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Resumo

Introducdo: O Transplante de Célula Tronco Hematopoiética (TCTH) € um
tratamento potencialmente curativo para muitas desordens hematoldgicas. A
disparidade HLA entre doador e receptor € um fator critico para os resultados do
TCTH. No entanto novas evidencias tem demonstrado que outros fatores como a
fonte de célula tronco, o tipo de condicionamento e fatores relacionados aos
doadores, entre eles o sexo, a idade e o status sorolégico para Citomegalovirus

(CMV) podem influenciar os desfechos do procedimento.

Objetivo: Avaliar as caracteristicas dos doadores de medula 6ssea e seu

impacto nos desfechos do TCTH em um centro do Sul do Brasil.

Métodos: Foram avaliadas retrospectivamente as caracteristicas dos
doadores como sexo, idade, presenca de exposicdo previa ao CMV,
incompatibilidade ABO e suas relacdes com a ocorréncia de doenca do enxerto
contra hospedeiro (DECH) aguda e crbnica, a mortalidade relacionada ao
transplante (do inglés tumor related mortality — TRM) sobrevida livre de doenca
(SLD) e sobrevida Global (SG) em todos os pacientes submetidos a TCTH alogénico

em um unico centro durante o periodo de 1994 a 2012.

Resultados: 347 pacientes foram incluidos na analise. O TCTH aparentado
foi significativamente mais frequente que o ndo aparentado (81.2 x 18.7), a mediana
de idade foi de 34 (1-61) para os receptores e 33 (1-65) para os doadores. Na
analise multivariada a presenca de DECH agudo (33% vs 47%) p=0,04 e ter
doadores mais idosos (>40 anos) foram associados a uma reducdo de SG em 5
anos (41% vs 52%) p=0,038. Ter um doador acima de 40 anos aumenta
significativamente a incidéncia de DECH aguda (52% vs 65,8%) p=0,03 e crbnica
(60% vs 43%) p=0,015. O sexo do doador, presenca de CMV e incompatibilidade
ABO ndo tiveram influencia nos desfechos.

Conclusao: Em um centro Unico avaliado receber um transplante de CTH de
doadores acima de 40 anos aumenta a incidéncia de DECH aguda e crbnica e

influencia negativamente na SG.



PALAVRAS CHAVE: Transplante de Célula Tronco Hematopoiética, Idade
doador, sexo doador, incompatibilidade ABO, Citomegalovirus, Doenca do Enxerto

contra Hospedeiro.



ABSCTRAT

Background: Hematopoietic Stem cell Transplantation (HSCT) is a curative
treatment for many patients with hematological disorders. Donor — recipient genetic
disparity, especially involving the HLA systems is a critical factor for HSCT outcome
There are increasing evidences, however that other issues as source of stem cell,
conditioning regimen, donor gender, age and CMV infection can affect HSCT

outcomes.

Objective: To study the influence of donor’s characteristics on the HSCT
outcomes in a south Brazilian population subjected to allogeneic SCT in a single

center.

Methods: We retrospectively evaluated donor characteristics such as gender,
age, CMV serologic status and ABO compatibility and its relation to the occurrence of
acute and chronic graft versus host disease (GVHD), disease free survival (DFS) and
overall survival (OS) in all patients submitted to related and unrelated allogeneic
HSCT, performed between 1994 and 2012.

Results: Overall 347 consecutives HSCT were included in this analysis.
Related HSCT was significantly more frequent than unrelated (81.2% x 18.7%);
donor and recipient median age were 34 (1- 61) and 33 (1-65), respectively. In the
multivariate analyses, presence acute GVHD (33%vs 47%)p=0.04 ,with relative risk
and donors older than 40 years old was associated with lower probability of OS in 5
years (41% vs 52%) p=0,038 and higher rate of acute (65.8%vs 52%) p=0.03 and
chronic GVHD (43% vs 60%) p=0,015. Donor’s sex, CMV status, ABO incompatibility

have not influenced 5-years survival.

Conclusions: In a single center population of patients submitted to related
and unrelated HSCT in southern Brazil donor older then 40 years of age is a factor

negatively influencing HSCT outcome.



KEYWORDS: Stem cell Transplantation, donor age, donor sex, ABO

incompatibility, Graf versus Host Disease.
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1-Introducéo

O Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) Alogénico € o tratamento
de escolha para muitos pacientes portadores de desordens hematopoiéticas
congénitas, adquiridas, ou neoplasias. (1) Desde 1968, data da identificacdo do
antigeno leucocitario humano (HLA), foram anos de pesquisa e aprimoramentos,
gerando melhores resultados no TCTH e desencadeando a ampla variedade de

aplicacdes atuais. (2)

O objetivo do TCTH ¢é substituir os sistemas imunolégicos e hematopoiéticos
doente do receptor pela célula-tronco hematopoiética (CTH), obtida da medula
O0ssea ou de outras fontes de um doador HLA compativel saudavel. (1) O principal
critério de escolha do potencial doador é o grau de histocompatilidade com o
receptor, pois o0 risco tanto da rejeicdo do enxerto quanto da Doenca do Enxerto

contra Hospedeiro (DECH) aumenta com as disparidades HLA. (3)

O doador HLA compativel aparentado (AP) tem sido considerado o doador
ideal. No entanto, somente 25% a 30% dos candidatos ao procedimento encontrarao
um doador familiar compativel. (4,5) Com o aumento dos registros internacionais de
doadores, cerca de 70% dos pacientes encontrardo um doador alternativo nao

aparentado (NAP) HLA compativel ou parcialmente compativel. (6)

Para a realizacdo do procedimento, o paciente € submetido a quimioterapia
de altas doses associada ou ndo a radioterapia (condicionamento), visando criar
espaco e imunossupressao suficientes para proporcionar a pega do enxerto. (1). A
toxicidade relacionada ao condicionamento mieloablativo requer cuidados de suporte
intensos e pode ser causa importante de mortalidade relacionada ao transplante
(TRM) .(7)(8) Novos regimes de condicionamento tém sido empregados, com
reducdo de intensidade, permitindo o uso do TCTH em pacientes portadores de

comorbidades ou com idade mais avancada. (8,9)

A despeito dos avanc¢os nos testes imunoldgicos e da melhoria das medidas
de suporte do TCTH, a Doenca do Enxerto contra Hospedeiro (DECH) permanece
como uma causa de morbidade e mortalidade significativa .(10) A DECH é resultado

da reacédo dos linfécitos competentes do doador contra 0s antigenos expressos nos
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tecidos do receptor .(11) A DECH aguda € responsavel por altas taxas de
mortalidade no periodo precoce e a crbnica é responsavel pela reducdo da
qualidade de vida e também causa importante de mortalidade no periodo tardio.(12)
Ambas resultam da alorreatividade entre o doador e o receptor, e sua intensidade

esta diretamente ligada ao grau de compatibilidade HLA. (5,13)

Existem variaveis conhecidas que influenciam o resultado do TCTH, como o
tipo e o status da doenca do receptor, a fonte de célula-tronco utilizada, regimes de
condicionamento, complicacdes infecciosas e o desenvolvimento ou ndo de DECH.
(6,14,15) Outras ainda, ndo totalmente definidas, estdo diretamente ligadas aos
doadores, tais como o grupo sanguineo ABO, sexo, idade e a infeccéo prévia pelo
citomegalovirus (CMV). (6,16,17)

Diferentemente do transplante de érgaos sélidos, o TCTH pode ser realizado
com incompatibilidade ABO entre doador e receptor. (18,19) Atualmente, cerca de
30% a 50% dos TCTH s&o realizados com essa incompatibilidade, pois os grupos

ABO séo herdados independentemente dos antigenos do HLA. (20)

Os antigenos eritrocitarios sdo, na sua maioria, carboidratos ou proteinas
presentes na membrana da hemacia. Existe uma variedade de sistemas
eritrocitarios reconhecidos, porém, devido a sua maior antigenicidade e auséncia da
necessidade de exposicao prévia, o sistema ABO, dividido em grupos A, B, AB e O,
descrito em 1900 por Landsteiner, é o que tem maior importancia transfusional.(21)

E bem determinado que a incompatibilidade ABO maior ou menor aumenta o
risco de reagBes hemoliticas, no entanto, aparentemente, ndo interfere nos
resultados do TCTH. Além disso, as mudancas recentes na profilaxia de DECH e
melhora no suporte para esses pacientes tém reduzido as taxas de mortalidade, o

que poderia minimizar o efeito, se houver, da incompatibilidade ABO. (17)

Outro fator do doador que tem demonstrado influéncia no desfecho do TCTH
é a infeccdo prévia pelo CMV. Sabe-se que a reativacao e doenca por CMV € uma
causa importante de morbimortalidade nesses pacientes. (22) Antes do
desenvolvimento de métodos diagndsticos que permitissem uma deteccao precoce e
com isso o tratamento preemptivo, a doenca por CMV ja foi uma das principais
causas de mortalidade no TCTH. (23)
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Quanto ao género, o fato de termos um doador feminino e um receptor
masculino parece aumentar o risco de DECH e de um resultado desfavoravel,
principalmente se a doenca do receptor for maligna (6). Acredita-se que isso se deva
aos antigenos do complexo menor de histocompatibilidade, que podem estar
presentes no cromossomo Y. (24,25) Aléem disso, doadoras multiparas sdo mais
expostas a antigenos HLA dos fetos, o que as leva a apresentar uma alorreatividade
maior. (24,26)

A frequéncia de receptores com mais de 50 anos vem gradativamente
aumentando, principalmente devido ao uso de regimes de condicionamento
reduzidos. (27) Doadores aparentados tendem a ter idade semelhante a dos
receptores, consequentemente aumentando a taxa de doadores considerados
idosos. (28) As consequéncias disso no TCTH ainda n&o estdo totalmente
elucidadas, e questionamentos como a capacidade de regeneracdo hematopoiética
da CTH do doador idoso tém surgido. (27) Ter um doador idoso pode ser um fator de

risco para DECH aguda e cronica. (6)

Este estudo foi delineado para definir qual o impacto das caracteristicas do

doador nos resultados do TCTH em nosso Centro.
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2.Revisdo da Literatura

2.1.Estratégias para Localizar e Selecionar as Informagdes

Esta revisédo de literatura esta focada nos aspectos relacionados entre as
caracteristicas dos doadores de medula 0ssea e seu impacto nos principais
desfechos do TCTH, com DECH agudo e crdénico, sobrevida Livre de doenca e
sobrevida Global. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados:
LILACS, SciELO, PubMed e banco de teses da CAPES, no periodo de 1960 a
2014.

Foram realizadas buscas através dos termos:
1-Stem cell transplantation
2-Graft versus host disease
3- Overall survival
4- Peripheral Stem Cell transplantation
5- Cord blood
6- Donor sex
7- Donors age
8- ABO Incompatibility

9- CMV status



PUBMED
MEDILINE

41.250 < 1 > 780
17.676 < 2 > 9.941
186.686 < 3 > 1281
2.880 < 4 > 780
2.204 < 5 > 770
455 < 6 > 297
2.272 < 7 > 1612
13.303 < 8 > 3227
1117 < 9 > 1010
39 1+2+4 45
2318 1+2+3+4+5 320
156 1+2+3+4+6 74
22 1+2+3+4 +7 6
6 1+2+3+4+8 8
6 1+2+3+4+9 7

1-Stem cell transplantation

3- Overall survival

5- Cord blood

7- Donors age

9- CMV status

2-Graft versus host disease

4- Peripheral Stem Cell transplantation

6- Donor sex

8- ABO Incompatibility

19
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2.2 Histoérico

O TCTH ou Transplante de Medula Ossea (TMO), como foi nominado
primordialmente, teve o inicio do seu desenvolvimento em 1939, quando foram

realizadas pequenas infusfes de medula 6ssea em animais sem nenhum resultado.

(1)

Durante a Segunda Guerra Mundial, Recker e colegas estudaram a
possibilidade de uso da medula 6ssea (MO) em cées submetidos a irradiacdo no
intuito de reconstituir a hematopoese. (1). Eram utilizados em torno de 350 cGy de
irradiacdo e posterior infusdo de medula 0ssea, e nesse experimento ndo houve a
reconstituicdo da hematopoese, pois provavelmente a dose de irradiacdo nao era
suficiente para promover a imunossupressao necessaria para a pega do enxerto. (1).
Em 1949, Jacobsen relatou que o uso de irradiacdo com protecéo do baco em ratos
permitia aos animais a recuperacdo hematoldgica. Posteriormente, provou-se
possivel a reconstituicdo da hematopoese com irradiacdo esplénica em ratos e
implantes esplénicos em peritdnio dos mesmos. Surgia nesse momento a hipotese
de que a regeneracdo hematopoiética ocorria devido a fatores associados aos
implantes. (1). J& em 1954, foram feitos estudos com infusdo de MO singénica em
ratos, em que se conseguiu observar até 100 dias de sobrevida. No entanto, quando
a infusdo era alogénica, a sobrevida era em torno de 30 dias, com a morte

secundaria ao desenvolvimento de uma doenga ainda desconhecida. (1,29)

Em 1957, Thomas e Ferreb (31) iniciaram estudos clinicos com pacientes
portadores de neoplasias hematolégicas em fases terminais. (1,30). Foram 6
pacientes tratados com irradiacdo e infusdes intravenosas de medula 6ssea. Um
paciente apresentou pega do enxerto de forma transitoria. Muitos investigadores

tentariam o mesmo, sem sucesso. (1)

Em 1959, Thomas reportou o caso de um paciente portador de leucemia em
fase terminal que foi tratado com 850 Gy de TBI e infusdo de medula 6ssea do irméo
gémeo idéntico saudavel. (31). Essa dose de irradiacdo causaria pancitopenia
prolongada e morte do individuo, porém, o paciente recuperou a funcéo
hematopoética e permaneceu em remissao por um periodo de 4 meses. Esse caso

foi capaz de demonstrar ndo somente que a irradiacdo associada a infusdo de
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medula Ossea tinha efeito antileucémico, mesmo em doenca avancada, mas
também demonstrou que a infusdo de MO compativel poderia restaurar a funcéo
medular em humanos expostos a altas doses de irradiagédo. (31) O TCTH entao
poderia ser uma opc¢ao terapéutica ndo somente para resgate dos efeitos da
irradiacdo, mas também em patologias como aplasias, leucemias e outras doencas
da medula 6ssea e do sistema linféide, pois era capaz de reconstituir o sistema

hematopoiético. (1)

Em 1954, Miescher e Fauconnet reconheceram anticorpos induzidos por
transfusdo e por gravidez que reagiam contra leucdcitos e, em 1958, Dausset e
Rood identificaram os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) e seu carater
hereditario. (1, 32, 33,34) Numerosos estudos se seguiram com a finalidade de
elucidar o papel do HLA nos transplantes. (1)

Estudos em cdes comprovaram que a pega do enxerto era superior naqueles
em que o HLA era compativel. (1, 35). A0 mesmo tempo, comprovou-se que 0
transplante renal tinha uma chance menor de rejeicdo quando realizado entre irmaos
HLA compativeis. (36)

Apos a identificacdo do sistema HLA no final dos anos 60 e da melhoria dos
aspectos de suporte, como a medicina transfusional e o tratamento de infeccbes, os

estudos clinicos com o transplante de medula 6ssea foram retomados. (33,36)

Em 1966, (1) foi feita a primeira descricdo da DECH, em que foram feitas as

seguintes consideracoes:
A) Células singénicas nédo produzem a doenca.

B) E necessaria a presenca de células do doador no receptor para que

haja seu desenvolvimento.

C) A severidade e a incidéncia da doenca sdo determinadas pelas

diferencas antigénicas entre doador e receptor.

D) A tolerancia das células do doador pelo receptor pode ocorrer mesmo

na auséncia da doenca.
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E) A severidade da doenca depende do reconhecimento dos antigenos do

receptor pelas células do sistema imune do doador.

Esses achados foram aplicados a todos os estudos em TCTH a partir de
entdo. (4)

Em 1972, Thomas reportou sua experiéncia com TCTH alogénico para
pacientes portadores de aplasia. (37). Foram 4 pacientes que haviam falhado ao
tratamento com a terapia convencional com corticoide e mdltiplas transfusdes. Os 4
tiveram pega do enxerto, porém, 1 morreu de DECH aguda e 1 teve rejeicdo do
enxerto.(37) O mesmo grupo mais tarde reportou 100 pacientes com leucemia
aguda em estagio avancado tratados com quimioterapia, irradiacdo corporal total e
infusdo de medula Gssea alogénica.(38) Treze pacientes tiveram uma sobrevida
longa livre de doenca, sugerindo que, apos um platb, se poderia atingir a cura.(38)
Essa resposta em pacientes avancados levou a realizacdo do procedimento em
estagios cada vez mais precoces, com consequente melhora da curva de
sobrevida.(39)

Na década de 70, acreditava-se que a limitacdo para o TCTH alogénico era a
presenca de doadores familiares compativeis. Quase um quarto dos pacientes nao
apresentava essa condicdo. Devido a complexidade do sistema HLA, encontrar um
doador n&do aparentado tornou-se um desafio. (1). No final dos anos 70, Hansen fez
o primeiro TCTH alogénico ndo aparentado em uma paciente com leucemia aguda
recaida apés um TCTH aparentado. (40). Ela permaneceu 2 anos em remissao. A
experiéncia com essa paciente estimulou a formacdo do Programa Nacional de
Doadores nos Estados Unidos, que € um dos maiores bancos de doadores de
medula éssea do mundo. (40)

Atualmente, estima-se que em torno de 11 milh6es de doadores estdo
cadastrados nos bancos internacionais de medula 6ssea. (41) No Brasil, o cadastro
atual (Registro de Doadores de Medula Ossea — REDOME) tem registrado 3 milhdes
e 400 mil doadores e vem gradativamente aumentando, com consequente aumento

no nimero de procedimentos realizados com doadores ndo aparentados.
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3. Indicacgdes Atuais

O TCTH é uma opcéao terapéutica curativa para pacientes portadores de
patologias benignas e malignas hematoldgicas. (42) Nas ultimas décadas, o nUmero
de indicacbes do procedimento tem aumentado, em grande parte pelo
desenvolvimento de condicionamentos reduzidos e pela melhoria nos cuidados de
suporte, que permitem a realizacdo do TCTH em pacientes mais idosos ou
portadores de comorbidade.(42) O uso de novas fontes de célula-tronco, avancos
nas técnicas de tipagem HLA, incremento no ndmero de doadores nos bancos de
registro também possibilitaram a realizacdo de TCTH para um numero maior de
pacientes.(2)(43)

Em nosso pais, sdo seguidas as indicacfes preestabelecidas pelo Ministério
da Saude por meio da PORTARIA N° 2.600, DE 21 DE OUTUBRO DE 20089.

Além disso, em 2010, a Sociedade Brasileira de TMO publicou as Diretrizes
do TCTH no Brasil, servindo como guia para a indicacao do procedimento (diretrizes
SBTMO). A Ultima revisdo dessas diretrizes foi realizada em 2012. Abaixo sao

citadas as principais indicacoes:

Indicacdes: Transplantes alogénicos, aparentados, em pacientes com

mieloablacédo, com idade < 65:

e Leucemia mieléide aguda em primeira remissdo, exceto leucemia
Promielocitica (M3) t (8;21) ou inv.16.

Leucemia mieléide aguda com falha na primeira inducéo.

Leucemia mieldide aguda em segunda ou terceira remissao.

Leucemia linfoide agudal/linfoma linfoblastico em segunda ou

remissdes posteriores.

Leucemia linféide aguda Ph+ entre a primeira e a segunda remisséao.

Leucemia mieldide crénica (LMC) em fase crbnica ou acelerada (de

transformacao); ou segunda fase crbnica e crise blastica.
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e Anemia apléstica grave adquirida ou constitucional.

e Sindrome mielodisplasica de risco intermediario ou alto, incluindo-se a
leucemia mielomonocitica crénica nas formas adulto e juvenil - LMC

juvenil.

e Imunodeficiéncia celular primaria.

TCTH alogénico sem mieloablacdo, aparentado, com idade do receptor

igual ou inferior a 70 anos:

e As mesmas indicacbes do transplante alogénico aparentado com
mieloablacéo , em pacientes com doenca associada (comorbidade).

Leucemia linféide crbnica

Mieloma mudltiplo.

Linfoma n&o Hodgkin indolente.

Doenca de Hodgkin quimiossensivel, como terapia de salvamento

TCTH alogénico ndo aparentado de sangue periférico com idade do

receptor igual ou inferior a 60 anos:

e Leucemia mieldide aguda em primeira remissdo, exceto leucemia
promielocitica (M3), t(8;21) ou inv. 16.

e Leucemia mieléide aguda em segunda ou terceira remissao.

e Leucemia mielbide cronica em fase tardia apés um ano do diagnostico

ou em fase acelerada (de transformacg&o).

e Leucemia Linféide aguda/Linfoma linfoblastico em segunda ou

remissdes posteriores
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Leucemia linféide aguda Ph+ entre a primeira e a segunda remissao.

Sindrome mielodisplasica de risco intermediario ou alto, incluindo-se a
leucemia mielomonaocitica crénica nas formas adulto e juvenil - LMC

juvenil.
Imunodeficiéncia celular primaria.
Osteopetrose

Mielofibrose priméria evolutiva

TCTH alogénico ndo aparentado de sangue de cordao umbilical com idade

do receptor igual ou inferior a 60 anos:

TCTH alogénico ndo aparentado de sangue de corddo umbilical com

idade do receptor igual ou inferior a 60 anos.

Leucemia mieldide aguda em primeira remissdo, exceto leucemia
promielocitica (M3), t(8; 21) ou inv. 16.

Leucemia mieldide aguda em segunda ou terceira remissao.

Leucemia linféide aguda/Linfoma linfoblastico em segunda ou

remissdes posteriores.
Leucemia linféide aguda Ph+ entre a primeira e a segunda remissao.
Anemia aplastica grave adquirida ou constitucional.

Sindrome mielodisplasica de risco intermediario ou alto, incluindo-se a
leucemia mielomonocitica crénica nas formas adulto e juvenil - LMC

juvenil.
Imunodeficiéncia celular priméaria.

Osteopetrose.
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e Mielofibrose primaria em fase evolutiva.

4. Aspectos Imunogenéticos do TCTH

O principal papel da molécula de HLA é apresentar peptideos para o linfocito
T, habilitando este a reconhecer e eliminar particulas estranhas presentes nas
células infectadas ou identificar e ocasionar a apoptose de células do proprio
individuo que estejam alteradas em sua funcdo ou em seu ciclo celular.(44) O
sistema HLA apresenta extenso polimorfismo devido a necessidade imunolégica de
reconhecer uma grande quantidade de antigenos presentes nos mais diversos
patégenos.(44) A despeito dessa imensa diversidade do sistema HLA é possivel
identificar doadores compativeis devido ao carater mendeliano da heranca do HLA e
a presenca de haplétipos bem definidos.(44, 45) Nosso conhecimento a respeito das
estratégias de selecdo de doadores tem aumentado consideravelmente, sobretudo
na ultima década, por meio da analise de resultados de um grande numero de
transplantes realizados com diferentes graus de compatibilidade aliados ao uso dos

testes de tipagem HLA de alta resolucéo. (43,46, 47)

O Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) foi descoberto em ratos
por Peter Gorer e George Snell. (1). A identificacdo em humanos se deu a partir de
um paciente que havia recebido multiplas transfusdes. (32) O MHC contém mais de
200 genes presentes no braco curto do cromossoma 6. E dividido em 3 regides
chamadas de moléculas HLA de Classe |, Classe Il e Classe lll. As moléculas de
Classe | (HLA-A, -B e C genes) apresentam peptideos aos linfécitos T citotdxicos
CD8+ (CTLs), enquanto as moléculas de Classe Il (HLA-DR, -DQ e DP) os
apresentam as células T auxiliares CD4+. Os genes da Classe Il ndo apresentam
peptideos e sdo responsaveis pela codificacdo de fatores do complemento e o Fator
de Necrose Tumoral (FNT). (45,48)

A estrutura geral das moléculas de Classe | e Classe Il sdo semelhantes,
sendo a maioria do polimorfismo encontrado no sitio de ligacdo das mesmas. Isso
permite que uma grande variabilidade de peptideos possa ser expressa pelas
moléculas de HLA. (44, 47) As moléculas de Classe | estdo presentes na superficie

de todas as células nucleadas e plaquetas, ja as de Classe Il sdo restritas as células
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do sistema imune (células B, dendriticas), também conhecidas como células

apresentadoras de antigenos. (APCS). (44)

A realizacdo do TCTH com diferengas HLA entre doador e receptor aumenta
0s riscos do procedimento, influenciando muitas vezes diretamente no desfecho. (5)
(46). Sabe-se que algumas diferencas, mismatch, sdo permissivas para a realizacao
do transplante, enquanto outras sao proibitivas pelo alto risco de mortalidade
associado a DECH. (10, 46,47)

O doador ideal é aquele irmédo compativel em ambos os alelos de cada l6cus
A, B, C, DRB1 e DQB1, também chamado de compativel 10 em 10 ou match
perfeito. (44). Esse tipo de doador, segundo Nowack, pode ser encontrado para 15%
a 30% dos receptores e depende do nimero de irméos nas familias. (44) Devido a
heranca mendeliana, a probabilidade de compatibilidade entre irmédos € de 25%,
pois cada irm&o herda um haplotipo materno e um paterno. (44). Dentre os demais
receptores, 30% a 70% encontrardo esse doador nos bancos de medula 6ssea. O
doador NAP ideal é aquele concordante para a maior parte dos polimorfismos dos
l6cus HLA, identificados por técnicas de alta resolucéo. (44). Os HLA -A, -B, -C e
DRB1 (8/8) sao considerados criticos e muitos consideram um doador compativel
8/8 o padrdo ouro, no entanto, permanecem controvérsias a respeito da necessidade
de incluir o HLA -DQB1 nas estratégias de selecdo de doadores (10/10). Mesmo
sem um consenso, muitos centros padronizaram o uso do 10/10 como rotina na

selecéo do doador. (44)

4.1 Técnicas de Tipagem HLA

Existem varios métodos diferentes de identificacdo de acido
desoxirribunucleico (do inglés deoxyribonucleic acid =DNA) para a realizacdo da
tipagem HLA. Entre os mais utilizados, podemos citar o sequenciamento e as

amplificagBes por primers especificos. (44)

Para testes preliminares ou de apoio, 0o método sorologico por
imunofluorescéncia (Elisa) ainda pode ser utilizado, de acordo com NIH,

principalmente para detectar a presenca de alelos nulos ou para restringir a gama de
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primers ou sondas que serdo utilizadas em testes de alta resolucdo para a
confirmacdo HLA. (44)

A apresentacdo dos resultados de genotipagem do alelo HLA pode ser de
baixa (dois digitos: por exemplo, A * 01), de alta (4 digitos: por exemplo, B * 1302)
ou resolucédo intermediaria (varios alelos similares pertencentes a um grupo: por
exemplo B * XWZ). A resolucdo intermediaria pode ser representada por meio da
codificacdo do NMPD. (44)

5. Fatores Genéticos Nao HLA

Mesmo quando os locus HLA séo idénticos entre e doador e receptor, tanto a
DECH quanto a rejeicdo do enxerto podem ocorrer. Portanto, é reconhecido que
devam existir outros fatores genéticos que interferem nas complicacbes do TCTH
por meio de diferentes vias e mecanismos. (49)

As células Natural Killer (NK) fazem parte do sistema imune inato e sdo
reconhecidas pelo seu papel no controle de infeccBes virais e vigilancia contra
tumores. (50) Elas expressam uma variedade de receptores ativadores e inibidores,
incluindo os Killer imunoglobuline-like receptors (KIR).(50) A importancia das células
NK nos resultados do transplante, devido a caracteristica de seus receptores e seu
modo de ativacéo, tem sido extensamente investigada. A presenca ou auséncia de
certos receptores e haplotipos, além do numero destes presentes, parece ter
impacto na atividade antitumoral do TCTH, nédo estando relacionada a DECH. (51)
Estudos futuros para entender a complexidade desses genes e sua importancia na

selecédo dos doadores fazem-se cada vez mais necessarios. (51)

As citocinas proé-inflamatérias tém implicagcdes nas mais diferentes doencas
imunoldgicas, incluindo a DECH no TCTH. (52) Existem milhares de polimorfismos
de nucleotideos simples (SNPs) nas regides do DNA codificadoras de citocinas, e
isso resulta na variacdo do nivel funcional e da atividade da citocina produzida,
modificando a qualidade da resposta imune nos individuos. (52). Alguns desses
polimorfismos parecem ter relagédo principalmente com as complicagdes infecciosas
pés-TCTH. (53)
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O polimorfismo das citocinas estudadas no contexto do TCTH incluem o Fator
de Necrose Tumoral (TNF), interleucina 10, IL-2, IL-6, Interferon (IFN) gama, TGF-
Bl e TGF-B1 receptores. (53) Em 2003, Lin reportou que o alelo 1L10-592 era um
marcador de resultados favoraveis no TCTH e, em metanalise recentemente
publicada, que a homozigose da IL10 para os alelos T819 e A1082 era associada

com reducdao de risco para DECH. (52,54)

Os antigenos menores de histocompatibilidade sdo peptideos imunogénicos
derivados de proteinas celulares pleomorficas.(55) Esses peptideos se ligam aos
antigenos HLA e podem ser reconhecidos pelas células T. Os sistemas mais
reconhecidos sdo HA e H-Y e linfocitos especificos contra ambos tém sido
encontrados no periodo precoce p6s-TCTH.(55) Marczeski reportou a influéncia do
H-Y com doador feminino em receptor masculino, demonstrando uma reducéo da
taxa de recaida (6% x 23%) p=0,046, porém, com um aumento da incidéncia de
DECH crbonica (66% x 38%) p=0,02.(55) Estudos a respeito de sua aplicacéo
terapéutica, principalmente no efeito do enxerto contra o tumor, sem o aumento de

DECH, estdo em andamento. (56)

A disparidade genética, principalmente dos locus HLA, entre doador e
receptor € um fator critico e tem influéncia direta no resultado do TCTH. (44) Nao
menos importante, outras questdes permanecem e precisam ser exploradas, como a
fonte de célula-tronco, o tipo de condicionamento, fatores genéticos ndo HLA, outros
fatores relacionados ao doador (sexo, idade e infeccédo prévia por CMV) e o tempo

para identificacdo do doador e a realizacdo do TCTH.

6. Fontes de Célula-Tronco Hematopoiética

A medula 6ssea permaneceu durante muitos anos como a Unica fonte para a
realizacdo do TCTH, mesmo quando ja se tinha conhecimento da presenca de
células-tronco circulantes no sangue periférico (CTP). (57) ApOs ser demonstrado

gue a coleta adequada de CTP era possivel com uso fatores estimuladores das
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colénias de granuldcitos (G-CSF) e posteriormente comprovada sua superioridade
em relacdo a medula éssea para a realizacdo do TCTH autélogo, devido a rapida
enxertia ou pega, a CTP passou a ser a fonte de escolha para esse procedimento.
(58)

O uso da CPT no contexto do TCTH alogénico ocorreu mais lentamente e
apesar de amplamente aceita como fonte para a realizagdo do procedimento,
guestionamentos com relacdo ao aumento de incidéncia de DECH aguda e cronica
ainda permanecem e 0s resultados sdo controversos. (59) Em metanalise recente,
reunindo estudos que compararam desfechos do TCTH de CTP com os de medula
O0ssea em pacientes portadores de neoplasias hematoldgicas, ndo houve diferenca
na incidéncia de DECH aguda, sobrevida global ou na sobrevida livre de doencga, no
entanto, o uso de CTP aumentou significativamente a incidéncia de DECH cronica.
(60)

As células-tronco presentes no corddo umbilical, coletadas e criopreservadas
no nascimento, sdo uma estratégia amplamente utilizada em criancas tanto para
TCTH AP como para NAP. (61) Essa fonte aparentemente permite a realizacdo do
TCTH com altos graus de disparidade HLA, com uma menor incidéncia de DECH
aguda quando comparado a medula 6ssea ou CTP. (61) Por outro lado, suas
limitagcdes parecem ser a dose celular baixa, com um risco aumentado de falha de
pega do enxerto e aumento do risco de recaida. Nas ultimas décadas, o uso de
cordao foi estendido para pacientes adultos, principalmente pelo uso da técnica de
infusdo de duplo corddo desenvolvido em Minnesota. (62) Isso tem permitido uma
reducdo no tempo de pega e consequente reducdo da TRM, com melhoria nas taxas
de sobrevida, porém, ainda com taxas de recaida elevadas. (63) Outra inovacao
nessa modalidade € a realizacdo da expanséo in vitro de células do cordao, levando
a um aumento da celularidade da unidade de corddo, promovendo redugdo no

tempo de pega e da TRM associada. (64)
7. Condicionamentos

O regime de condicionamento, que significa preparar o receptor para o

transplante, tem um papel fundamental no TCTH. Os principais objetivos do
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condicionamento sdo: criar espaco para pega do enxerto, gerar imunossupressao

para evitar a rejeicdo do enxerto e a erradicacédo da doenca. (1)

7

A toxicidade do condicionamento € uma causa de mortalidade precoce,
porém, traz também a possibilidade de erradicacdo da doenca e de cura do
paciente. Portanto, o dilema do condicionamento consiste em como erradicar a

doenca sem uma toxicidade extrema. (1,30,65)

Para entender a diversidade de condicionamentos existentes nos dias de
hoje, € necessario lembrar alguns aspectos histéricos. O TCTH teve seu inicio como
opcéao terapéutica de resgate para sobreviventes de doses letais de irradiacéo, e a
irradiacdo corporal total (TBI) era utilizada no tratamento de leucemias agudas. A
TBI provou ser eficiente no condicionamento, promovendo a pega do enxerto; no
entanto, ndo era suficiente para a cura quando utilizada sozinha. (31) A associacao
da TBI com ciclofosfamida permitiu o sucesso do transplante na década de setenta.
Nesse periodo também se iniciou a utilizacdo de regimes de condicionamento
incluindo outras drogas, com efeito antileucémico, como bussulfano, etoposide,

citarabina, carmustina e melfalano. (65)

Na década de 80, a énfase foi na intensidade e na associacdo de outras
drogas que nao a ciclofosfamida com a TBI, no intuito de reduzir as taxas de
recaida.(1) Numerosos estudos foram realizados para identificar as doses maximas
toleradas com essa associacao. As toxicidades limitantes foram mucosite, doenca
veno-oclusiva hepatica (VOD), pneumonite intersticial, toxicidade em SNC e pele.
Nenhuma dessas associac¢des trouxe melhora no resultado do TCTH, pois qualquer
ganho na taxa de recaida era suplantado pela mortalidade secundéria a toxicidade
desses esquemas. (1) Na década de 90, o foco foram estudos explorando a reducao
da mortalidade associada a toxicidade do condicionamento. (66) Atualmente, a
associacédo da ciclofosfamida com TBI (Cy/TBI) ou bussulfano com ciclofosfamida
(BuCy) sao considerados regimes condicionamentos padrdo para o TCTH dito
mieloablativo(8,67)

Com o melhor conhecimento do efeito do enxerto contra a leucemia (GVL) e
com o reconhecimento de que a infusdo de linfécitos do doador era capaz de

ocasionar controle da leucemia, introduziu-se o conceito de condicionamentos de
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intensidade reduzida (RIC) no sentido de diminuir a alta morbimortalidade associada
aos condicionamentos mieloablativos em pacientes portadores de comorbidades ou
com idade avancada.(9) O objetivo do RIC ndo é a erradicacdo do tumor ou a
destruicdo do tecido hematopoiético por meio do efeito citotdxico, e sim a modulacao

de efeitos imunomediados.(9)

Durante os dltimos anos, um grande nuamero de regimes de
condicionamentos RIC tem sido desenvolvido, a maioria deles utilizando a
fludarabina. Alguns desses tém uma intensidade tdo reduzida que nao causam

mielotoxicidade, sendo entdo considerados ndo mieloablativos(9).

Nos dias atuais, acredita-se em um condicionamento dirigido onde um
paciente com alto risco para TRM e baixo risco de recaida deva receber um
condicionamento diferente daquele com um baixo risco de TRM e alto risco de

recaida.

8.Enxertia

A finalidade priméaria do transplante de células-tronco hematopoiéticas € o
estabelecimento de uma hematopoese proveniente do doador, o que é chamado
comumente de “pega do enxerto” ou enxertia. (1,66,68) A definicdo de pega
usualmente utilizada é a presenca de mais de 500 granulécitos/mm? durante trés
dias consecutivos. Essa definicdo, porém, ndo leva em conta a possibilidade, rara
hoje em dia, de uma reconstituicdo autéloga. Portanto, temos que provar também
gue, no momento da pega, as células sao provenientes do doador ou a existéncia de
quimerismo completo que pode ser pesquisado por varios métodos (testes deshort
tandem repeat-STR, tipagem sanguinea e cariotipagem da medula 0ssea) (1,66,69)
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9. Complicagbes do TCTH
9.1 Complicagoes Precoces

A mucosite € uma complicacdo frequente do TCTH e esta diretamente
relacionada a intensidade do condicionamento. Ela ocorre devido a leséo tecidual
ocasionada pela quimioterapia ou radioterapia dos regimes de condicionamento
mieloablativos ou pelo uso associado de methotrexate para profilaxia de DECH.
(1,66,68). Pode ocorrer em qualquer local do trato gastrointestinal e cursar desde
leve com pouca sintomatologia, até severa com ulceracbes dolorosas e
sangramentos. Muitas vezes, faz-se necessario o uso de nutricdo parenteral total até
o restabelecimento da mucosa e a normalizacdo da nutricdo oral. (66) A frequéncia
dessa complicacdo € de cerca de 30%, podendo chegar a 60% nos pacientes
submetidos ao transplante com uso de TBI. (68)

A sindrome obstrutiva sinusoidal (SOS), ou doencga veno-oclusiva hepatica
(VOD), como era previamente conhecida, € um conjunto de sinais e sintomas que
ocorre precocemente no TCTH e esta diretamente relacionada ao condicionamento
e sua toxicidade hepatica. (1,70) A VOD se caracteriza pela presenca de ictericia,
retencao hidrica e hepatomegalia dolorosa geralmente ocorrendo nos primeiros 30 a
40 dias do TCTH. (1) Apesar de pouco frequente e muitas vezes ter resolucao
espontanea, a VOD pode ser causa importante de mortalidade, podendo levar, em

casos graves, a faléncia de multiplos orgéos. (70)

A patogénese dessa sindrome tem sido amplamente investigada e
aparentemente esta relacionada com a reducgdo de glutadiona hepética, ocasionada
pelas drogas utilizadas no condicionamento, como bussulfano e carmustina, ou a
irradiacéo corporal total (TBI). (1) Isso leva a um acumulo de metabdlitos toxicos
como a acroleina em regifes hepaticas ricas em citocromo P450, mais precisamente
nos sinusoides hepéticos, ocasionando alteracbes das paredes desses vasos,
permitindo o extravasamento de heméacias, leucocitos e, no sentido inverso, a
obstrucdo sinusoidal por acumulo de debris. (70) A incidéncia atual dessa
complicacéo gira em torno de 10% a 15% nos pacientes submetidos a TCTH com
condicionamento mieloablativo e taxas inferiores a 5% nos pacientes com

condicionamento reduzido. (70)
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Apesar dos recentes avancos no tratamento das complicacdes pos-TCTH, as
complicacdes infecciosas permanecem como causa importante de morbimortalidade
desses pacientes. (1,66) Com as melhorias nas medidas de suporte e nas
estratégias de profilaxia para DECH, bem como o melhor entendimento dos
mecanismos de imunossupressdo, e com a introducdo de condicionamentos nao
mieloablativos, ocorreu uma reducdo da mortalidade associada a neutropenia,

porém, o risco ainda permanece elevado. (1,66)

Os patégenos envolvidos nas infeccbes tém relacdo direta com a
reconstituicdo imunoldgica do paciente e variam de acordo com as fases do TCTH.

Essas fases podem ser divididas em precoces, intermediarias ou tardias. (Tabela 1).

Na fase precoce, o risco esta relacionado diretamente a neutropenia severa e
a quebra de barreiras das mucosas ocasionadas pelo condicionamento. Os
patdgenos mais comumente associados a infec¢cdes nessa fase sdo bactérias gram
negativas e gram positivas, além das infec¢des fungicas por Candida sp ou outras

micoses invasivas, como o Aspergillus sp.(1,66,71,72)

A fase intermediaria vai do momento da pega do enxerto até o terceiro més
do TCTH e esta relacionada a deficiéncia de imunidade celular. Nessa fase, é
frequente a reativacdo do citomegalovirus e outros virus, como 0s poliomavirus e o
adenovirus. (1,66,71)

Na fase tardia, a presen¢ca ou ndo de DECH e sua intensidade s&o fatores
relacionados ao retardo da reconstituicdo imunoldgica, mantendo muitas vezes o
risco para infeccbes por virus e fungos. Além disso, pela deficiéncia de
imunoglobulinas, esses pacientes sdo suscetiveis a infeccbes por germes

capsulados, como o H. influenzae e S. pneumoniae.(1,66,71,73)



Tabela 1 - Fases do TCTH e infeccdes relacionadas
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FASE DO TMO DEFEITO IMUNE PATOGENO Medicamento
ENVOLVIDO utilizado
Neutropenia, Mucosite, Gram - Cefepime

Condicionamento e

até D+30 GVHD aguda Gram +(stafilo) Vancomicina
(PRECOCE) Cateter Fungo (Candida) Anfotericina
Virus (Herpes) Aciclovir
Defeitos na imunidade Virus (CMV/EBV) Ganciclovir
P6s-TMO (até 90 celular e humoral Fungos
dias) (Aspergillus/Candida) Anfotericina
GVHD aguda/cronica P. jirovecci Bactrim
(INTERMEDIARIA) Cateter Bactérias (encapsuladas)
Penicilinas
Defeitos imunidade Bactérias (encapsuladas) | Penicilinas
P6s-TCTH Celular e humoral; asplenia
Tardio + 100 dias ' VirosesZooster/CMV
GVHD crénico Aciclovir
(TARDIA) P. jirovecci
Bactrim

9.2 Doenca do Enxerto contra Hospedeiro Aguda

A DECH é uma das principais causas de morbidade e mortalidade apés
transplante de células-tronco hematopoiéticas e decorre da alorreatividade dos
linfécitos do enxerto contra os antigenos de histocompatibilidade do hospedeiro. (1)
(11,13) A DECH pode ser aguda, geralmente ocorre nos 100 primeiros dias apos o
transplante, ou crénica apos este periodo. (11) No entanto, manifestacdes clinicas
de DECH aguda podem ser observadas tardiamente assim como as de DECH

cronica podem ser observadas mais precocemente. (74)

Segundo Socié, podemos descrever sucintamente a DECH aguda em cinco

passos basicos: (75)

1- Inicio da resposta imune: o condicionamento gera lesao tecidual e promove
uma tempestade de citocinas proé-inflamatérias que levam a maturacdo e a
proliferacéo das células apresentadoras de antigenos criando um ambiente propicio
a ativacao e expansao das ceélulas T do doador.
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2- Ativacao das células T e co-estimulacao: a ativagdo ocorre como resultado
de reconhecimento e interacdo entre as células T e as moléculas coestimulatorias

expressas na superficie das APCs.
3- Expanséo e diferenciacao das células T alorreativas.

4- Circulacédo das células T ativadas: as células T ativadas migram até os
tecidos-alvo (pele, figado e trato gastrointestinal), seguidas do recrutamento de

outros leucécitos efetores.

5- Destruicao dos tecidos-alvo pelas células T: isso ocorre pela exposi¢cdo dos
antigenos na superficie das células e reconhecimento pelo linfocito T ativado, com
aumento das moléculas efetoras imunes. Esse novo dano tecidual promove o
aumento do sinal inflamatério, perpetuando o processo e gerando um feedback
positivo para a manutencdo da DECH. Paczesny, em uma revisao recente sobre a
fisiopatogenia da DECH aguda, descreve-a como uma resposta imune complexa
inadequada e que pode ser entendida por uma via que consiste em gatilhos,

sensores, mediadores e efetores da DECH. (76)

Os gatilhos sdo aqueles responsaveis pelo inicio da resposta imune e se
caracterizam principalmente pela apresentacdo de antigenos HLA do receptor para o
linfécito T do doador. (76) Alguns gatilhos sdo criticos para a indugcdo de DECH,
entre eles estéo as disparidades do HLA e o dano induzido pelo condicionamento.
Os regimes de condicionamento, baseados em quimioterapia ou radioterapia,
promovem a morte celular e exposicdo de antigenos com liberagcéo de citocinas pro-
inflamatorias, como a interleucina 1, FNT e a interleucina 6, mediadores da
tempestade de citocinas.(76,77). Existem evidéncias que a utilizacdo de TBI no
condicionamento aumenta a incidéncia de DECH aguda. (78,79)

A severidade da DECH esta diretamente relacionada ao grau de
incompatibilidade HLA e mesmo o paciente sendo HLA compativel podem existir
diferencas ou mismatchs do complexo menor de histocompatibilidade que levam ao
desenvolvimento de DECH aguda.(76)

O complexo molécula de histocompatibilidade/peptideo do receptor € exposto

aos linfécitos T circulantes do doador pelas células apresentadoras de antigenos
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(APCs). No entanto, esta primeira interacdo ndo € suficiente para que ocorra a
ativacao dos linfécitos T. As APCs promovem entdo um sinal de coestimulacéo, e os
peptideos ligados a molécula de HLA ou a antigenos menores de
histocompatibilidade s&o reconhecidos como estranhos. (76) Os linfécitos,
reconhecendo como estranhas essas moléculas, sédo ativados, proliferam e
secretam IL 2. (75,76) A presenca de IL 2 proveniente dos linfocitos ativados
estimula as células mononucleadas do doador a secretar um coquetel de citocinas
inflamatorias, como IL-1, TNF-alfa e interferon-gama. Segundo Patriarca, o TNF tem
um papel-chave na cascata inflamatoria da DECH aguda. A resposta inflamatoria
resultante dessa combinacao amplifica as lesdes teciduais e, por um mecanismo de
coestimulagdo, aumenta ainda mais a liberacdo de citocinas e a

proliferacéo/ativacao dos linfécitos. (77)

A DECH aguda ocorre usualmente entre o 14° e 28° dia apds o transplante.
Entre 20% e 80% dos pacientes apresentam DECH leve ou moderada e cerca de
10% a 20% deles desenvolvem a forma grave, em pacientes submetidos ao TCTH
HLA idénticos aparentados. (10,11,13,47)

Os orgaos-alvo da DECH aguda séo a pele, o tubo digestivo e o figado. Em
relacdo a pele, as manifestacdes clinicas podem variar de um simples eritema
localizado até a sindrome de Lyell. O acometimento digestivo pode se resumir a
nauseas ou se manifestar como diarreia profusa e hemorragica. Colestase é a

manifestacao classica do acometimento hepatico. (11)

A DECH aguda é classificada de 1 a 4 de acordo com 0s critérios propostos
por Glucksberg e colaboradores em 1974 e que se encontram descritos na tabela 2
adaptada (Glucksberg, 1974-revisada em 1994). A mortalidade varia segundo o

grau, podendo atingir até 90% quando o grau é 4. (1,75,79)
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Tabela 2 Estadiamento DECH aguda adaptada (Glucksberg, 1974-revisada 1994)

Estadio Pele Figado Trato Gastro-Intestinal

rash maculopapuloso | BT 2-3 mg/dl | Diarréia <= 1000 ml/d (<15 ml/

kg/ d )*
<25% da superficie nauseas/vomitos ou anorexia
1 corporal com comprovacao histologica
rash BT 3,1-5,9 Diarréia>1000 ml/d (>15ml/kg/d)
maculopopulosode 25 mg/dI
a 50% da superficie
2 corporal
BT 6-14,9 mg/dl | Diarréia > 1500 ml/d (>20 ml/
Eritrodermia (103-255 um/l) kg/ d)*
3 generalizada
Eritrodermia BT >15 mg/dl | Diarréia >2000 ml(25 ml/ kg/ d )*

generalizada Com
formacao de bolhas e
4 descamacdao

*Criancas, BT: Bilirrubina Total

Com relacao ao tratamento da DECH aguda, a prevencdo da ocorréncia da
doenca, principalmente nos graus 3 e 4, permanece como a primeira medida efetiva.
O uso de drogas imunossupressoras no periodo peri e pés-TCTH ocasiona a
imunossupressao da funcéo do linfocito T do doador, reduzindo assim a incidéncia
de DECH aguda. (1) Diferentes esquemas de drogas tém sido testados, e
atualmente o esquema mais amplamente utilizado € o uso de um inibidor da
calcineurina associado a baixas doses de methotrexate. Este esquema mostrou-se

superior ao uso de corticoide com methotrexate ou methotrexate sozinho. (78,80,81)

A DECH aguda grau 1, que por definicdo envolve apenas a pele, pode ser
tratada efetivamente com uso de corticoides tépicos. JA graus mais avancados
necessitam o uso de terapia sistémica, e a droga de escolha ainda permanece o
corticoide em doses altas. Usualmente, preconiza-se o uso de metilprednisolona
2mg/kg por 7 a 14 dias seguidos por uma lenta e gradual reducédo apos a resposta
completa. Alcancar o nivel ideal de imunossupressdo para o controle da DECH
versus o0s riscos associados ao uso prolongado de altas doses de corticoide,
principalmente quando ha complicagbes infecciosas bacterianas, virais e fangicas,

permanece um desafio. (79)
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A faléncia de resposta da DECH ao uso da dose padrdo de corticoide,
definida como progressdo apés 3 dias do inicio, ou resposta incompleta apdés 14
dias, ou a recorréncia refrataria, necessitardo de uma segunda linha de tratamento.
Nesse contexto, muitos agentes tém sido testados, em associacdo ou nao ao

corticoide, no entanto, nenhum desses tem obtido resultados convincentes. (82,83)

Anticorpos monoclonais que agem no receptor da interleucina 2 do linfécitoT,
como o basiliximab (anti-CD25), e drogas anti-fator de necrose tumoral, como
infliximab e etanercept tém sido utilizadas. (77, 82,84) Apesar de um controle inicial,
respostas duradouras séo infrequentes, e os resultados na DECH aguda refrataria a

corticoides sdo desapontadores, com taxas de mortalidade préximas a 80%. (77)

Em 2006, Ringdén publicou o sucesso do tratamento da DECH aguda com o
uso de células mesenquimais (MSC). (85,86) As MSC exercem um efeito
imunossupressor em formas ndo HLA restritas, como as células T regulatorias (T-
regs), e oferecem uma nova estratégia para o tratamento dessa complicacao

frequentemente fatal.(86,87,88)

10.Complicacgbes Tardias
10.1 Doengas do Enxerto contra Hospedeiro Crdnica

A DECH cronica foi reconhecida como uma complicacdo do TCTH h& mais de
30 anos; no entanto, a evolugcdo no conhecimento de sua patogénese, bem como do
seu tratamento, tem sido lenta. (89) A doenca ocorre em cerca de 50% dos
pacientes submetidos ao TCTH, sendo a principal causa de morbidade e
mortalidade tardia nos sobreviventes ao procedimento(89). Em 2005, com o intuito
de uma melhor caracterizacéo e tratamento da doenca, o National Institute of Health
Consensus (NIHC) Conference on Criteria for Clinical Trials in Chronic Graft Versus
Host Disease (GVHD) publicou suas recomendacgdes. (90) Esse consenso dividiu a
DECH cronica em duas grandes categorias, cada uma com duas subcategorias. A
DECH aguda, que ocorre até os 100 dias, ganhou a definichio de DECH aguda
classica. A DECH croénica foi classificada ndo pelo tempo pés-procedimento, e sim

pela presenca de critérios diagnosticos clinicos ou por meio de biopsias dos tecidos
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acometidos. Foi definida como DECH crdénica aquela que apresenta alteracdes em
pele, hepaticas e trato gastrointestinal sem ambiguidades e sem caracteristicas de
DECH aguda. A sindrome Overlap foi descrita como aquela em que o paciente
apresenta lesbes agudas em conjunto com lesdes cronicas. (74) Tabela 3

A DECH crbnica € uma doenca pleomorfica, com caracteristicas semelhantes
a doencas autoimunes, com achados clinicos semelhantes a esclerodermia ou
sindrome de Sjogren. (89) Os érgaos mais afetados séo pele, figado, cavidade oral e
olhos. Manifesta-se como dermatite inflamatéria, acompanhada de "sindrome sicca"
(secura de boca e olhos), perda de elasticidade cutanea e fibrose periarticular,
quadro gastrointestinal com gastroenterite cronica, anorexia e perda de peso, além

de elevagéao de bilirrubinas, fosfatase alcalina e gama-GT. (89,91)



Tabela 3: sinais e sintomas de DECH croénica.
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Pterigio ungueal
Perda das unhas

Diagnostico: Caracteristico: Comum
(Visto em DECH
Local Estabelece DECH (Mas nao suficiente diagndéstico) cronico
Crdnico e agudo)
Poiquilodermia Despigmentagéo Eritema
Liguen plano Rash Maculo papular
Pele Morfea Prurido
Liguen scleroso
Distrofia
Separacdes longitudinais e fraqueza
Unhas Onicolisis

Cabelos e pelos

Surgimento de alopecia (apés a

Corporais Recuperacdo quimio ou radioterapia)
Descamacoes
lesoes papuloescamosas
Boca Achados tipo liquen Xerostomia Gengivite
Placas hiperceratoticas Mucocele Mucosite
Restricdo da abertura Atrofia da mucosa Eritema
por esclerose Pseudomembranas Dor
Ulceras
Olhos Olho seco, doloroso
Conjuntivite cicatricial
Ceratoconjuntivite sicca
Areas confluentes de cerato-
conjuntivite
Conjuntivite puntata
Achados de liquen
Genitéis plano Erosbes
Cicatrizes ou Fissuras e ulceras
Estenose vaginal
TGI Membrana esofagica Anorexia
Estreitamento ou
estenose Nauseas ou Vomitos
ate o terco medio Diarréia
esofagiano Perda de Peso
BT, FA acima de 2x
Figado acima normal
ALT ou AST 2 x acima
normal
Bronquiolite Obliterante por provas
Bronquiolite pulmonares alteradas e achados
Pulméo obliterante(BOOP) Radiologicos
diagnosticada por
Biopsia BOOP
Musculos, Fasceites, Esclerose Miosites
fascias e
articulacoes Rigidez articular Polimiosites
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O tratamento da DECH crbnica varia conforme o grau de comprometimento,
de acordo com o estadiamento proposto pelo Consenso de 2005. (74) As formas
limitadas podem ser tratadas com corticoide topico. Quando o comprometimento é
extenso, o tratamento com corticoterapia sistémica esta indicado, podendo ou néo
ser associado a um inibidor da calcineurina. Em algumas situacdes de esclerose
sistémica, esta indicado o tratamento com PUVATERAPIA (psoraleno+ultravioleta

A) ou fotoaférese terapéutica.(89)

Apesar do tratamento adequado, a DECH crbnica extensa ainda é
responsavel por cerca de 20% de mortalidade relacionada ao TCTH e, portanto, o
reconhecimento e o tratamento precoce dessa complicacdo tornam-se

indispensaveis.

10.2 Outras complicacdes tardias

Com o aumento no numero de procedimentos realizados e com a melhora
dos resultados destes, o numero de sobreviventes tem gradativamente aumentado.
O objetivo principal do TCTH € alcancar a cura da doenca de base, porém, cada vez
mais aspectos de qualidade de vida p6s-TCTH tém sido abordados.(1)(66)(68)
Apesar da melhora da sobrevida, esses pacientes ainda tém uma expectativa de
vida inferior a da populacdo em geral, principalmente como consequéncia dos
regimes de condicionamento utilizados no TCTH e da presenca de DECH

cronica.(89)

Entre as complicagbes tardias mais frequentes, podemos citar: disfuncdo da
tireoide, disturbios de crescimento, desnutricdo proteico-caldrica, reducdo da libido e
da fertilidade, osteoporose, complicagbes pulmonares nédo infecciosas, insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia renal e sobrecarga de ferro. Os pacientes também
apresentam risco aumentado para eventos cardiovasculares e para 0

desenvolvimento de neoplasias. (92)

O conhecimento e o tratamento adequado dessas complicagcdes podem
promover uma melhora da qualidade de vida, possibilitando também a reinsercéo

psicossocial e familiar desses pacientes. (92)



43

11. Fatores de risco relacionados ao doador
11.1 Incompatibilidade ABO

Podemos definir como incompatibilidade ABO maior quando o plasma do
receptor apresenta isoemaglutininas (anticorpos) contra os antigenos das hemacias
do doador; incompatibilidade menor quando o plasma do doador possui
isoemaglutininas contra os antigenos das hemacias do receptor; e incompatibilidade
maior e menor (bidirecional) quando ambos possuem isoemaglutininas mutuamente

um contra o outro. (93)

A transfusdo de hemécias ABO incompativel maior pode ser associada com
hemdlise intravascular disseminada, insuficiéncia renal e Obito. Além disso, no
transplante de o6rgdos soélidos, essa incompatibilidade est4 associada a rejeicédo

aguda do enxerto. (93)

O TCTH pode ser realizado com esta incompatibilidade porque, apds a
reconstituicdo hematopoiética, o receptor serd capaz de produzir hemécias com os
antigenos do doador, modificando, assim, o seu grupo sanguineo ABO. Isso podera
levar de 6 meses até 1 ano apés o transplante. Durante esse periodo, o receptor
permanecera com grupo sanguineo indeterminado, expressando os antigenos do

doador, porém, com a presenca de anticorpos contra eles. (1, 93).

Para minimizar o risco de reacdo hemolitica aguda grave durante a infusdo do
TCTH com incompatibilidade ABO maior, 0 hematdcrito do enxerto pode ser
reduzido por meio da técnica de hemossedimentacéo, ou os niveis de anticorpos do
receptor podem se reduzidos com a realizagdo de plasmaférese. Quando existe a
incompatibilidade menor, retira-se o plasma do enxerto. (1,21,93)

Embora a incompatibilidade ABO entre o doador e o receptor ndo represente
uma barreira ao sucesso do transplante, pode ocorrer a destruicdo prolongada dos
eritrécitos do receptor, ou a aplasia eritrocitaria pura e necessidade prolongada de
suporte transfusional. Além disso, a incompatibilidade menor pode resultar em
aumento do risco de hemdlise imune tardia, que ocorre em aproximadamente 10-

15% dos casos. (94) Por outro lado, o impacto da incompatibilidade eritrocitaria na
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pega do enxerto, complicacbes poés-transplante e sobrevida sdo controversos. (17,
95) Isso se deve em grande parte ao fato de esses estudos avaliarem grupos de

pacientes heterogéneos e com nimero pequeno de pacientes.(93,96)

Hipbteses de que a incompatibilidade ABO pudesse ser fator de risco para o
desenvolvimento de DECH aguda vem do fato da presenca de anticorpos Anti-A e
Anti-B e pela presenca de antigenos ABO em outros tecidos que poderiam funcionar

como gatilhos para o inicio da DECH aguda.(97,98)

A influéncia da incompatibilidade ABO nos desfechos do TCTH permanece
controversa e poucos trabalhos tém revisado sistematicamente essa associacao.
(10, 16). Seebach, em 2005, avaliou 3.103 pacientes submetidos a TCTH no periodo
de 1990 até 1998, com leucemias agudas em estagios precoces registrados no
Registro Internacional de TCTH alogénico (CIBMTR), ndo tendo encontrado
diferencas entre os desfechos avaliados para os pacientes com incompatibilidade
ABO maior ou menor. (93) No entanto, quando a incompatibilidade era bidirecional,
havia um risco aumentado de 1,8 vezes para DECH aguda graus 3 e 4. (93) Em uma
metandlise (1.200 casos), ndo foi encontrada diferenca entre 0s grupos na
sobrevida, com uma leve tendéncia de reducdo de sobrevida na incompatibilidade
bidirecional em pacientes com TCTH NAP, sugerindo a necessidade de mais

estudos nesse subgrupo de pacientes. (99)

A necessidade transfusional também pode ser maior no TCTH incompativel
ABO, o que pode acarretar sobrecarga de ferro no poés-transplante e esta
sobrecarga parece estar associado a DECH crbnica assim como a um retardo na
pega de neutréfilos. (18) Por outro lado em estudo comparando pacientes
submetidos a TCTH tendo como fonte o cordédo umbilical, embora tenham observado
um aumento da necessidade transfusional, ndo encontraram impacto na pega de
neutréfilos. (100,101) Finalmente, Blin e col. em 2010, relacionou o impacto da
incompatibilidade ABO com a fonte de CT. Aparentemente, a incompatibilidade ABO
maior teve impacto na pega dos pacientes submetidos a TCTH com medula 0ssea.
17)

As consequéncias da incompatibilidade ABO no TCTH permanecem,

portanto, indefinidas. O aumento no numero de TCTHs NAP e as diferentes fontes
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de célula-tronco que vém sendo utilizadas sugerem a necessidade de estudos

nesses subgrupos de pacientes. (99)

11.2 Sorologia para citomegalovirus

Durante muitos anos a infeccao por CMV foi a principal causa de mortalidade
e morbidade precoce no TCTH. O desenvolvimento de técnicas diagndsticas
confiaveis, como a antigenemia e PCR, permitiu o tratamento da reativacdo da
infeccdo antes do desenvolvimento da doenca pelo CMV — o chamado tratamento
pré-emptivo.(23) Essa abordagem, que teve inicio na década de 90, reduziu
drasticamente a frequéncia da doenca por CMV de niveis de cerca de 30% para
patamares inferiores a 5%.(102) No entanto, estudos tém demonstrado que a
infeccdo por CMV no TCTH ainda € associada a morbidade significativa, reducao
das taxas de sobrevida e responsavel por um custo significativo nos sistemas de
saude.(16) Cerca de 80% dos pacientes apresentardo reativacdo de CMV, sem um

significado clinico bem definido.(102)

A patogénese da infeccdo e doenca por CMV é complexa, com varias
interacdes entre CMV e o sistema imunoldgico. Essas sao mediadas por varios
mecanismos, incluindo efeito do virus sobre a expressdo do HLA, a producédo de
citocinas e a expressdo de moléculas de adesdo.(16) Essas interacdes poderiam
explicar o aumento do risco de infec¢Bes bacterianas e fungicas secundéarias em
pacientes com infeccdo por CMV no contexto do TCTH.(16)(23) Por outro lado,
recentemente foi relatada a redugdo da incidéncia de recaida (IR) na leucemia
mielbide aguda (LMA) em pacientes apos TCTH com reativacdo versus sem
reativacdo do CMV. Essas observacdes clinicas sugerem um efeito "de virus-contra-
leucemia" e estudos in vitro mostram que o CMV desencadearia a ativacado das
células NK contra a leucemia (CMV e NK).(103) No entanto, esse dado necessita de
mais investigacdo para confirmacéo de um possivel beneficio da reativacdo do CMV.
Estes achados ndo foram confirmados e estudos sugeriram que os efeitos anti-
leucémicos poderiam estar associados as drogas antivirais utilizadas e a presenca
de DECH aguda. (16)

A grande maioria dos centros de TCTH no mundo procura escolher um
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doador com sorologia negativa, principalmente se o receptor também o for, para

reduzir tanto o risco de primoinfeccédo quanto de reativacdo do citomegalovirus. (22)

bY

Em nosso meio, essa pratica torna-se impossivel devido a grande
porcentagem de doadores e receptores que tiveram infeccdo prévia por CMV. Em
estudo de Pitombeira de 2013(104), a taxa de sorologia positiva nos receptores
prévia ao TCTH foi superior a 86,7% e estima-se que, nos doadores, essa taxa seja
semelhante. (104) Em dados n&o publicados do grupo de TCTH em nosso centro, a
frequéncia de CMV em receptores menores de 20 anos foi de 81%.

11.3 Sexo do doador

O impacto da incompatibilidade de sexo do doador no TCTH tem sido
extensamente investigado e alguns autores encontraram resultados inferiores com
doadoras com mais de 2 gesta¢cfes (multipara) o que levou vérios centros de TCTH
a preferir doadores masculinos, independentemente do sexo do receptor. (105)

O TCTH de um doador do sexo feminino para um receptor do sexo masculino
(F — M TCTH) é uma circunstancia especial em que as células T do doador
especificas para antigenos menores de histocompatibilidade, codificadas por genes
no cromossomo Y que sdo polimérficos aos seus homologos do cromossomo X,
podem contribuir para a DECH e para o efeito do enxerto contra a leucemia.(106)
Quatro genes no cromossomo Y ja foram identificados para codificar antigenos H
menores e o0 papel desses antigenos na DECH e no efeito contra o tumor estéo
sendo investigados.(106)

O CIBMTR, em 2006, reportou um estudo com 2.626 pacientes, em que
encontrou que doadoras multiparas resultam em um aumento de risco para DECH
cronica em todos os receptores, e a magnitude desse aumento do risco €
semelhante para receptores masculinos e femininos. No mesmo estudo, foi
encontrado que doadoras nuliparas aumentam o risco de DECH crbnica em
receptores do sexo masculino para um grau comparavel ao de doadoras multiparas.
(105)
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Na analise dos dados do NMDP para TCTH NAP de 2011, doadoras
multiparas foram fator de risco independente (RR, 1,37 Cl: 95%, p=0,02) para DECH
cronica. A aloimunizacdo induzida pela gravidez seria 0 mecanismo responsavel
pelo aumento da frequéncia de DECH cronica associado as doadoras multiparas.
Atualmente, portanto, o sexo do doador tem sido considerado como um fator de
risco para DECH aguda e crbnica e tem papel importante na sele¢cdo do doador,

principalmente para receptores masculinos. (42)

11.4 Idade do doador

Tem se demonstrado que a idade avancada do doador estd associada a
resultados negativos no TCTH, sendo que isso ocorreria devido a uma combinagao
de fatores relacionados a mortalidade relacionada ao transplante e a recaida. (107)

O impacto da idade do doador tem sido observado nas grandes séries
publicadas pelo NMDP. Em 2001, foi relatado que a idade dos doadores estava
significativamente associada com a reduc&o da sobrevida global e livre de doenca. A
sobrevida global em 5 anos foi de 33%, 29% e 25%, respectivamente, com 0S
doadores com idade entre 18 e 30 anos, 31 e 45 anos e mais de 45 anos
(p=0,0002).(6) A razdo exata para esse fenbmeno ndo € bem conhecida, mas
poderia ser atribuida a aloimunizacdo progressiva ao longo da vida e a reducgéo

progressiva da tolerancia ao antigenos do receptor. (46)

Varios estudos também encontraram idade do doador como um fator de risco
para o desenvolvimento da DECH aguda e crbnica, sendo maior com o uso de
doadores mais idosos. (27) Em relacdo aos doadores NAP, os desfechos parecem
ser semelhantes, com aumento da incidéncia de DECH aguda e reducdo da
sobrevida global com o uso de doadores acima de 40 anos. (47)

Quando comparados AP versus NAP, a idade permanece como um fator
desfavoravel. Ayuk demonstrou, em publicacdo recente, que para pacientes
portadores de leucemias mieldides agudas, doadores jovens NAP podem ter
resultados melhores que doadores idosos aparentados. (28). Portanto, doadores

jovens AP séo geralmente considerados como sendo o de primeira escolha. (46)
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Por outro lado, pacientes com mais de 50 anos de idade representam o grupo
etario que mais cresce na indicacdo de TCTH, incluindo um aumento acentuado no
subgrupo de pacientes com mais de 60 anos de idade. Para doentes com mais
idade, o uso de um irmdo doador que é geralmente de uma idade semelhante a do
paciente pode ser problematico devido a presenca de comorbidades, aos dados
destacados acima e também devido a preocupacfes relativas ao potencial de

regeneracado medular e a alorreatividade de doadores idosos. (27)

Alousie demonstrou que, apés ajuste para performance do status do receptor,
condicionamento e status da doenca, a mortalidade foi superior nos pacientes que
receberam medula de doadores irmaos com mais de 67 anos de idade, comparando
com irméo de faixa etaria de 50 a 66 anos (HR, 1,47 IC: 95% 1,19-1,82 , p<0,001).
(27). Por outro lado, estudo recente de Resvani, publicado em 2014, ndo mostrou
diferenca de sobrevida, DECH aguda ou crbnica para doadores acima de 60 anos.
(108)

Dessa maneira a influéncia da idade do doador nos desfechos de DECH
agudo e cronico e SG permanecem sem resposta. Os resultados ndo sao
comparaveis, principalmente pela dificuldade na definicdo da idade para o doador

ser considerado idoso.
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12.JUSTIFICATIVA

Apesar das complicacdes relacionadas com as caracteristicas do doador
estarem estabelecidas, como incompatibilidade ABO, sexo, idade e soropositividade
para CMV existem poucos estudos descrevendo a relacdo deste com DECH,

sobrevida global e sobrevida livre de doenca em nosso pais.

Temos uma populacdo que difere da populacdo dos paises desenvolvidos,

principalmente pela nossa miscigenacgao e exposicao a diferentes antigenos.

Avaliar o impacto do TCTH incompativel ABO, do sexo e idade do doador,
alem do status do CMV nos desfechos procedimento, pode auxiliar na identificacao
de fatores que possam interferir de maneira desfavoravel no procedimento, orientar

a escolha do melhor doador e antecipar riscos.

Em nosso pais a taxa de prevaléncia de infeccdo por CMV na populagéo é
extremamente alta, diferentemente dos paises desenvolvidos. Porem o impacto no

procedimento no nosso meio é desconhecido.

Desta forma, caracterizar a nossa populacdo de doadores e identificar os
fatores relacionados aos doadores com impacto no desfecho pode melhorar os
resultados deste procedimento de alto custo e morbimortalidade, mas unica

alternativa de cura de muitos doentes.



50

13-Objetivos

13.1 Objetivo Principal

Avaliar o impacto da caracteristicas dos doadores na sobrevida dos

pacientes submetidos ao TCTH Alogénico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

13.2 - Objetivos Secundérios:

A. Caracterizar os doadores quanto a tipagem ABO, sexo, ldade e Sorologia
para CMV

B. Correlacionar a incidéncia de DECH Agudo e incompatibilidade ABO,

positividade para CMV, idade do doador e diferenca de sexo
C. Avaliar o tempo de pega e fatores do doador

D. Avaliar a sobrevida global dos pacientes

E. Avaliar a taxa de Mortalidade relacionada ao TCTH

E. Avaliar a sobrevida Livre de Doenca no grupo de pacientes tratados para

doencas malignas
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Donor characteristics and Hematopoietic Stem Cell Transplantation outcome:
A single center experience in southern Brazil.

Paz A.,Rigoni L.,Schittler M.,Fischer G.,Silla L

Introduction

Hematopoietic Stem cell Transplantation (HSCT) is a curative treatment to
many patients with hematological disorders,(1)(2) its goal is to replace both immune
and hematopoietic systems with healthy hematopoietic stem cells obtained from a
HLA compatible donor.(3) Genetic disparity between donor and recipient especially

at the HLA loci is a critical factor for the outcome of HSCT. (4)

Despite advances in genetic characterization, immunosupressive drugs, and
supportative care, acute and chronic graft-versus-host disease (GVHD) remain a
significant cause of morbidity and mortality in HSCT.(5) (6) In addition to genetic
disparities and GVHD, variables associated to HSCT outcome are disease status at
transplant, source of stem cell, conditioning regimens, and infectious complications..
Some other aspects related to donor as gender, age, CMV serological status, and
ABO incompatibility may also be associated with HSCT outcome and its individual
role in it has been explored with variable results.(7)(8)(9)(10) In spite of preemptive
treatment, CMV disease reactivation is still an important cause of morbidity and

mortality.(11)

HSCT is increasingly been performed in individuals over 50 years of age due
to the development of reduced intensity conditioning regimens.(12) As a
consequence, related compatible donors are getting also older and their HSC
regenerative capacity or possible comorbidities are becoming an issue since recent
studies have demonstrated that increased donor age may be a risk factor for acute
and chronic GVHD. (13)
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Currently about 30 to 50% of HSCT are performed with this incompatibility.(14)
It is well established that major or minor ABO incompatibility increases the risk of
hemolytic reactions, however, according to the recent data it does not change the
outcomes of HSCT.(8)(15)

Here we evaluated the influence of donor characteristics on the outcome of
HSCT in a cohort of patients transplanted at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS

southern Brazil.

Patients and Methods

In a retrospective study we evaluated all patients submitted to allogeneic
HSCT from January 1994 to December 2012 at our center. Donor’s and recipient
age, donor’s gender, CMV status, ABO compatibility, type of donor (matched related
- MRD and matched unrelated MUD), and patient’s disease status were correlated
with the occurrence of acute and chronic GVHD, disease free survival (DFS) and
overall survival (OS). All patients had given written informed consent at the time to

the procedure and our local ethic committee approved the study.

Donor Selection and HLA typing

HLA Class | (A, B, C) and Class Il (DQ e DR) typing of patients and related
donor on conventional serology until 2000 and low resolution DNA-based typing
thereafter. For unrelated donor HSCT, begun in 2005 in our center, high resolution

HLA typing was performed for 6/6 matches up to 2008 and 8/8 or 10/10, thereafter.

Conditioning Regimens

Standard myeloablative conditioning (MAC) consisted of 14-16 mg/kg of oral
bussulfan (BU) plus 2x 60mg/kg of cyclophosphamide (CY) or CY (2x 60mg/kg) plus
Total Body Irradiation (12GY fractioned dosage). Reduced intensity conditioning
regimens (RIC) utilized were as follows: BU 8-10 mg/kg p.o. plus 90 to 120 mg/m? of



63

fludarabine (Flu) or Flu (120mg/m?) plus 140 mg/m? of Melfalan or CY 60 mg/kg.
Patients submitted to MUD transplants received Rabbit Thymoglobulin (7-14 mg/kg).

GVHD Prophylaxis

Patients with MRD and MAC regimen received Cyclosporin A (CYA) (3mg/kg
I.v) starting on day -1 and an additional short-course of Methotrexate (MTX)
(15mg/m2) on day+1l and 10 mg/m2 on days +3, +6, +11. For those with MUD
Tacrolimus (0,05 mg/kg i.V.) was associated to short—course MTX. When
conditioning was RIC, the GVHD prophylaxis was done with mycophenolate mofetil
(2 g) daily (day+1 to D+30), plus CYA 3mg/kg p.o. starting on day-2. When umbilical
cord HSC was the source, short —course MTX was not utilized.

Engraftment

Engraftment was defined as peripheral granulocyte count more than 500/uL
for 3 consecutive days. A primary engraftment failure or rejection was defined when
engraftment was not obtained in patients who survived more than 28 days after
transplantation. The rate of engraftment failure was calculated at day 100 after the

procedure.

Supportive Care

All patients were at a protective environment with laminar HEPA filters.
Prophylactic acyclovir, fluconazole, and sulfamethoxazole plus trimethoprim were
routinely administered to all patients. Weekly CMV monitoring were done by
qualitative DNA-PCR up to 2005 and by antigenemia assay thereafter and
preemptive 10 mg/kg of ganciclovir was started after two consecutive positive PCR
results or one positive cell in the antigenemia assay. All blood products were

irradiated and filtered and trigger transfusion values were red blood transfusion to
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maintain hemoglobin greater than 7g/dl and platelets to maintain a platelet count

greater than 20 x 10%/1, according the hospital transfusion committee.

Neutropenic fever was treated with broad-spectrum antibiotics according to
neutropenic fever protocols from our hospital that was based in our profile

microbiological sensitivity and 2010 IDSA Guidelines recommendations. (16) (17)

Statistical considerations

Patients and donor’s characteristics were expressed as median and range for
continuous variables and frequencies for categorical variables. The primary endpoint
of the analysis was overal survival (OS) . Secondary endpoints were acute and
chronic GVHD incidence, disease Free Survival (DFS) and transplant related
mortality(TRM) The curves for OS were estimate using the method of Kaplan —
Meyer. Comparison of curves was calculated using the log-rank test. Categorical
data were compared by x2 test. The following variables were included in the
analyses: age and gender for patients and donors, patient-donor gender
combination, patient and donor's CMV-serological status, stem cell source (bone
marrow — BM, peripheral blood stem cell - PBSC and cord blood stem cell - CBSC),
dose of CD34+ cell, MAC vs RIC, MUD vs MDR and patient’s disease status.
Chronic GVHD was evaluated in patients after 100th day. Factors with p<0.2 were
included in multivariate analyses. Cox proportional Hazard Regression Model was
utilized for multivariate analysis. To evaluated the influence of donor's age in
transplant outcomes a cut-off of 40 years of age was defined according to the
literature (7)(9)(13).(18)
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RESULTS

A total of 347 patient-donor pairs charts were reviewed, including all patients
submitted to allogeneic HSCT in our center from 1994 to 2012. Patient and donor’s
characteristics are summarized in Table |. Patients median age was 32 (1-61), 198
(57.1%) were male, MAC regimen was utilized in 289 (83.3%) and HSC source was
BM in 246 (76%). The majority of patients had a malignant condition, 85 (24%) had
acute myeloid leukemia; 58 (16.4%) had acute lymphoblastic leukemia; 82 (23%)
chronic myeloid leukemia; 18 (5.2%) myelodysplastic syndrome; 21(8.8%)
lymphomas; 57(16%) aplastic anemia and 26 (7%) other conditions.Disease status
was advanced in 151(43,5%) patients. CMV serological status was positive in 265
(85.8%) and 218 (87.2%) evaluated patient and donors respectively. Donor’s median
age was 33 (1 -65), 182 (52.2%) were male and two hundred and eighty two (81.3%)

were matched related.

The entire group 5 years OS was 49.1 % (95% confidence intervals Cl: 41%-
54%). Engraftment occurred in 317 patients (92.4%), and the mean time to engraft
was 19 days (8-45). The mean CD34+ cell dose was 3.4 x10° / kg (1-34). ABO
incompatibility occurred in 113 (32, 3%) transplants, 65 (18,5%) major and 48
(13,8%) minor. Compared with 19.5 days to engraftment of patients without
incompatibility major and minor have not impacted engraftment with 20.3 days
(p=0.293) and 18.6 days (p=0.100), respectively. There were no differences in time
to engraftment for younger or older donors, with 19.7 vs 18.7 days p= 0.063

respectively, data not show.

Acute GVHD (I-1V) was present in 185 (62.5%) patients and chronic in 131
(50.4%). There were no differences in cumulative incidence of acute GVHD for MRD
versus MUD (147 or 57.5% and 39 or 65%) p= 0.358 or to chronic GVHD (110 or
52.6% and 20 or 46.7%) p=0.573. Acute and chronic GVHD were significantly more
frequent when donors were older then 40 years. Acute GVHD occurred in 77(65.8%)
and chronic GVHD in 54(60%) in recipients of older donors (>40) and in 92 (52%)
and 64 (43%) of younger donors p= 0.03 for acute and p=0.015 for chronic GVHD.
ABO incompatibly, donor gender, MRD or MUD, and CMV serological status had no
impact on the occurrence of acute or chronic GVHD (Table II).
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Overall Survival

Results of the univariate analyses on the impact of relevant variables on OS
are summarized in Table lll. Five years OS survival of all transplanted patients
according to donor's age revealed significantly greater survival for recipients of
younger donors (< 40 yrs) (52% vs 41%, p=0.038). In these analysis, 5-yr OS was
negatively influenced by the presence of acute GVHD with 40.3% of patients with
aGVHd vs 69.1% without, p=0.001, and donor type with MUD (41.5%) vs MDR (50.9
%) p=0.045.

In multivariate Cox regression analysis ( Table IV) only donors age (RR: 1.68
95% CI: 1.11-2.54 p=0.013) and acute GVHD (RR: 1.8 95% CI: 1.17-2.91 p=0.008)
held a significant negative impact in 5 —yr OS. In order to exclude a possible
influence of better outcome of children/younger receptors in general outcome we
included the variable receptor’s age in multivariate analysis what lead to a reduction
of RR from 1.68 to 1. 47 and lost significance of donor’s age influence in 5 — Yr OS.
(95% CI: 0.97 — 2.23 p=0.065).

Transplant related mortality (TRM)

For the entire group of 347 patients, estimate 5-yr TRM was 43.8 (95%
Cl:38.1-49.4) Median follow-up of surviving patients was 76 months (range 4-152
months). In univariate analysis patients with older donor had a higher TRM compared
with younger donors 52.9% vs 36.4% respectively,p=0.018; the presence of acute
GVHD implied in rise of TRM (53% vs 22% p=0.00) and the presence of chronic
GVHD was not significant (27,5% vs 16.8%) p=0.145. Age of receptor younger than
20yr was related with lower TRM, 29.9% vs 51.3 to older p=0.02. In cox regression,
to have a donor older then 40 years of age, the presence of acute GVHD, and

receptor age older then 20 years were independent risk factors for TRM (Table V).
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Disease Free survival

DFS was evaluated by log rank test for the 268 patients transplanted for
malignant diseases. There was no difference in 5-yrs free survival for the presence of
major or minor ABO incompatibility 36.3% vs 40% p=0,75 and 29.7% vs 37.3%
p=0.493, respectively. Sex match between donor and receptor didn’t t influence DFS
with 31.7% vs, 37.3%vs 37.5% p=0.986 to female to male, male to female and
matched D/R, respectively as MDR or MUD ( 36%.7 vs 34% p=0.089), and finally
donor’'s age with 33% DFS to younger vs 38.9% older then 40 years old donors
p=0,299.

In the Univariate analyses acute GVHD had a negative influence (33%) vs
(47.8%) p=0.004 in DFS but the presence cGVHD has not impacted it 52 (47,7%) vs
45(52%)p=0.911. When evaluated by advanced vs early disease status we didn’t find
differences in DFS 31,5% vs 40,4% p=0.151. However, only in acute leukemia’s
group (n=143), advanced disease was a factor to reduce DSF 25.4% vs 47.3
p=0.005. As can be seen at Table VI, to have acute GVHD p=0.004, and advanced
disease p=0.005 for the acute leukemia patienst’s group was significantly associated
with lower DFS . In the cox regression multivariate analyses only acute GVHD

maintained negative influence in DSF. Data not show.

Discussion

In the last decade much have been done to increase HSCT activity with the
use of DNA-based high resolution HLA typing, the emergency of non-myeloablative
conditioning regimens and better clinical support.(19) As a consequence, MUD
transplants are increasing in number all over the world and although acute and
chronic GVHD rates are higher, survival outcomes are similar to the observed in
MRD transplants.(20) The use of RIC regimens have increased the ability to
transplant older patients with a consequent increased in donor's age in the MRD
scenario. The fact that the age of the donor (7), and female to male transplants (7)
have been shown to have an impact on GVHD and survival raises questions
regarding the use of older MRD or younger MUD and female donors to male

recipients. (21)
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Here we report the results of the analysis of 347 patient-donor pair including
all patients submitted to allogeneic HSCT at our center, in southern Brazil.

Although in the univariate analysis to have acute GVHD, a donor older then 40
years of age and MUD had a negative impact in OS, in Cox regression only aGVHD
and recipient age older then 20 years remained significant. As for TRM, on the other
hand, in multivariate analysis donor age (> 40), the presence of aGVHD and recipient
older then 20 years of age were all independent risk factors. These results can be
attributed to the relative small number of patients analyzed but also may reflect the
better OS known to occur in recipients less then 20 years of age. The cut-off of 40
years for donors we chose was due to the fact that our population of recipients or
donors is relatively young, with a median age of 32 (1-61) and 33 (1-65) years of age,
respectively, with few donors older then 50 years. A similar age cut-off was utilized by
Ayuk et al. (2013) to evaluate the impact of donor age on a population of acute
leukemia patients submitted to MRD and MUD transplants (21) In their study to have
a donor older then 39 years of age was an independent risk factor for worse OS,
irrespective of recipient age, and increased TRM (18).

In our group of patients, to have a donor older then 40 years of age had a
significant impact in the occurrence of aGVHD (p=0.038) and cGVHD (p=0.015)
when comparing to younger donors as was described by Kollman et al. 2001 on their
analysis of 6978 patients submitted to MUD transplants.(7) As can be seen in Table |
most of our patients were submitted to MRD transplants and in this scenario, with our
number of patients, we were not able to show an impact of donor age on OS. The
same group Passweg et al. 2011 showed that for patients submitted to RIC regimen
and MUD transplants — naturally with older recipients, utilizing a cut-off of 50 years of
age for donors, older donor did not have an impact in OS.(13) In our population there
was only a very small group of RIC. Different variables related to conditioning
regimen, age of recipients and donors aside from the number of patients included in
our cohort precludes comparisons.

The engraftment rate observed in our cohort of patients was not influenced by
donor age as observed by Rezvani et al. 2014 (Fred HCC).(22) Again, it is difficult to
compare their study to ours since the 60 years of age they utilized as cut-off and the
source of HSC (peripheral blood) is different. We utilize as a rule BM as source of

HSC, reserving peripheral blood HSC only for a minority of patients whose donor
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have a preference or are unable to donate BM. We could speculate that the lack of
influence of donor age on GVHD, TRM, and OS they observed was due to the
relative older population they analyzed overshadowing the influence of a really
younger donor, in other words, to have more or less of 60 years of age, in a relative
old population of donor-recipient pair could not have an impact in the quality of HSC.
Female donor of HSC to male recipients has been shown to have an adverse
impact in HSCT by several groups. Although without an impact in OS, chronic GVHD
was shown to occur more frequently when a men receives female HSC, particularly
from multiparous woman (more then two gestations) (Kollman et al 2001 —
NMDP).(7) Randolf et al. (2004) were able to show that not only cGVHD was more
frequent but also that DFS was independently better for female to male pairs
suggesting that GVL effect was stronger in this combination.(23) Two other studies,
although not designed to this end, showed that immunossupression was longer
(Stweart el al. 2004) and cGVHD more frequent (Vigorito et al. 2009) when a male
received a female HSC.(24) (25) On the other hand, Finke et al. 2012 (26) studying
risk factors for GVHD found female to male pair to be a factor for aGVHD, particularly
in multiparous donors that also had an impact in OS. (26) In our cohort of patients we
were unable to show a significant difference in transplant outcomes according to
gender pairs; been a retrospective study we could not find the number of gestations
in the donor's files. We must also point out that since the aforementioned
publications, we have had a tendency, when possible, to avoid female to male pairs

as well as a tendency to choose a female donor with less or no gestational history.

Major or minor ABO incompatibility, although observed in 32.3% of our cohort
of patients did not have an impact in GVHD occurrence, TRM, DFS or OS in this
study. Stussi et al. (26) described a negative impact of ABO incompatibility (major,
minor or bi-directional) in OS, and Seebach e al. (27) found an increased risk of
aGVHD in bi-directional ABO incompatibility. A metanalysis designed to overcome
the heterogeneity of the studies on ABO incompatibility and HSCT was not able to
find an influence of such disparities on GVHD incidence or OS.(8) However, when
they analyzed only the patients submitted to MUD transplants they observed a
negative impact in OS of minor and bi-directional ABO incompatibilities. Also in the
setting of MUD transplants, Kimura et al. (28) analyzing the Japanese registry, were

able to show in a cohort of 5549 patients that major or minor negatively impacted
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TRM and OS without influencing DFS. Our number of MUD transplants - 18.4% or 65

of 347 precludes such analysis.

Although to have aGVHD and advanced disease for the acute leukemia group
of patients adversely affected DFS in the univariate analysis, only aGVHD remained
significant in cox regression in our cohort of patients. Over 80% of our patients and
donor populations tested positive for CMV precluding the analysis of the impact CMV

status on transplant outcome.

In conclusion, in our cohort of 347 patients, to transplant with donors older
then 40 years of age increases significantly acute and chronic GVHD incidence and
TRM, with no impact in engraftment rate, DFS or OS. Donor gender (female donor to
male recipient) did not have an impact in transplant outcomes as well as ABO

incompatibility of any kind.
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16. Tabelas

Table I: Patient and donor’s characteristics of 347 HSCT performed HCPA

Variables Recipients (range/%) Donors (range/%)
Age 32y (1-61) 33(1-65)*
Male 198(57.1) 182(52.2)
CMV status

Positive 265(76.4) 218(62.8)
Negative 44 (12.7) 32(9.2)
Not Avaliable 38(10.9) 97 (27.9)
Diagnosis -
AML 85(24.0) -
CML 82(23.0) :

ALL 58(16.4) -

SAA 57(16.0) :
NHL 21(6.0) 5
MDS 18(5.2) :

HL 10(2.8)

Others 26(7.0)

Disease status

Early 115(33.2) -
Advanced 151(43.5) -

Not available 81(23..3) -
Conditioning

MAC 289(83.3) :

RIC 58(16.7) -
Source

BM - 246(76.0)
PBSC - 67(19.1)
Cord - 12 (3.50)
Type

MRD 282(81.3)
MUR 65(18.7)
HLA

Match - 333(95.9)
Mismatched - 14(4.1)
ABO

Incompatibility

Major - 65(18,5)
Minor - 48(13,8)

Donor age <40= 117(37.7%) and >40=193(62,3%)Abbreviations:ALL= Acute lymphoblastic Leukemia, AML=
Acute Myeloide Leukemia, SAA=Severe aplastic Anemia , CML=Chronic Myeloide Leukemia, MDS=
Myelodisplasic Sindrome, NHL= No Hodgkin lymphoma, HD= Hodgkin Lymphoma CMV= Citomegalovirus,
RIC=reduzide intensity conditioning,MAC = mieloablative conditioning BM=Bone Morrow PSBC = Peripherical
Hematopoietical Stem cell MDR = Matched related donor. MUD= Matched unrelated donor other:
imunodeficiences, falciforme anemia.mylofibrosis.
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Table II: Univariate analyses of ABO incompatibility, donor gender, CMV status and
MRD or MUD and donor age in 347 patients transplanted at HCPA and its relation to
acute or chronic GVHD.

Factors aGVDH(%) p values cGVHD(%) p values
ABO Incompatibiltty

Major 35( 55,6) 0,658 19(38,0) 0,86
Minor 27(60,0) i 1.000 18(52,9) 1000
Sex Donor/Receptor 0,712 0,172
F/IM 41(54,0) 40(59,7)

M/F 43(61,4) 27(51,9)

Concordance 90(57,5) " 56(45,5) .

CMV status D/R 0,749 0,454
D+/R+ 94(54,0) 72(49,7)

D-/R+ 14(58,0) 7(33,0)

D+/R- 12(54,5) 11(55,0)

D-/R- 2(33,0) i 1(33,0)

Donors Type 0,358 0,573
MRD 147(57,5) 110(52,4)

MUD 39(65) 20(46,5)

Donors age 0,038 0,015
>=40y 77(65,8) 54(60,0)

<40y 92(52,3) 64(43,0)

Abbreviations:F=Female M= Male D= donor R= Receptor MDR=Matched Related Donor, MUD= Matched

Unrelated Donor , aGVHD=acute Graft versus Host Disease ,cGVHD= Chronic Graft versus Host disease
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Table Ill. Univariate by log-rank test analysis in 347 HSCT of the impact of the study

variables on OS

Variable n/(%) P-values

aGVHD 185 (62,0) <0.001
cGVHD 131 (50,4) 0,253
Donor age >40 yrs 193 (55,3) 0,038
Donor sex 198 (57.1) 0.299
Donor (MUD) 65 (18.7) 0.045
Donor/receiver CMV 265 (85.3) 0.654
Conditioning RIC 58 (16.7) 0.774
BM 246 (76.0) 0.114
ABO Major incompatibility 65 (20.0) 0.697
ABO Minor Incompatibilty 48 (18.5) 0.993
Advanced Disease Status 151 (43.5) 0.067
Receptor age >20 yrs 78 (40,6) 0.059

Abbreviations: a GVHD=acute Graft versus Host disease, cCHV= crhonic Graft versus Host disease,CMV=
Citomegalovirus,UD=urelated donor MRD =Macth related donor,RIC=reduzide intenity conditioning, MAC =Myeloablative t intensity

conditioning BM=Bone Morrow PBSC = Peripherical Hematopoietical Stem cell.



Table IV : Results of multivariate cox regression analysis for overall Survival

Factor RR 95% CI p -values
Donor age>40 1.47 0.97-2.23 0.065
MDR vs MUD 0.939 0.567-1.554 0.806
aGVHD 1.85 1.178-2.91 0.008
advanced disease 1.04 0.691-1.567 0.85
Age receptor >20y 2.1 1.20-3.84 0.01
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Abbreviations: MDR=Matched Related Donor; MUD= Matched Unrelated Donor; aGVHD=acute Graft

versus Host Disease

Table V- Multivariate Cox Regression for TRM

RR 95,0% CI 95,0% CI p Values
Lower Upper

Donors Age 2.251 1.158 4.374 0.017
>40

CGVHD 0.727 0.372 1.422 0.352
Receptors 0.337 0.139 0.814 0.016
Age>20y

MUD 0.703 0.316 1.564 0.388
aGVHD 6.138 2.567 14.678 0

Abbreviations:; MUD= Matched Unrelated Donor; aGVVHD=acute Graft versus Host Disease



Table VI: Results univariate analyses by log-rank test of DFS.

aGVHD +

aGVHD -

cGVHD +

cGVHD _

Donor age >40 yrs

Donor age <40 yrs

Donor Female to Male
Donor Male to Fema
Donor sex matched

Donor MUD

Donor MDR

CMV Donor+/receiver+
CMV Donor+/receiver-
CMV Donor-/receiver-
CMV Donor-/receiver+
ABO Major incompatibility +
ABO Major incompatibility -
ABO Minor Incompatibilty +
ABO Minor Incompatibilty -
Advanced Disease +
Advanced Disease -
Advanced leukemia +

Advanced leukemia -

33%
47.80%
47.70%

52%
36.00%
38.90%
31.70%
37.30%
37.50%
36.70%
34.40%
36.90%

45%

20%
41.20%

40%
36.30%
29.70%
37.30%
31.50%
40.40%
25.40%
47.30%

0,04

0911

0,299

0.986

0.756

0,912

0,756

0.493

0,151

0,005
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17-CONSIDERACOES FINAIS:

Em nosso centro, pacientes submetidos @ TCTH com doador acima de 40
anos tem aumento da incidéncia de DECH agudo e crénico e uma TRM elevada. A
SG também aparenta ser afetada por esta variavel, no entanto quando corrigimos
para a idade do receptor vemos que essa associacdo perde significancia. Isto pode
ser explicado pelo efeito ndo tdo intenso dessa variavel e possivelmente pela falta
de poder da amostra analisada.
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18-Perspectivas Futuras:

Avaliar de forma prospectiva e em um maior numero de sujeitos a influencia
da idade do doador e das caracteristicas da célula tronco hematopoiética dos
doadores idosos, permitira a determinacdo mais precisa da influencia desta

importante varidvel na escolha de doadores aparentados e ndo aparentados para o

TCTH.



