém com um segmento codificado por um exon designado como
A, enquanto os linfécitos T de memaoria expressam a isoforma CD45RO, de 180 kDa
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; JUNGE, et al., 2007). A molécula CD31 (PECAM-1), é
uma molécula de adeséao celular da superfamilia das imunoglobulinas, presentes em
leucécitos ativados e nas jungdes intercelulares das células endoteliais, descrita como
uma glicoproteina transmembrana de 130-kDa, estao presentes nas células Tn. Essas
células possuem uma grande quantidade de TRECs (T cell receptor excision circles),
um rearranjo génico do receptor da célula T estavel dentro dos linfocitos, que n&o se
replicam e sao diluidos com a divisdo celular, portanto sdo 6timos marcadores de
células T virgens recém-emigradas do timo (RET). A técnica capaz de identificar e
quantificar as TRECs é a PCR (Reacao de cadeia de polimerase) através da
purificagéo e isolamento do DNA (acido desoxirribonucleico) (JANEWAY JR et al.,
2007; GLOWALA-KOSINSKA et al., 2016).

O monitoramento dos linfécitos T RET apds o TCTH, mesmo que por métodos
diferentes a PCR, pode ser considerado relevante, pois podem auxiliar a determinar
quais fatores afetam a RlI, tanto relacionados ao pré quanto aos pos transplante. Para
avaliar a producdo timica, uma metodologia alternativa € o monitoramento dos
linfocitos T RET de fendtipo CD4*CD31*, por CFM. (GABALLA et al., 2016). O que
contribui para a avaliagdo da reativacédo timica pos TCTH, especialmente para o
acompanhamento de criangas em condi¢des linfopénicas, tendo em vista que os
linfocitos T RET, contém altos niumeros de TRECs e teldbmeros preservados, indicando
que essas células estdo no inicio do seu desenvolvimento e ndo dividiram muitas
vezes (JUNGE et al., 2007).
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Monitorar a funcdo timica € considerado de grande importancia, uma vez
que no timo ocorre maturacdo, diferenciacdo e selegdo positiva e negativa dos
linfocitos T. Métodos radiolégicos podem medir o tamanho do timo, no entanto, estimar
a efetividade timica, mesmo que de forma semiquantitativa, € possivel por CFM,
através da expressao fenotipica CD31* (VELARDI, et al., 2021).

2.4 TIMOPOESE

O timo é o 6rgao responsavel pela maturagao das células linfoides T. A fungao
timica diminui em funcéo da idade, mas conserva seu potencial de diferenciagdo das
células T (REIS; VISENTAINER, 2004). Apés o TCTH a reconstituicao dos linfocitos
T € um processo complexo, podendo ser dividido em duas fases: timo-independente
ocorre nos primeiros meses, através da expansdo periférica homeostatica dos
linfocitos T, infundidos juntos com o enxerto e que nao foram eliminados com a
imunossupressao, o enxerto contém linfocitos T virgens e de memoria capazes de
repor parte do compartimento de linfocitos T, com a reconstituicao principalmente de
linfocitos T CD8, fornecendo imunidade nos primeiros meses. (AZEVEDO, 2013;
DEKKER et al., 2020). Outra fase da reconstituicao € timo-dependente, descrita como
producao de novos linfécitos T, a partir de progenitores linfoides no timo. A reativagao
timica € mais tardia, a reconstituicao dos linfécitos CD4, portanto € mais lenta,
podendo levar meses ou anos, depende da idade do paciente transplantado, fonte de
CTHs e imunossupressao. Dessa forma, a timopoese é um dos mecanismos de
recuperacao do “pool’ periférico das subpopulagdes T, proporcionando renovagao do
repertorio de receptores de células T (TCR) (VOLTARELLI, 2000; AZEVEDO, 2013).

A acgao de farmacos imunossupressores, com intuito de impedir as
manifestacbes da DECH e a rejei¢cdo as células do enxerto, diminui ou elimina células
imunocompetentes do receptor, fato que provoca defeitos reconstituicdo inata e
adaptativa, além de atraso na Rl que podem levar paciente a maior incidéncia de
infeccbes, principalmente virais e consequentemente menor sobrevida global.
Reestabelecer o sistema imunolégico, principalmente os linfécitos T CD4* é crucial
para bom resultado do transplante. (BERTANIA et al., 2022)

No trabalho de Ligeiro (2016), a timopoese foi avaliada pela identificagao e
quantificacdo das células T RET, definidas pela expressdo da molécula CD31, o qual

demonstrou dependéncia da idade. A quantidade de linfécitos T RET diminuiu
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significativamente em pacientes no da final puberdade, de maneira acentuada em
pacientes com idade avangada. A literatura sugere a importancia dos linfocitos T RET
apos o transplante de medula éssea, para monitorar a reativacdo da fungao timica,
prejudicada pela agado mieloablativa e imunossupressora (JUNGE et al., 2007;
KOHLER; THIEL, 2008; GREINIX et al., 2014).

Segundo Bertania, et al., (2022), quantificagdes mais refinadas da Rl, como
a quantificacdo dos T RET, além de indicar, fungcao timica efetiva, com a nova
producao de células T, uma vez que essas podem originar um repertorio de células T
diversificado, também podem estar associadas a diferentes respostas aos protocolos

de imunoprofilaxia, visto que esses retardam a RI (BERTANIA, et al., 2022)

2.5 COMPATIBILIDADE HLA (ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO)

Os principais genes envolvidos com compatibilidade celular ou tecidual, foram
denominados de complexo principal de histocompatibilidade ou (MHC — Major
Histocompatibility Complex), apresentam estruturas e fungdes diferente e se dividem
em: classe | e ll. Os genes humanos responsaveis pela rejeicao de tecidos, tornou se
genericamente mais conhecido por (HLA — Human Leukocyte Antigens) e estéo
localizados no brago curto do cromossomo 6, sdo excessivamente polimorficos, com
expressao variada de glicoproteinas. O sistema HLA possui 6 genes que codificam as
moléculas de classe | (HLA-A, HLA-B, HLA-C), reconhecidas em células nucleadas e
plaguetas; e da classe |l (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP), identificadas em linfocitos B e
células apresentadoras de antigenos (células dendriticas e macréfagos) (DARIO,
2016; MENEZES, 2019).

A compatibilidade entre os genes HLA (doador — receptor) é um fator genético
diretamente relacionado ao sucesso em transplantes alogénicos, no que se refere a
rejeicdo, tendo papel fundamental no sistema imunoldgico, uma vez que o sistema
HLA ¢é responsavel pelo controle e codificagdo de moléculas presentes nas
membranas celulares. Além disso, tem funcdo de apresentacdo de antigenos
peptidicos aos receptores de linfocitos T (TCR). As diferengas genéticas no sistema
HLA entre doador e receptor estdo associadas a falha do enxerto (DARIO, 2016).
Diferengas em dois ou mais locus aumentam os riscos de DECH e mortalidade (PARK,
SEO 2012).
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Técnicas moleculares de tipificacdo do sistema HLA, permitem uma
melhor/aperfeicoada escolha de um doador para o TCTH. A tipificacdo do HLA
consiste em identificar antigenos reunidos no (MHC), dos quais sao avaliados os locus
A, B, C, DR, DQ. As técnicas se diferenciam em baixa e alta resolucao, a identificacao
da sequéncia de nucleotideos de DNA, é realizada por PCR. Prioriza-se que a tipagem
HLA para transplantes alogénicos nao aparentados (NAP), seja de alta resolugao para
classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C); e para classe Il, os alelos DRB1 e DQB1. A
auséncia de compatibilidade (mismatch) em DQB1, pode ser aceita quando
compativel com (HLA-A, HLA-B e HLA-C e DRB1) (KOLINS et al.; BOFFO, 2014).

A possibilidade de conhecer detalhadamente o sistema HLA, favorece a
selecdo do doador (relacionado ou n&o relacionado) e uma melhor opg¢édo de
plataforma de transplante (PASQUINI; COUTINHO, 2004; BOFFO, 2014). A busca por
doador HLA compativel primeiro € feita na familia, embora a probabilidade de
encontrar um irmao totalmente compativel seja de apenas 25% (KOLINS, 2011). Caso
nao encontre doador compativel na familia (aparentado), faz se a busca por um
doador ndo aparentado, através de informacdes contidas em bancos de medula éssea
(REDOME, 2022).

Nos ultimos anos, na auséncia de doadores irmaos HLA
idénticos/compativeis, a selecdo de doadores alternativos tem aumentado, sendo o
transplante de células-tronco haploidéntico mais utilizado. Esta possibilidade facilitou
o encontro de doadores familiares possiveis (méae, pai, filhos), no qual apenas um
haplétipo do doador € semelhante ao receptor (WANG, 2019; ZHANG; TEY, 2019). O
uso de alta dose de ciclofosfamida pos TCTH haploidéntico (PT/Cy-haplo) € uma
alternativa em relagao a deplecao de células “ex vivo”, para Nakamae, et al., (2019) a
dose Ciclofosfamida pds transplante, podera diferenciar o perfil de Rl dos linfocitos T,

bem como contribuir para indugéo de tolerancia imunoldgica.

2.6 CONDICIONAMENTO E IMUNOSSUPRESSAO

Antes de ser submetido ao TCTH, o paciente passa por uma ablagao
praticamente total da medula Ossea, esta etapa € denominada de regime de
condicionamento pré-transplante, ou seja, um preparatério com a finalidade de
destruir as células anormais, nos casos das doencas malignas (PASQUINI;
COUTINHO, 2004; FONSECA; SECOLI, 2006). Essa etapa ocasiona aplasia medular
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e preparara o local para receber o enxerto, criando espaco para que as CTHs
infundidas, possam proliferar e se diferenciar. O regime € escolhido de acordo com o
tipo da doenga de base, condi¢cdo clinica e idade do paciente. O regime de
condicionamento mieloablativo € realizado pela associagdo de agentes
quimioterapicos antineoplasicos (ciclofosfamida, bussulfano, fludarabina), geralmente
altas doses e por irradiacao corporal parcial ou total. O regime de condicionamento de
intensidade reduzida (RIC) é realizado por antineoplasicos associados a farmacos
imunossupressores, em doses reduzidas (bussulfano, fludarabina, micofelonato de
mofetil, Campath, ATG), (PASQUINI; COUTINHO, 2004; FONSECA; SECOLI, 2006;
GYURKOCZA; REZVANI; STORB, 2010). O regime de condicionamento € um dos
fatores que influenciam a uma Rl adequada ou tardia, principalmente dos linfocitos T
CD4*, que pode se estender por meses ou anos (HOARE; et al.,2017).

A imunossupressao, imunoprofilaxia da DECH ou indugao é realizada com
farmacos imunossupressores, que por definicdo suprimem/inibem a resposta
celular/humoral, tendo como finalidade prevenir a rejeicdo do enxerto pelas células
imunocompetentes do receptor (SOARES et al.,2007).

A escolha do tipo de profilaxia da DECH é baseada na doenca de base,
incompatibilidade do HLA, condicionamento e as caracteristicas do paciente. Os
imunossupressores, conforme Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas de
Imunossupressao (CONITEC, 2016), sao classificados quanto ao mecanismo de agao

em:

e Inibidores especificos da célula T ou inibidores da calcineurina: atuam pela
inibicdo da calcineurina, proteina citoplasmatica, que por meio de drogas como
ciclosporina (CSA) e tracolimus, impedem a expressao da interleucina (IL-2),
responsavel por estimular o crescimento e diferenciacdo dos linfocitos T.

e Agentes citotoxicos ou farmacos antiproliferativos: a acdo imunossupressora
atua diminuindo a sintese dos precursores de nucleotideos das bases puricas,
que participam da sintese de DNA e RNA inibindo a expanséo dos linfécitos T
e B, como exemplos temos: metotrexato; inibidor da dihidrofolato redutase, o
qgue acarretara a diminuigdo na producgéao de interleucinas, citocinas, interferon,
fator de necrose tumoral (TNF), etc. O micofenolato de mofetila (MMF); inibidor
reversivel da desidrogenase da inosina monofosfato, enzima envolvida no clico

celular, afeta a capacidade proliferativa dos linfocitos.
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e Glicocorticoides: amplamente conhecidos e utilizados como
imunossupressores e anti-inflamatoérios em diferentes situagdes clinicas, entre
eles: predinisona, predinisolona e metilpredinisolona.

e Anticorpos imunossupressores: sdao farmacos de fungao terapéutica dirigida,
considerados especificos, pois se ligam a moléculas da superficie linfocitaria.
O mecanismo de acgao diminui a agao dos linfocitos circulantes, bloqueando
sua funcao e consequente apoptose. O ATG (globulina anti-timocitica) € um
anticorpo murino que atua contra a cadeia € do CD3, uma molécula trimérica

localizada na superficie dos linfécitos T humanos.

A imunossupressao faz com que o paciente necessite de maiores cuidados,
porque o déficit imunoldgico favorece o surgimento de infec¢des bacterianas, virais e
fungicas, o que faz dessa etapa um periodo delicado pés TCTH (KOLINS et al., 2011,
GABALLA et al., 2016).

2.7 DECH AGUDA

A DECH aguda, se caracteriza principalmente em relagdo aos sinais e
sintomas e quanto ao acometimento dos érgaos, acontecem nos primeiros dias apés
o transplante, quando os linfécitos T do doador contidos no enxerto, desencadeiam
uma reagao imunoldgica contra antigenos de histocompatibilidade distintos, através
da capacidade de se proliferarem e se diferenciarem, podendo ocasionar necrose
tecidual (SOARES et al.,2007). Desde 2005, a sindrome clinica foi definida como,
‘DECH aguda classica” antes do D+100; a qual acomete um ou mais 0Orgaos,
principalmente: pele, figado e trato gastrointestinal (TGI), (BOUZAS et al., 2010).
Conforme Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas de Imunossupressao
(CONITEC, 2016), os fatores que desencadeiam os sintomas sdo: disparidade de
compatibilidade HLA, sexos diferentes entre doador e receptor; fontes distintas de
CTHs, regime de condicionamento e imunoprofilaxia. As manifestagdes clinicas mais

comuns Ssao:

e Rash maculopapular em: orelhas, ombros, plantas das maos e dos pés. Sendo
classificado quanto ao grau de envolvimento pela extensdo e gravidade das

lesoes.
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e TGI: pode agredir porgdes inferior e superior, causando nauseas, vomitos,
diarreias, dores abdominais. Exames histopatolégicos, endoscopias,
colonoscopias podem confirmar a DECHa.

e Lesdao Hepatica: ocorre aumento das enzimas hepaticas (bilirrubinas e
fosfatase alcalina).

Para avaliar o estadiamento e graduagao da DECHa foi proposta em 1974 por
Glucksberg e cols. Cada 6rgao afetado pode ser avaliado conforme o estagio de
acometimento laboratorial ou clinico, enquanto que a graduacéo inicial serve para
estimar a resposta ao tratamento e a profilaxia, sua classificagcao consiste em Grau 0
(nenhum), | (leve), Il (moderado), Il (grave), IV (com risco de morte). Algumas
informagdes quanto ao estadiamento e a graduacado da DECHa estdo descritas no
apéndice 1, conforme Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas Imunossupressao
pds transplante de Medula Ossea (CONITEC, 2016).

2.8 DECH CRONICA

A DECHc foi classificada em 1980 como limitada, atingindo pele e/ou figado;
ou extensa, comprometendo pele de forma limitada ou disseminada, associada ao
comprometimento em outros 6rgados (BOUZAS et al.,, 2010). Acontece dentro do
primeiro ano, mas podem se estender por anos poés transplante. A fisiopatologia
consiste em inflamacgao, processos imunoldgicos e fibrose. Considerada como uma
sindrome heterogénea de dificil diagndstico e avaliagdo da gravidade e com o objetivo
de melhorar a conduta clinica e terapéutica, o Consenso do National Institute of Helth
(NIH) 2005, padronizou os critérios que definem o diagnostico de DECHc. No ano de
2014, tais critérios foram atualizados e pelo menos uma manifestacdo clinica
confirmados por exames laboratoriais, exames de imagem, bidpsia e avaliagdo com
outras especialidades médicas. Os sinais e sintomas clinicos podem atingir: pele,
unhas, boca, olhos, genitalia, TGI, figado, pulmdes, musculos e articulagdes. Além de
alteracdes hematopoiéticas (plaquetopenia, linfopenia), imunolégicas (AHAI, PTI). E

considerada a maior causa de morbidade e mortalidade tardia (CONITEC, 2016).
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2.9 CITOMETRIA DE FLUXO MULTIPARAMETRICA (CFM)

A CFM ¢é uma metodologia capaz de caracterizar e diferenciar
fenotipicamente tipos celulares e avaliar intrinsicamente caracteristicas como:
conteudo de DNA, RNA, receptores de atividade e fosforilagdo enzimatica, citocinas,
citotoxidade, apoptose e outras. Essa técnica evoluiu desde a década de 50, quando
primeiros contadores celulares automatizados surgiram, desenvolvido por Wallace
Coulter, que realizavam apenas a contagem de hemacias e leucécitos (Coulter
Counter modelo A, patenteado em 1957). Ja na década de 60 a citometria de fluxo
“‘moderna” se destacou com um equipamento capaz de separar células (cell sorter),
desenvolvido por Mack J. Fulwyle, utilizando o principio de Wallace Coulter, definindo
o tamanho celular e desviando-as eletrostaticamente. O primeiro citdbmetro de fluxo
que utilizou o laser argbnio (488nm) como fonte luminosa ocorreu em 1969,
desenvolvido por Paul Mullaney, que combinou a medi¢ao da dispersado da luz com a
utilizacdo de uma fluorescéncia, a qual denominamos de citometria de fluxo
multiparamétrica (CFM). Com o passar do tempo outros compostos fluorescentes ja
conhecidos foram agregados a outros compostos e sdo denominados de tandem, ou
seja, constituidos por duas moléculas ligadas entre si (BD, 2022). A possibilidade de
mais fluorocromos, permitiu em um uUnico ensaio a capacidade de utilizar outros
marcadores fenotipicos, além da avaliagao de tamanho (FSC) e complexidade celular
(SSC) (BERTHO; FERRAZ, 2013; HOLMBERG-THYDEN, et al., 2021).

A imunofenotipagem por CFM é um método util para diagnostico,
classificagao, prognostico, estadiamento, caracterizacdo fenotipica das neoplasias
hematopoiéticas, quantificagdo de CTHs, monitoramento da RI, entre outras
aplicagdes (VOLTARELLI, 2000; SILVA; VASCONCELOS; SALES, 2013; CARDOSO;
SANTO-SILVA, 2019; HOLMBERG-THYDEN, et al., 2021). Baseia-se na
determinagcdo de paréametros morfolégicos e funcionais das células, por meio da
deteccao da dispersdo da luz, quando interceptadas individualmente por fontes
luminosas (lasers), em uma cémara especial (célula de fluxo) permitindo a
possibilidade de avaliar varios parametros ao mesmo tempo. A fluorescéncia emitida
por substancias (fluorocromos) ligadas a superficie ou interior das células é detectada
e gerada por anticorpos monoclonais marcados com os fluorocromos, e permitem a
analise qualitativa e quantitativa de padrdes de expressédo de antigenos (clusters of

differentations — CDs) em populagdes celulares de interesse, sendo que cada tipo
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celular expressa um padrdo de CDs diferente. O uso de marcadores celulares/
anticorpos monoclonais (AcMo), auxiliam na qualificagdo e quantificacéo
(caracterizagcdo) das células do sistema imunoldgico (BERTHO; FERRAZ, 2013;
HOLMBERG-THYDEN, et al., 2021). Os ensaios de imunofenotipagem celular se
tornaram mais especificos e sensiveis, uma vez que os citométros de fluxo também
se transformaram em equipamentos mais robustos e confiaveis. A definicao
sistematica de painéis padronizados, equipamentos calibrados, compensados e
otimizados permite a reprodutibilidade e confiabilidade da técnica de CFM
(HOLMBERG-THYDEN, et al., 2021).



29

3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo observacional, analitico, coorte ndo comparado, com coleta

retrospectiva de dados.

3.2 HIPOTESE

Considerando a natureza associativa dos estudos coorte, o TCTH por
doengas hematoldgicas malignas ou n&o malignas foi posicionado como variavel
independente e a reconstituicdo imunoldgica dos linfécitos T RET como variavel
dependente, construindo assim as hipoteses.

HO: O TCTH HLA aparentado, ndo aparentado e haploidéntico em suas
diferentes caracteristicas (diagnodstico, condicionamento e imunoprofilaxia), ndo tem
relacdo com a reconstituicdo imunoldgica dos linfocitos T RET.

H1: O TCTH HLA aparentado, ndo aparentado e haploidéntico em suas
diferentes caracteristicas (diagndstico, condicionamento e imunoprofilaxia), tem

relagcdo com a recuperagao imunoldgica dos linfécitos T RET.

3.3 LOCAL E PERIODO

O estudo foi realizado por meio do Programa de Pés-Graduagéo da Saude da
Crianca e do adolescente PPGSCA- UFPR. A coleta dos dados feita na Unidade de
Oncologia Hematologia e Transplante (UOH) CHC-UFPR, no setor de Citometria de
Fluxo da Unidade de Analises Clinicas e Anatomia Patologica (UACAP). No Servigo
de TMO do Hospital Infantil Pequeno Principe (HPP), no Laboratério de Citometria de
fluxo do HPP, pelo acesso aos laudos, no periodo de dezembro de 2020 a dezembro
de 2022.
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3.4 POPULACAO FONTE

O CHC-UFPR realizou o primeiro transplante na América Latina em 1979 e
atualmente uma média de 60 transplantes por ano. Também participaram deste
estudo, pacientes que realizaram TCTH no Hospital Pequeno Principe, atuante nessa
area desde 2011 e atualmente tem uma demanda de TCTH semelhante ao CHC-
UFPR.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos neste estudo os pacientes com idade até 17 anos completos,
submetidos ao primeiro TCTH entre 2013 a 2020, com estudo das subpopulacdes
linfocitarias com os marcadores de linfécitos T CD3*CD4*, CD3*CD8* e RETs
(CD31*CD45RA"), linfécitos B CD19" e linfécitos NK CD16*CD567, independente do
sexo ou do diagndstico, com sobrevida maior que100 dias e que receberam infusao
da medula dssea ou sangue periférico com pega do enxerto.

3.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos deste estudo pacientes com exames ou prontuarios com
dados incompletos bem como resultados com falha nos “Ds” pés transplante, como
analises inferiores ao D+100 e/ou superiores ao D+360, bem como pacientes que
receberam CTHs de sangue de corddo umbilical (SCU), com rejeigdo do enxerto e

que realizaram transplante autologo.

3.7 POPULAGAO DE ESTUDO E AMOSTRA

A selecédo inicial foi de 244 pacientes com um total 402 amostras. Apés a
selecdo com os critérios de exclusdo, o numero de pacientes foi de 186 e 299
amostras com analises das subpopulacdes linfocitarias as quais tinham no minimo
uma (1) analise dos linfécitos T RET, nos dias: D+100, D+180, D+360.
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FIGURA 1 — Populagao de estudo e amostra inicial (A) pacientes e (B) exames.
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FONTE: A autora (2023).

3.8 VARIAVEIS DE ESTUDO E DESFECHOS

a) Pré-TCTH: Dados demogréficos: idade, género, diagnéstico (doengas

malignas, faléncias medulares, erros inatos da imunidade e erros inatos do

metabolismo),

fonte de CTH,

tipo de doador, condicionamento

(mieloablativo: MAC e intensidade reduzida: RIC), imunoprofilaxia da

DECH, uso de r-ATG, uso de ICT, sorologia doador e receptor CMV.

DESFECHOS Pés-TCTH: Pega neutrofilica, pega plaquetaria, reativagao

por CMV, DECH aguda, DECH crénica e sobrevida global.
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c) DESFECHOS de RI: contagem absoluta de leucodcitos, linfocitos e
subpopulagdes (T, RETs, B e NK).

3.9 CITOMETRIA DE FLUXO MULTIPARAMETRICA UTILIZADA

As amostras foram processadas no periodo entre 2013 a 2017 e adquiridas
nos Citdmetros da Becton e Dickinson FACSCalibur™ e FACS Canto |I.

Até 2017 foi utilizado o FACSCalibur™ composto de 02 lasers: azul (488nm)
e vermelho (633nm) analégico, com quatro canais de fluorescéncia: FL1, FL2, FL3,
FL4 que possibilitava em um unico ensaio quatro marcadores fenotipicos, FSC e SSC.
Os dados foram adquiridos por meio do programa BD CellQuest ™ (Becton Dickinson,
San Jose, CA, EUA). A partir de 2017 foi utilizado o FACSCanto™ Il que contém 03
lasers; azul (488nm), vermelho (633nm), violeta (405nm) com oito canais de
fluorescéncia sendo identificados pelo laser azul: FITC (Isotiocianato de fluoresceina),
PE (Ficoeritrina), PerCP, (Proteina peridinina clorofila, PECy7 (Ficoeritrina e cianina
Cy7); pelo laser vermelho: APC (aloficocianina), APC-H7 (aloficocianina H7); e laser
violeta V450/Pacific Blue e V500c/Pacific Orange, tecnologia é digital, com maior
sensibilidade e resolucdo. Os dados foram adquiridos no Software BD FACSDiva
6.1 ™ (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) (MS INCA, 2022).

A atualizagao de tecnologia, também aconteceu para os exames de RI que
foram solicitados e realizados no HPP, os quais tivemos acesso apenas aos laudos.
Os dados foram compilados numa tabela com os marcadores fenotipicos utilizados,
para cada subpopulagao linfocitaria foram realizados os exames de Rl no CHC e no
laboratério de CFM.

As subpopulagdes linfocitarias foram quantificadas e caracterizadas pela
expressao fenotipica: linfocitos T CD3*, T auxiliares CD3*CD4*, T citoliticos
CD3*CD8**, linfocitos B CD19*, linfécitos NK CD16*CD56*, T RET
CD4*CD31*CD45RA" e RET CD8*CD31*CD45RA", relativo e absolutos. Os painéis
de anticorpos utilizados podem ser observados na Tabela 1. Abaixo exemplo de
estratégia de analise de subpopulacdes linfocitarias, realizadas com o Software

Infinicyt ™ Cytognos, conforme ilustrado na Figura 2.
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FIGURA 2 — Estratégia de analise de subpopulagdes linfocitarias utilizando o programa Infinicity 2.0.
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FIGURA 2 — Andlise de subpopulagdes linfocitarias (continuagao)
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(C) Gate de linfocitos SSC-A x CD45+ marcados pelos fendtipos de T, B e NK, (D) Gate de linfocitos
SSC-A x CD3+, (E) dot plot- Linfécitos B CD19+ (amarelo) x Linfécitos T CD3 + (azul) e linfécitos NK
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dot plot- Gate linfocitario e RET CD4+ (rosa) e RET CD8+(vermelho), (H) dot plot- Gate linfocitos T e
RET CD4+ (rosa) e RET CD8+ (vermelho).

Citdbmetro de fluxo -FACSCanto [I™ BD Biosciences.

FITC (Isotiocianato de fluoresceina), PE (Ficoeritrina), PerCP (Proteina peridinina clorofila), PECy7
(Ficoeritrina — cianina7 conjugado tandem), APC (aloficocianina), APC-H7 (Aloficocianina H7), PB
(Pacif Blue), V450, V500.

FONTE: A autora (2023).
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TABELA 1 — Anticorpos monoclonais e fluorocromos utilizados no Citdbmetro BDFACSCalibur™ e

Citobmetro BDFACSCanto™ |II.

SUBPOPULAGOES LINFOCITARIAS e PAINEIS

FLUOROCROMOS FLUOROCROMOS
, MARCADORES CLONE — MARCA CLONE — MARCA
LINFOCITOs | Men «lBORE
FACS Calibur FACS Canto Il
T CcD3 FITC -SK7: APG- SK (BD) FITC -SK7; APC-H7- SK7 (BD)
puxiliares CcD4 PercP- SK3 (BD) APC-SK3; V-450-SK7 (BD)
CD4 PB-13B8.2 (BC)
citotaxicos cD8 APC- SK1 (BD) FITC- HIT8a PercP- HIT8a;
APC-SKI (BD)
RET CD4 _
CD4CDBICDASRA | (pyemn FITC.Las (BD) CDASRA FITC-L4¢;
CD31 PE-WM59 (BD :
RETCD8 | -ngcD31CDasRA (BD) CD31 PE-WM59 (BD)
B CD19 PercP/PECy5- HIB19; Pex;ggﬁfgzés(gzg K
APC-HIB19 (BD)
NK CD16 PE-3G8 (BD)
. CD16CD56 CD16 FITC, PE-3G8 (BD)
(natural killer) CD56 PE-N901(NKH-1) (BC) CD56 PE-N901(NKH-1) (BC)
. CD3CD8CD45CD4 | CD3 FITC-SK7, CD8 PE-SK1; CD45 PECy-5-HI30;
Multitest™ CD45 PercP-2D1; V-500-HI30 (BD)

CD4 APC-SK3 (BD)

LEGENDA: BD (Becton Dickinson-Biosciences), BC (Beckman Coulter), (FITC (Isotiocianato de fluoresceina),
PE (Ficoeritrina), PerCP (Proteina peridinina clorofila), PECy5 (Ficoeritrina — cianina5 conjugado tandem), PECy7
(Ficoeritrina - cianina7 conjugado tandem), APC (Aloficocianina), APC-H7 (Aloficocianina H7), PB (Pacif Blue),

V450, V500.

FONTE: A autora (2023).
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3.10 METODOS E PROCEDIMENTOS DE ESTUDO

Todos os dados foram coletados de arquivos, prontuarios fisicos ou
eletrénicos (SIH) do laboratério de Citometria de fluxo e dos ambulatérios da UOH do
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana - CHC/UFPR e no
Servico de TMO do Hospital Infantii Pequeno Principe (HPP) e Laboratério de
Citometria de Fluxo do HPP.

3.11 TABULACAO E GERENCIAMENTO DE DADOS

Todos os dados foram coletados e registrados exclusivamente pelo
pesquisador com os resultados obtidos por meio da consulta de prontuarios fisicos e
de banco de dados eletronico, sendo em seguida registrados em planilha eletrénica -

Excel, conferidos e exportados para software Statistica v.10.0 (Stasoft®).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por média, desvio
padrdo, mediana, minimo, maximo e amplitude interquartil, além de variaveis
categoricas que foram descritas por frequéncias absolutas e percentuais. Os tempos
decorridos até a ocorréncia de desfechos foram descritos por curvas de Kaplan-Meier.
Para a comparacéao de grupos definidos pelas classificagdes de variaveis clinicas, em
relacédo aos resultados dos marcadores de recuperagédo imunoldgica, foi usado o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney ou teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e o
teste post-hoc de Dunn. A condicdo de normalidade de variaveis quantitativas
continuas foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. Para as comparacdes multiplas feitas pelo teste de
Dunn, os valores de p foram corrigidos por Bonferroni. Os dados foram organizados
em planilha Excel® e analisados com o programa computacional IBM SPSS Statistics
v.28.0.
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3.13 ETICA EM PESQUISA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa — CEP, CHC-
UFPR. O parecer consubstanciado estd registrado com numero CAAE:
21249219.6.0000.0096. Associacao Hospitalar de Protecao Infancia Dr. Raul Carneiro
(HPP) CAAE: 21249219.6.3001.0097 (Anexo 1).

3.14 MONITORIZAGAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada considerando as medidas de prote¢cao, minimizagao
de riscos confidencialidade, responsabilidade do pesquisador e da Instituicdo, de
acordo com o compromisso firmado com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos do CHC- UFPR na ocasiao de submisséo do projeto.

3.15 FOMENTO PARA PESQUISA, PROFISSIONAL E INSTITUICAO
PARTICIPANTE

A pesquisa ndo contou com fomento de agéncias financiadoras. Os custos
foram financiados pelo préprio pesquisador, ndo havendo custos adicionais para a
Instituicdo, sendo utilizada apenas a estrutura fisica da UOH e do setor de Citometria

de fluxo.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Esta dissertacao foi escrita de acordo com o Regimento do Programa de Pds-
Graduagdo em Saude da Crianca e do Adolescente (PPGSCA-UFPR), de 14 de
outubro de 2019, o qual prevé que dissertagcdes de mestrado podem ser apresentadas
de acordo com o modelo “misto”, anexando um artigo original relacionado a pesquisa,
em substituicdo ao modelo “tradicional” conforme o Manual de Normalizagdo de
Documentos Cientificos da UFPR.

Durante a elaboracao desta dissertacdo alguns dados e resultados foram
submetidos e aceitos, para apresentacao oral no Congresso da Sociedade Brasileira
de Terapia Celular e Transplante de Medula Ossea (SBTMO) publicados no Journal
of Bone Marrow Transplantation and Celular Therapy (JBMTCT), em 2022 e 2023,
seguem links abaixo.

https://www.jbmtct.com.br/seer/index.php/jpmtct/issue/view/12/14

https://www.jbmtct.com.br/seer/index.php/jpmtct/issue/view/17/20 .

Além da produgao de um artigo cientifico submetido na Revista Cytotherapy em 17 de
setembro, 2023.
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Immune Recovery and the Role of Recent Thymic Emigrated T lymphocytes after

Pediatric Hematopoietic Stem Cell Transplantation

AUTHORS
Julie Lillian Pimentel Justus, Miriam P. Beltrame, Ana Paula de Azambuja, Yara C. Schluga,
Edna A. Martins, Maria Tadeu Lemes Rocha, Adriana Mello Rodrigues, Gisele Loth, Alberto

Lima, Carmem Bonfim.

ABSTRACT

Introduction: Adequate reestablishment of thymopoiesis is critical for long-term immune
reconstitution after hematopoietic cell transplantation (HCT), potentially impacting patient
survival rates. This study aims to evaluate immune reconstitution (IR) in pediatric HCT
recipients by quantifying recent thymic emigrants (RTE), specifically CD3*CD31"CD45RA"
cells. Methods: Retrospective analysis of 186 pediatric patients transplanted between 2013 and
2020, with immune recovery evaluation at three time points: D+100, D+180 and D+360 after
HCT. We analyzed the distribution of peripheral blood subsets of T, B and natural killer (NK)
lymphocytes and assessed the impact of underlying disease, HCT type, stem cell source,
recipient age, conditioning regimen, graft versus host disease (GvHD) occurrence and
cytomegalovirus (CMV) reactivation on immune recovery. Results: At D+100, patients under
10 years exhibited higher RTE CD4" and RTE CDS8" counts compared to older patients (5.3/uL
vs 2.2/ulL, p=0.022), and (48/uL vs 72.8/uL, p=0.049), respectively. Patients receiving a
haploidentical HCT had a lower RTE CD4" counts compared to those with unrelated or related
donors (2.4/uL, vs 4.4/ul. vs 7.9/uL, p=0.024), respectively. Administration of rabbit anti-
thymocyte globulin (ATG) negatively impacted RTE CD4+ production (median 6.5/uL vs.
2.4/ulL, p=0.007). At D+180, the presence of GvHD had a negative influence on RTE
production (11.7/uL, vs 56.8/uL p<0.001), particularly with higher-grade acute GvHD
(without-56.8/uL; Grades I- I1: 28.1/uL; Grades III — IV: 6.0/uL, p<0.001). Patients with CMV
reactivation had a higher RTE CD8" (median 204.6/uL vs 100.2/uL, p=0.022) compared to
those without reactivation. At D+360, no variables significantly affected RTE recovery. Overall
survival at 5-year follow-up was 87.7%, with a median of 1170 days (122 to 3316 days).
Multivariate analysis showed that age>10y (p=0.038), negative CMV donor serology
(»=0.0029), and acute GVHD (p=0.0026) had a negative impact on survival. Conclusion: This



40

study highlights variations in RTE production based on patient age, donor type and

immunosuppression regimen employed.

Keywords: immune recovery, recent thymic emigrants (RTE), hematopoietic cell

transplantation, flow cytometry.

INTRODUCTION

Hematopoietic cell transplantation (HCT) is a potentially curative procedure used as a treatment
for various malignant and non-malignant hematological diseases (ARMITAGE, 1994;
GYURKOCZA; REZVANI; STORB, 2010). Although the efficacy and safety of HCT have
increased in recent decades, the balance between conditioning therapy immunosuppression
donor type, age, graft source and especially HLA compatibility are factors that influence post-
transplant immune reconstitution (IR) (ADMIRAAL, et al., 2016; HOARE, et al., 2017;
DEKKER, et al., 2020). Functional T-cell immune reconstitution is a central factor for the
success of HCT (WALLER et al., 2019). Thymus-independent T-cell reconstitution occurs in
the first days after transplantation, through peripheral expansion of donor T lymphocytes that
have resisted to conditioning and immunosuppression (CHAUDHRY et al., 2017). Although
these cells have a restricted or dysfunctional repertoire, they can still protect the patient against
infection (JANECZKO-CZARNECKA, et al., 2020). The pathway that establishes effective
and long-term IR is a thymus-dependent pathway, or thymopoiesis, which is able to generate a
diverse pool of T lymphocytes in functional T cell receptors (TCR) (DEKKER et al., 2020;
JANECZKO-CZARNECKA, et al., 2020). There are several factors that affect or delay
thymopoiesis after transplantation. The age of the recipient and underlying disease are non-
modifiable factors with respect to reconstitution of thymic function (BERTAINA et al., 2022).
On the other hand, the intensity of conditioning, the use of total body irradiation (TBI) and
graft-versus-host disease (GvHD) immunoprophylaxis are modifiable risk factors, which may
still result in thymus gland (stromal compartment) injury and in a drastic reduction in thymic
function (CHAUDHRY et al., 2017, DEKKER, et al., 2020, VELARDI et al., 2021).
Multiparametric flow cytometry (MFC) enables identification and quantification of T
lymphocytes subpopulations, allowing a better understanding of each patient's immune status.
It is well-known that T-cell CD4 antigen is a simple biomarker that can be used in any transplant
platform (VAN ROESSEL et al., 2020; BERTAINA et al., 2022). A recent study showed that
a CD4" threshold of 50/uL in the first 100 days after transplantation was a predictor of overall
survival in patients with grade Il and IV GvHD (KONING et al., 2021).



41

The virgin or naive T-lymphocyte compartment, where recently emigrated T-lymphocytes
(RTE) from the thymus are found, is phenotypically heterogeneous. These cells with a naive
phenotype can be measured semi-quantitatively in MFC through the co-expression of CD31
(PECAM-1) and CD45RA antigens on CD4+ T cells (KOHLER; THIEL, 2009; BELTRAME,
2013; GABALLA, et al., 2016; DEKKER et al., 2020). RTE levels decrease as a result of
significant thymic damage and increase slowly from months to years after transplantation,
correlating with thymic recovery (VELARDI et al., 2021). In this context, we analyzed T-cell
subsets and RTE levels to verify immune reconstitution in pediatric patients, comparing with

modifiable and non-modifiable variables post HCT.

METHODS
Study design

This retrospective clinical study was conducted in Curitiba, Brazil. Inclusion -criteria
encompassed pediatric patients who had undergone a first allogeneic HCT for various
malignant and non-malignant diseases between 2013 and 2020 with at least one
CD31°'CD45RA" RTE lymphocyte subpopulation analysis after 3 months and within the first
year following their HCT.

Definitions

Neutrophil engraftment was defined as counts more than 0.5 x 10°/L in consecutive 3 days, and
the platelet engraftment as counts exceed 20 x 10°/L without transfusion in consecutive 7 days.
Acute graft-versus-host disease (aGvHD) and chronic GvHD (cGvHD) were diagnosed and
graded according to standard criteria (HOLLER, GREINIX, ZEIZER, 2019).

Overall survival (OS) was defined as the time from transplantation until the date of death or
last follow-up contact. GvHD prophylaxis treatment for related donors (RD) or unrelated donor
(URD) was based on cyclosporine-A (CSA) combined with short course methotrexate (MTX)
or CSA, Cyclophosphamide (Cy) and Micophenolate (MMF). All haploidentical hematopoietic
cell transplantation were performed using the posttransplant cyclophosphamide platform
(Haplo-PTCy) in association with CSA and Mycophenolate Mofetil. Rabitt Anti-thymocyte

globulin (r-ATG) was added mainly for alternative donor transplantation.
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Data collection

The patient’s baseline characteristics were collected from electronic patient records. This data
includes date of birth, age, sex, transplantation date, diagnosis, conditioning regimens (r-ATG
and Total Body Irradiation; TBI), donor type, stem cell source, CMV reactivation and
occurrence of acute and/or chronic GVHD. The longitudinal data comprising of cell counts of
RTE were automatically extracted from the laboratory database. Multiparameter flow
cytometry (MFC) study to monitor immunologic recovery was performed on days D+100,

D+180 and D+360.

Participant’s characteristics

In this study, 186 patients were included, 114 (61.3%) males; median age 7.8 years (2 months
-17.86 years), being 126 (67.7%) aged 10 years or less. The distribution of patients according
to underlying disease showed 76 (40.9%) malignant diseases (acute leukemia n=73, other
malignant diseases n=3) and 110 (59.1%) non-malignant diseases, being 69 (37.1%) bone
marrow failures (Fanconi anemia n=42, severe aplastic anemia n=20 and others n=7), inborn
errors of immunity 34 (18.3%) and 7 (3.8%) inborn errors of metabolism. In this cohort, 35
(18.8%) received stem cells from related donors (RD), 88 (47.3%) from unrelated donors
(URD) and 63 (33.9%) were transplanted from haploidentical donors. Bone marrow was the
stem cell source in 91%. Among the patients, 102 (54.8%) received a myeloablative while 84
(45.2%) a reduced intensity conditioning regimen. Additionally, 101 patients (54.3%) received
r-ATG, and 93 patients (50.0%) received total body irradiation (TBI). Among those who
received TBI, 59 patients (31.7%) received a dose exceeding 400 cGy, while 34 patients
(18.3%) received a dose ranging from 200 to 400 cGy. GvHD prophylaxis was administered as
follows: CSA + Methotrexate (MTX) in 101 (54.3%) individuals, CSA + PTCy + MMF in 73
(39.2%) individuals, and CSA in combination with other drugs in 12 (6.5%) individuals. All
patients included in this cohort achieved complete neutrophil recovery, with a median time to
neutrophil engraftment of 19 days (range:12-154 days) and platelet engraftment of 22 days

(range:10-136). The patient cohort characteristics are shown in Table 1.
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Flow cytometry sample preparation, staining and analysis

Absolute white blood cells (WBC) and lymphocyte counts were calculated using a dual
platform approach by multiplying the percentage of each lymphocyte subset by flow cytometry
and the absolute leukocyte count obtained in a Sysmex XN-2000 XN™ hematology analyzer.

Multiparameter flow cytometry were performed in 4-5 mL of peripheral blood sample (PB)
collected in 7.5% K3 EDTA anticoagulant, processed and analyzed within 24 hours.

The samples were acquired on FACSCalibur™ flow cytometer (BD Biosciences) using
BDCellquest (BD Biosciences) from 2013 to 2017, or FACSCantoII™ (BD Biosciences, San
Jose USA) using FACS-Diva software (BD Biosciences), from 2017-2020. Standard operating
procedures were followed to assess MFC data, including standardized flow cytometer set up,
performance checks and generation of compensation settings (KALINA et al., 2012).

Panel designed and fluorescent-labeled antibodies are outlined in more detail above:
FCSCalibur™ - tube 1 (CD3-FITC, CD8-PE, CD45-PerCP, and CD4-APC); tube 2 (CD16-
FITC, CD56-PE*, CD19-PerCP, CD3-APC); tube 3 (CD45RA-FITC, CD31-PE, CD4-PerCP,
CDS8-APC). FACSCanto II™ - tube 1 (CD16-FITC, CD56-PE*, CD19-PE-Cy7, CDS-APC,
CD3-APC-H7, CD4-V450, CD45-V500c); tube 2 (CDS-FITC, CD31-PE, CD27-PC5*, CD19-
PE-Cy-7, CD45RA-APC, CD3-APC-H7, CD4-V450, CD45-V500c). The reagents were from
BDBiosciences, except for CD56-PE and CD27-PC5 from Beckman-Coulter, Brea, CA, USA).
Data were analyzed with Infinicyt™ Software (Cytognos, Salamanca, Spain) or Paint-a-Gate™
respectively. Analysis of these tubes allowed evaluation of the frequencies of total T-cell
lymphocytes CD3" as well CD3'CD4", CD3"CD8", CD19" and CD16"CD356" subpopulations.
Recent thymic emigrants (RTE) were defined by the co-expression of CD4"CD31"CD45RA or
CD8'CD31"CD45RA". Lymphocytes and RTE subsets were analyzed in absolute values

(median, minimum, and maximum). An example of strategy of analysis in on Figure 1.

Statistical analysis

Descriptive analysis statistics were used to summarize baseline patient and transplantation
characteristics. Continuous variables were described by mean, standard deviation, median,
minimum, and maximum and compared with the non-parametric Mann-Whitney or Kruskal-
Wallis tests. The categorical variables were described by absolute frequency and percentages.
OS was estimated using the Kaplan-Meier method and compared among groups using the log-
rank test. Univariate competitive risk analyses were performed with cumulative incidence
curves and compared among groups using Gray’s test. The multivariate analyses were

performed with Fine-Gray competing risk regression or Cox proportional hazards regression
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models. for d+100, we analyze survival and cumulative incidence of GvHD and CMV
reactivation using the thresholds CD4" above 50 cells/ul [11, 9], CD4" and RTE CD4" above
the median of this cohort. a 2-sided P value <0.05 was considered statistically significant. Data
were organized in an Excel® spreadsheet and analyzed with the IBM SPSS statistics v.28.0
computer program and EZR v.1.53.

Ethic statement

This study was conducted in accordance with the principles of Declaration of Helsinki. The
protocols were approved by Institutional Review Board of the Hospital de Clinicas -
Universidade Federal do Parana and Hospital Infantil Pequeno Principe (Curitiba, Parana,

Brazil).

RESULTS
Immunological recovery

Total CD3" T lymphocytes, CD3"CD4", CD3'CD8', B lymphocytes CD19*, NK
lymphocytes CD16'CD56" and the evaluation of RTE CD4" and RTE CDS8" cells were
performed at days D+100 (n=130), D+180 (n=93) and D+360 (n=76). The median number
of RTE CD4" was 4.3 cells/ uL, 41 cells/ uL and 96 cells/ uL, on days D+100, D+180 and
D+360, respectively, while the median number of RTE CD8" was 61 cells/ puL, 138 cells/ uL
and 260 cells/ puL, (Table 2).

Age of patients

Considering age, when patients older or younger than 10 years are grouped, we observed
differences at D+100 in the quantity of T CD3" lymphocytes (572 vs 396, p=0.029) and LT
CD4" (162 vs 90, p=0.002), but not for LT CD8" (352 vs 288, p=0.192). Beside this, patients
younger than 10 years had higher RTE CD4" and RTE CD8" counts, compared to older patients
(5.3/uL vs 2.2/uL, p=0.022, and 48/uL vs 72.8/uL, p=0.049, respectively) (see Figure 2). At
D+180 assessment, median RTE CD4" lymphocyte counts were similar for patients aged above
or below 10 years (22.0 cells/uL vs 53.1 cells/uL, p=0.078). Additionally, at D+360, the
quantifications of RTE CD4" were statistically similar (171.6 cells/uL vs 60.7 cells/uL,
p=0.096) (Refer to Table S2). There was no significance in most of the variables studied at the
three-time points in RTE CDS8", except for age at D+100 (72.8/uL vs 48/uL, p=0.049). These

results are showed in Figure 2.



45

Donor type

The RTE CD4" population on day D+100 was higher in patients receiving transplants from
RD than haploidentical donors (7.9 cell/ uL vs 2.4 cell/ uL, p=0.024) Figure 3. In the study
two by two comparisons performed according to donor type, there was a difference between
the RD and Haploidentical donors (p=0.026), but no difference between RD vs URD
(»=0.409) or URD vs Haploidentical (p=0.229). On days 180 and 360 there were no
differences between donor types in analyses of RTE CD4"and RTE CD8" (Table S2).

GvHD prophylaxis

At D+100, the median RTE CD4" recovery was 6.5/uL (range: 0.0 - 115) in patients who did
not receive r-ATG (n=52), while it was 2.4/uL (range: 0.0 - 82.9) in patients who received r-
ATG (n=78), p=0.007 (see Figure 2). However, analyses conducted at D+180 and D+360
did not yield significant results (Refer to Table S2). Furthermore, there were no differences

in the analyses of RTE CD8" lymphocytes.

Acute GVHD

The 100-day cumulative incidence (CI) of aGvHD was 0.269 (95% CI: 0.207-0.334), with a
median onset occurring at 30 days (range:13-214). Among patients with aGvHD, 30 patients
(16.1%) experienced grade (I-II), while 22 patients (11.8%) experienced grade (III-IV).
There was no difference in the levels of RTE CD4" lymphocytes on D+100 in relation to the
presence of aGvHD (p=0.301). However, patients with aGvHD grade (III-IV) exhibited RTE
CD4" counts at 1.9/uL (range: 0.0 - 17.5), whereas those with grade (I-II) had a median of
5.4/uL (0.2 - 82.4, p=0.056) (Refer to Table S2).

On D+180, patients with aGvHD, regardless of severity, displayed lower RTE CD4" counts:
grade (I-1I) with a median of 28.1/uL (range: 0.2 — 279.6) and grade (III-IV) with a median
of 6.0/uL (range: 0.0 — 65.5). In contrast, patients without aGvHD exhibited a notably higher
median count of 56.8/uL (range: 1.0 — 505.2), demonstrating a significant difference
(»<0.001) (refer to Table S2).

For patients assessed on D+360, there were no significant differences regarding the presence
(»=0.064) or the degree of aGvHD (p=0.096). Additionally, no significant differences in RTE
CDS8" analyses were noted on days 100, 180, and 360.
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CMYV Reactivation cumulative incidence

CMV reactivation occurred at a median of 36 days (range:9 -125), with a 100-day cumulative
incidence of 0.578 (95% CI: 0.503-0.646). No significant differences were detected in the
analysis of RTE CD4" counts on D+100, D+180 or D+360 in relation to CMV reactivation
(Refer to Table S2). However, when evaluating RTE CD8" lymphocytes, we observed that
patients who reactivated CMV had a higher median count on D+180 compared to those who
did not reactivate CMV (median 204.6/uL vs 100.2/pL, p=0.022). No statistically significant

differences were identified at other time points.

Outcome and survival

The median OS was 1170 days (range: 122 to 3316 days), with 1-year survival of 0.951 (95%
CI: 0.908-0.974), 3-years survival of 0.925 (95% CI: 0.873-0.956) and 5-year survival of 87.7%
(95% CI: 0.802-0.925). Eighteen patients died, 9 with malignant and 9 with non-malignant
diseases. The main causes of death were toxicity-related mortality (12), GvHD (3) and relapse
(3).

In the univariate analysis, patient age (p=0.045), CMV-positive donors (p=0.0145), and the
presence of aGvHD (p=0.014) were significant for OS survival. No statistically significant
differences were observed when comparing patients with malignant or non-malignant disease
diseases (p=0.608), MAC vs RIC (p=0.931), and other pre-transplant characteristics. In the
multivariate analysis, patients older than 10 years (HR = 2.69, range 1.06-6.84, p=0.038);
CMV-negative donors (p=0.0029 HR = 4.89 (1.72-13.93), and aGvHD (considered as a time-
dependent variable) (p=0.0026 HR = 4.49 (1.69-11.92), remained significant predictors of OS.

CD4" T lymphocytes thresholds and outcomes

In this cohort, there were no significant differences in the OS in relation to CD4" T lymphocytes
thresholds, whether the threshold was set above and below 50 cells/uL at D+100 (p= 0.54),
exceeded or fell below the median CD4 value observed at this time point (129 cells/ uL, p=
0.31), or below the median RTE CD4" lymphocytes (4.3 cells/ uL, p= 0.67). Similarly, at
D+180, the median value of RTE CD4" lymphocytes (41 cells/uL, p=0.43) did not yield

significant differences in OS (see Figure 3).
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Discussion

Immune reconstitution post-HCT plays a pivotal role in patient outcomes and survival by
affecting susceptibility to opportunistic infections and GvHD (BOELENS; HOSSZU;
NIERKENS, 2020). Prior studies indicate that post-transplant T cells are derived from both
mature T lymphocytes present in the donor graft and de novo-developed T lymphocytes from
transplanted donor hematopoietic stem cells (TOUBERT et al., 2012, BATH, BEDNARKI,
2020). We and others (BELTRAME, 2013, GREINIX et al., 2014, GABALLA et al., 2016)
have previously shown that the reappearance of naive CD31"RTEs after HCT correlates with
the recovery of thymic function and the reconstitution of a diverse T-cell repertoire. In this
study, we analyzed the IR focusing on RTEs cells, in a large cohort of pediatric patients
undergoing their first allogeneic HCT for various diseases. Given previous findings
indicating delayed immune reconstitution with increasing age (JANECZKO-CZARNECKA,
et al., 2020; DROZDOV et al., 2022), the re-emergence of RTE cells and normalization of
thymic function in children and adolescents post-allogeneic HCT are particularly pertinent
in the transplant context (TOUBERT et al., 2012, DEKKER et al., 2022). Therefore, we
conducted immune recovery analyses stratified by patient age (under and over 10 years),
highlighting age-related effects, especially in T cell subsets and RTE cells.

It is well-known that the conditioning regimen given during HCT has the potential to
impact thymopoiesis due to the damaging effects of chemotherapy and TBI on thymic tissue
integrity (VELARDI et al., 2021; VELARDI et al., 2021). A study similar to our current
analysis assessed post-transplant thymic function by examining RTE lymphocytes and
identified statistically significant differences on days D+90 and D+180 between transplants
involving related and unrelated donors (JANECZKO-CZARNECKA, et al., 2020).

In this study, it was observed that patients who received haploidentical transplants exhibited
a reduction in the RTE population compared to patients transplanted from related or
unrelated donors. This finding aligns with the results reported by Nakamae et al. in 2019.
These authors evaluated T lymphocyte subpopulations among related, unrelated and
haploidentical donors and demonstrated that the rate of immune recovery was also slower in
haploidentical transplants, possibly due to the depletion of these cells when the haplo-PTCy
platform was used. In addition, RTE cell counts at D+100 were lower in patients receiving
r-ATG, but were not different between patients who received myeloablative and reduced
intensity transplants as reported by FEDELE et al., 2012.

Our findings indicate that patients who experienced CMV reactivation had a higher number

of CD8+ RTE lymphocytes at Day 180 (D+180). This observation suggests that the
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proliferation and expansion of these CD8+ RTE cells may be linked to the immune response
elicited by active CMV infection. This association between CMV and CD8+ T lymphocyte
expansion aligns with the findings of another study conducted by KANAKRY et al. in 2016.
These authors demonstrated that recipient seropositivity alone was sufficient to trigger the
expansion of these lymphocytes, regardless of CMV reactivation after transplantation
(KANAKRY, et al., 2016). In addition, our study identified differences in RTE in relation to
the presence and severity of GVHD at Day 180 (D+180). However, it is important to note
that RTE count was not a predictor for survival.

The participants in this study exhibited a better overall survival compared to other pediatric
cohort studies with heterogeneous clinical characteristics. However, the present study excluded
patients who died within 3 months post HCT, which may explain the higher overall survival
compared to other studies (MORANDO et al., 2010). Koning et al. demonstrated that achieving
overall reconstitution of CD4" T cells (with a threshold of 50 cells/uL) within 100 days post-
transplantation or prior to the onset of GVHD enhances the likelihood of survival (KONING et
al., 2021).

And recently, CD4 and CD19 subsets were associated with a lower risk of relapse in the
acute myeloid leukemia subgroup (LUCAS et al., 2023).

It is important to acknowledge the inherent limitations of this retrospective study. In the
present analysis, we were unable to establish a direct correlation between the reconstitution
of recent thymic emigrants (RTE) and clinical outcomes, including overall survival after
HCT. Neither the median absolute counts of CD3"CD4" lymphocytes nor the RTE CD4"
lymphocyte subpopulations proved to be predictive of overall survival. These findings
should be considered in the context of the study's retrospective nature and the inclusion
criteria, which focused on patients who survived beyond Day+100 post-HCT. Furthermore,
as Brazil is a huge country, many patients rely on government support for long-distance
travel, which led to challenges in controlling sample collection at specific time-points,
resulting in some missing data. Nonetheless, it is important to note that this study offers real-
life insights. It primarily involves patients from a public health system hospital in a region
where limited data exists on immune recovery after pediatric transplantation, underscoring
the importance of such research in resource-constrained countries.

In summary, our study shows that the production of RTE varies among pediatric patients and
can be influenced by factors such as the patient’s age, donor type and the use of r-ATG.
Therefore, our comparison of RTE dynamics, based on naive T cells expressing CD31

markers, across various pediatric diseases treated with HCT, adds to our understanding of T
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cell reconstitution. It highlights the potential for enhanced thymic function recovery in
children under the age of 10 years. Moreover, it presents an opportunity to standardize
assessment panels and protocols for RTE-reconstitution in pediatric HCT, particularly in
countries with limited resources. Such standardization should facilitate a more compressive
analysis of the impact of underlying diseases, conditioning toxicity, GvHD prophylaxis and

disease on long-term thymic function.
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Tables:

Table 1: Patient’s demographics (n=186).

Characteristics N (%)

Age at HCT

<10 years-old 126 (67.7%)

>10 years-old 60 (32.3%)

Sex
Male 114 (61.3%)
Female 72 (38.7%)
Diagnosis
Malignant diseases 76 (40.9%)

Bone marrow failure syndromes 69 (37.1%)



Inborn errors of immunity
Inborn errors of metabolism
Stem cells source

Bone marrow

34 (18.3%)
7 (3.8%)

171 (91.9%)

Peripheral blood 15 (8.1%)
Donor type
Unrelated donors 88 (47.3%)

Haploidentical
Related donors

Conditioning regimens

63 (33.9%)
35 (18.8%)

Myeloablative 102 (54,8%)
Reduced intensity 84 (45.2%)
GvHD prophylaxis
CSA + MTX 101 (54.3%)
PTCY + CSA + MMF 73 (39.2%)
CSA + other drugs 12 (6.5%)
Use of r-ATG
Yes 101 (54.3%)
No 85 (45.7%)
Use of TBI
Yes 93 (50.0%)
>400 cGy 59 (31.7%)
200 — 400 cGy 34 (18.3%)
No 93 (50.0%)

Patient CMV serostatus
Positive
Negative

Donor CMY serostatus
Positive

Negative

165 (88.7%)
21 (11.3%)

155 (83.3%)
31 (16.7%)

Legend: Data are described as n (%). ATG-anti-thymocyte globulin, PTCy: post transplantation
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cyclophosphamide, CMV-Cytomegalovirus, CSA-cyclosporine, MMF-mycophenolate mofetil,
MTX=methotrexate, NA: not applicable; HCT-hematopoietic stem cell transplantation blood, TBI- total body
irradiation.
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Table 2: Lymphocyte subpopulations on D+100 n= (130), D+180 n= (93) and D+360 n= (76).

Subpopulation

D+100 (n=130)

D+180 (n=93)

D+360 (n=76)

WBC/uL

Lymphocytes/uL

T Cell CD3*

T Cell CD3*CD4*

RTE CD4*CD31*CD45RA*
T Cell CD3*CD8**

RTE CD8*CD31*CD45RA*
NK Cell CD16*CD56*

B Cell CD19*

4015 (700 — 18900)
788 (57,0 — 8001)
548 (3.4 — 6864)
129 (2.3 — 1560)
43 (0.0 - 115)

320 (0.6 — 5152)

61 (0.0 — 3038)

136 (14.3 — 953)
59 (0.0 — 526)

4800 (1090 — 24120)
1368 (138 — 12630)
985 (68 — 10393)
240 (2.9 - 1743)

41 (0.0 - 505)

551 (17— 9144)

138 (2.0 — 2515)
190 (20 — 5877)

126 (0.0 — 1265)

5760 (2440 — 19630)
1973 (190 — 6922)
1402 (173 — 5524)
419 (90 — 1695)

96 (0.0 —977)

789 (73 — 5164)

260 (14 — 1627)

202 (16 — 1228)

277 (0.0 - 1273)

Legend: RTE-recent thymic emigrants; NK-natural-killer, WBC (White blood cell)
Analyzes of lymphocyte subpopulations showed in absolute value/uL reported as median (min-max).
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FIGURE 2: D+100 T lymphocytes absolute values (cells/ul) comparing between groups younger and older than
10 years [(A) CD3"; (B) CD4"; (C) RTE CD4" and (D) RTE CD8']; D+100 RTE CD4" absolute values (cells/pl)

compared between donor types (E) and between use and non-use of r-ATG (F).

A B
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[
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Number at risk Number at risk
>=50 113 99 74 48 38 27 >=43 66 58 44 29 22 16
<50 17 15 7 6 4 3 <43 64 56 37 25 20 14
NA 356 55 51 44 33 27 NA 56 55 51 44 33 27

FIGURE 3: Overall survival in relation to CD4" T lymphocytes thresholds at D+100, n= (130), with adjustment
for missing data: CD4+ T lymphocytes 50/uL (A); median RTE T lymphocytes 4.35 uL (B).
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5 CONCLUSOES

Em resumo, neste estudo, com base na evolugao de pacientes avaliados,
podemos concluir que:

- No D+100 os valores absolutos dos linfocitos RET CD4*CD31*CD45RA e
CD8*CD31*CD45RA, foram maiores em criancas menores de 10 anos. A
imunossupressdo com o uso de ATG, diminuiu a producgao timica dos linfocitos RET
CD4*, em relagao ao grupo de pacientes que nao utilizaram ATG.

Os valores obtidos dos linfécitos T CD4+ (mediana € o comparativo com o
valor sugerido na literatura) e dos linfécitos T RET (mediana) ndo foram preditores
para os desfechos de reativagcdo de CMV, presenga de DECH aguda e quanto a
sobrevida global.

- No D+180: a producao timica dos linfocitos T RET CD4" foi afetada pela
presenca da DECH aguda e grau da DECH. A recuperagao numeérica dos linfocitos
RET CD8*, foi maior nos pacientes soropositivos para CMV. A mediana de linfocitos
T RET CD4*, nao foi considerada um preditor para sobrevida global.

Mostramos que a regeneragdo das fungdes timicas e a expansao timo
dependente, foram impactadas por fatores como; idade, uso de ATG, presencga e grau
de DECH aguda. A sobrevida global foi melhor nas criangas menores de 10 anos,
pacientes que tinham doadores soropositivos para CMV. As complicacbes
relacionadas a DECH aguda, interferem para uma pior sobrevida global. O
monitoramento dos linfocitos T RET, a partir do terceiro més apds transplante, pode

ser um parametro utilizado, a fim de verificar a reativagao da funcao timica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, este estudo demonstrou que a producédo precoce das células
RET em varias doencas pediatricas tratadas com TCTH pode diferir de acordo com a
idade do doente, o tipo de dador e a imunossupressao utilizada. Portanto, a
comparagao da dinamica da RTE baseada em células T naive que expressam CD31
em varias doencgas pediatricas tratadas com TCTH, conforme apresentado aqui,
acrescenta mais informacdes a literatura, pois indica uma melhor recuperacéo da
funcdo timica em criangas com menos de 10 anos. Além disso, esta € uma
oportunidade para padronizar painéis e protocolos para a avaliagdo da reconstituicao
da RTE no TCTH pediatrico em paises com recursos limitados, a fim de analisar
melhor o impacto da doenga subjacente e da toxicidade do condicionamento, da
imunoprofilaxia e da DECHa na fungao timica a longo prazo.

O monitoramento detalhado do compartimento dos linfocitos T, fornece um
melhor conhecimento para avaliagdo da RI, capaz de discernir quais células estao
associadas a eventos benéficos ou adversos. No entanto, € necessaria uma
padronizacao dos marcadores utilizados, ou por diretrizes nacionais ou internacionais,
além de um registro em bancos de dados, habeis em contribuir com o conhecimento
de quais efeitos pds transplante, estejam envolvidos no contexto da Recuperagao

Imunoldgica.
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APENDICE

APENDICE 1 - ESTADIAMENTO E GRADUAGAO DA DECH AGUDA POR

ORGAO
DECH aguda PELE FIGADO Trato gastrointestinal
Exantema maculopapular Bilirrubina:2-3 Diarreia (500-1000mL)
+ em <25% da superficie mg/dL persistente e nauseas;
corporal criangas 10-19,9 mL/Kg/dia
Exantema maculopapular Bilirrubina:3-6 Diarreia (1000-1500mL)
(o) + em 25-50% da superficie mg/dL persistente; criangas 20-30
o corporal mL/Kg/dia
|<E . ) ) Bilirrubina:6-15 | Diarreia >1500mL; criangas
m +++ Eritrodermia generalizada | mg/qL >30 mL/Kg/dia
- Bilirrubina: >15 | Dor com ou sem obstrucao
++++ Descamagé&o e bolhas mg/dL
(nenhum) 0 0 0
o
L I (leve) +a++ 0 0
(&)
S
2 Il (moderado) +a+++ + +
14
© lll (grave) ++ g +++ ++ a +++ ++ g +++
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soluts rounts af imohooyta and THTE enphiecytos
waere compared bebenen HAPLD, MED and ML
grafts weng the novrpaamatrickruska-allis test
and Cumn's beat for post-hoc muitiple oommpsnisons.
Siatistcal anabyees ween performed with BM TPSS
Stisthor v 200 soffware.

RESULTS: Lymphooytu recoeeey at D400 im tha
MRD ws MUD vz HAPLO groups was as follows,
O304 15ys1 29y 141 ul p=0gody: (D3 Ta s
[Fereistviisliul p=0dsss; (DP9 ymphooyies
|Blvsbdpsd Sl peD BT, and C0N &+ DS e+ MK e
phocytes [132vs122ws155/ul, p=-038%, betwoen
HEPLD v MIAD ws MIUD, respoctively. ATE CD&+ T
lyrohocyise wora bowse in FUAPLO tranzptantabon
250 ], than i MRD (794 ), MUD [44%l] b tha
cosmpansor batwoon MRD v= HAPLD tvpes of BMT
1here was a-differsnca for BTE T wmprhiooybes p=-031
ariil in thi anakysis of GVHD propheans pe 00001,

COMNOLUSEON: RAolrospective anabysis showed mo
significant diffarencs in olobel immunologi cal recoe-
ary babwean the threa typas of ransplantatian. Tha
recowary of RTE D4+ T rmphocytes in the grown
that recehved FAPLD BMT war shghtly lowor than
1ho MED geoup, but tha presence of ATE hmpho-
oytes may indicata thymi c offectiraness. Prospoective
shudics with brger membars of patients ara naeded
‘o comfirn this finding.

Kapwreerds: Bermstopoiatic stom call taraphardation.
Immuna recovery. Recent amigrated T mphooytes
fram thym= Thmphootes

— INETADFEIEM T



72

ANEXO 2 — RESUMO SUBMETIDO AO CONGRESSO SBTMO 2022 (concluséo)

R [F BIE Wl ERTW TRAHEPLANTIION AN CTLUNLRR TRERKRY JNTRT

ThELE
TWO
Lt HAP Haplz
Yariwr| koo e gareia) =0T e el e
Ml mma e ==n rzma
min-rmi | PRy fmin-rreay
WEL oo LELC 1 500 [ - P 10 [0 - 1 O A0D0 [HEST - THENE | SuDe
Lypmreph 100 Lird abw b FRB B 0T T T8 -7 T - AT
LT _dn s o kY 0 - 1O ST (T - SEST) T [1,4 - G =% 4]
D oo o e T wim TS5 (57 00 TI9 19, -5 1Y (2.0 - TSN I,
CDw _dron [ c00i+ ain T A - 1308) TN [T - AT IS - 5153 O,
[EC [ [T il BT ALY - CA LB LA 1] LLT - S el roc]
LME_dhon s 28 (el Frk BT 122 [V - BT iy [16,3 - BET) =k | ]
BET D4 d1ae m"m"ﬂ‘m'mn 190 e -1 18 @127 &I
BET [De_dna :D""-D“'E'm""ﬂ T 511 {13 - 1% 3,940 W) ST - T30 TR
Pl s cher-pormmssrrr 3 s Wl = S15
L= e vanst )




73

ANEXO 3 — RESUMO SUBMETIDO AO CONGRESSO SBTMO 2023 (continua)

" FOLHNAL [ ESINT WLASTA TRAMELARTATI LA CELLLLAE THTAATY JHSITET

IMMUNE RECOVERY AND THE ROLE OF CD4 AND CD8 RECENT
EMIGRATED T LYMPHOGYTES IN PEDIATRIC HEMATOPOIETIC STEM

CELL TRANSPLANTATION

Jube Lillian Pmentel Justus'; Ana Paula de Azambuja’; Yara Caroling Schiug’; Karyna Leal Antonkat;

Miriam P Badtrama® Carmem Bonfim’

I Hoapial deOinkas Do Unieersided's Fedieral do Forang, Cunfibe - PR- Brosd:

7 Wospial Ermdo Goerinar. (vitho - PR - Bl

Introduction: Adequate resstablshment of thy-
mopeiesss & catica for long-term imsmune recon-
stituticn afber Eransplantation, possibly impaciing
suréiial rates.  Multipeamstne flow oytometny
IMFC] can sdertify and quantify T-cell subpopula-
tiony. allawing a better understanding of each pa-
tient's Emmune status.

Objective: Evaluate the reactnation of thymac
function through recent thymic emigrants [ATE]
arabysiy aftér  hematopoietic o=l transplanta-
ton (HOTL Casusstic We included 186 chidren
M1AMTE) transplanted I two HCT centers be-
tween 2013 and 20, median age 7.8y (0.3-17.8),

&7 1% under 10 years. Majorty had nonmalignan
diseases [59. 1%, received transplants from albemna-
fiwe donors [21.2%} and bone manow as stem oell
sowe {91.205). 10254 8% patients received mmy-
eloablative and B4 reduced intensity conditianing
transplants. GyHD prophylss was CSAHMTE [54%)
and FTOp+CSA-+MMF (375 107 patients- neceived
A5G ard 03 received TRH 400 rads, n=5% and 200
4] rad s, n=2d). 82 patients aoute-GvHD
ia-GwHD) median of 30 days after HCT (13 -2T4d), be-
mg A0 grade Hi and 22 grade -V Median time for
neutrophil and platelet engraftment wers 19 ard
£ days, respectively. Medan follow-up after HCT
was 1336 (140 - 3316 days.

Mathods: (I3 Trall and subsets were done 2t three
timepoints: D4+100F (n=130, D+180 (P=03] @nd
EH3601 ne=T5}. Rererd thymic emigrants were defined
Iy co-mepression of C 08+ C0AT+0OD4E R+ or COEHC-

=— 5T

CE1-+CD5RA+ in MFC B 5PS5 Statistics w28.00and
ER w153 were used for statistacal anabysis.

Hesoltsr [+100: patients «T{ly had fagher RTE (D4
cowmts (L3 range O-T15) vs » 10y (3 pl. range
C-175], p=0003. Median af RTE C04 was
hiigher in MRD 7.9 celltpl MHE9.6] compasred 1o MUD
d.4 cellpl §-115) or hapicidentical donors 2.4 el
pL 0327, p=dl 024, amd higherin patients not using
ATG Gl ws 24700 ) pel} DT A2 orazbysis of RTE (T4
only patients <10y had sgnificance (TRl v &2
jL, p=.09). D4R and dagres of aGvHD
sgnificantly nfluenced ATE CO8 pecosery (peolL 00T
far both) Higher degree aloHD had lower ATE C04;
grade [V {mesdian G400l 365 S vs grade HTE.1
pl, 03-279.6) and patesnts withow GvHIX median
SRR (1.0-505F) Patierts with CMY reactieation
hiad & kigher ATE CDE (redian 2046701, 29-2614)
vz no reactivation [10020pl, Z0-BRGE), p=0/0XF
O350 no variable was sqgnificant n relation o BETE
recovery. Survival: Dverall sureival BT at S-year
Follow-up, mesdian 7170 days {1 23 1o 1316 days). Ag=
o, [ Doy fp=fhI04E |, CMY donor sembogqy {peD.0145) amd
Ay HO [p=0, D006} negatively impact sunvival i mal-
tivariate anatysis. Oither pre-trainsplant and immura-
logical wariables do not show differsnce in sunival
Conduslon: Thymic regeneration pattem was infle-
enced by patient age. haploidenticd HCT, use of A1G
ard presence of soute GVHD. Flow RTE
CO8+0031+{CHLAA+ monitormg from the thind
morih 2fter HSCT may be used to veridy reooserny of
thymic function
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