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Resumo

Introducdo: Nos ultimos anos, foram desenvolvidas novas formas de imunossupressao
no transplante alogénico de medula déssea, como o uso da ciclofosfamida pos-
transplante, responsavel pelo sucesso do transplante haploidéntico de medula 6ssea. A
ciclofosfamida vem também sendo utilizada no transplante compativel, com resultados
promissores com relacdo a incidéncia de doenca do enxerto contra hospedeiro.
Entretanto, dados sobre reconstituicdo imune com esse tipo de imunossupressao foram
pouco estudados até o momento. A reconstituicdo imune esta diretamente envolvida com
a morbimortalidade pos-transplante, estando relacionada a reativacfes e infecces
virais, como, principalmente, o citomegalovirus. Objetivos: Avaliar a reconstituicdo
imune global e citomegalovirus-especifica em pacientes submetidos a transplante
alogénico de medula 6ssea no contexto de transplante ndo aparentado, utilizando
timoglobulina no regime de condicionamento ou ciclofosfamida pds-transplante.
Métodos: Estudo prospectivo em que foram incluidos pacientes submetidos a
transplante alogénico de medula 6ssea ndo aparentado com uso de timoglobulina ou uso
de ciclofosfamida pés-transplante. Foram coletados dados clinicos e demogréficos dos
pacientes e sangue periférico para analise de recuperacdo imune global e
citomegalovirus-especifica nos dias +30, +60, +90, +180. As analises de reconstituicdo
imune foram realizadas por citometria de fluxo e recuperacao citomegalovirus-especifica
por técnica de ELISpot. Resultados: Foram incluidos 36 pacientes nesse estudo, no
periodo de 10 de janeiro de 2019 a 1 de maio de 2021, sendo 20 no Grupo Timoglobulina
e 16 no Grupo Ciclofosfamida. Com relacdo aos desfechos clinicos, foram observadas
altas taxas de enxertia neutrofilica em ambos os grupos, porém a enxertia neutrofilica foi
mais precoce com timoglobulina (mediana de 12 dias), comparado a ciclofosfamida
(mediana de 16 dias) (p=0,0001). Nao houve diferenca entre os grupos com relacao a
tempo de internacao, reativacao de citomegalovirus que ocorreu em 70% do Grupo ATG,
em mediana de 33,5 dias e 75% do Grupo Ciclofosfamida (p=0,98), em mediana de 34
dias, doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda graus Il a IV e doenca do enxerto
contra o hospedeiro cronico, bem como em sobrevida global e mortalidade relacionada
ao transplante ou mortalidade relacionada a recaida. Com relacdo a reconstituicdo
imune, precocemente pos-transplante, no D+30, no Grupo Timoglobulina, quando

comparado ao Grupo Ciclofosfamida, houve maior nimero de linfocitos T, B e NK, além
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de células NK CD56Md" CD569™ e CD56"%9, CD16P°, NKG2DP%S, Porém, no D+180,
ocorreu uma inversao nos linfocitos B, com maior numero no Grupo Ciclofosfamida. No
D+60 e no D+90, no Grupo Timoglobulina, houve maior nimero de células CD564™
quando comparado ao Grupo Ciclofosfamida, ja& no D+180, no Grupo Ciclofosfamida,
houve maior nimero de células NK CD56"9, CD16P°S, NKG2DP°s, Além disso, foi
encontrada populacao de linfécitos T duplo positivos CD4 e CD8, com predominio no
Grupo Ciclofosfamida no D+180. Quando avaliados ambos os grupos conjuntamente, a
contagem de células CD4* naive (HR 1,04 IC 95% 1-1,09 p=0,047), CD4"* de transi¢éo
(HR 1,04 IC 95% 1,01-1,07 p=0,012) e CD8* naive (HR 1 IC 95% 1-1,01 p=0,026) no
D+60 foram fatores de risco para doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda e maior
quantidade de células CD4* de memoria no D+180 (HR 1,01 IC 95% 1-1,02 p=0,014) foi
fator de risco para doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica. Conclusdes: No
contexto de transplante alogénico ndo aparentado, a imunossupressao com
timoglobulina se relacionou com maior niumero de linfocitos T, B e NK no D+30, porém
menor contagem de linfocitos B no D+180, além de maior quantidade de linfocitos NK
CD564™M nos D+60 e D+90. Imunossupressdo com ciclofosfamida se relacionou a maior
populacao de linfécitos T duplo positivos CD4 e CD8 e maior nimero de células NK
CD56"9, CD16P°, NKG2DP° no D+180. Além disso, maior numero de células CD4*
naive, CD4* de transicdo e CD8* naive no D+60 foram fatores de risco para doenca do
enxerto contra o hospedeiro aguda e maior quantidade de células CD4* de memdéria no

D+180 foi fator de risco para doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica.

Descritores: Ciclofosfamida; Infec¢cdes por citomegalovirus; Transplante de células-

tronco; Viroses; Reconstituicdo imune
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1 INTRODUCAO

1.1 Transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas

O uso do transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH)
alogénico € uma opcdo potencialmente curativa para diversas doencas, incluindo
doencas hematoldgicas malignas como leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia
linfoide aguda (LLA), sindrome mielodisplasica (SMD), linfomas e doencas ndo-malignas
como faléncias medulares, hemoglobinopatias, imunodeficiéncias priméarias e doencas
metabdlicas genéticas. O uso do TCTH continua a crescer em todo o mundo, desde a
primeira descricdo de TCTH realizado em humanos, por Donnald Thomas, em 1957, com
mais de 65.000 TCTHs realizados em todo mundo anualmente e mais de 1.000.000 de
transplantes realizados até o ano de 2013.%) No Brasil, h4 127 centros de transplantes
reconhecidos pelo Ministério da Saude, sendo que 80 realizam transplante alogénico
aparentado e 60 realizam transplante alogénico ndo aparentado. Entre 2008 e 2019,
7.264 transplantes foram reportados ao Center for International Blood and Marrow
Transplant Research (CIBMTR) por 24 centros, representando um aumento do nimero
de casos nos ultimos anos, sendo 1073 reportados s6 em 2019. Entre os transplantes
alogénicos, quase metade (49,7%) sao de doadores aparentados e 28,9% correspondem
a transplante com doador ndo aparentado.® Publicagdo multicéntrica brasileira recente
com pacientes com LLA submetidos a transplante alogénico de 2007 a 2017, demostrou
que doador aparentado compativel foi utilizado em 53%, doador ndo aparentado em
19%, doador com mismatch em 9% e haploidéntico em 19%. Nesse estudo, idade do
paciente, idade do doador e status da doenca pre transplante foram fatores associados
a sobrevida global e sobrevida livre de leucemia.®)

O transplante alogénico aparentado estad relacionado a melhor
reconstituicdo imune e melhores desfechos clinicos, entretanto, uma vez que a chance
de encontrar um irmao HLA-idéntico é de 25% para cada irm&o e o nimero de irmaos
reduziu expressivamente nos ultimos anos, o uso de doadores alternativos vem
crescendo em todo o mundo, como o uso de doadores ndo aparentados 100%
compativel ou com mismatch, membros da familia que compartiihavam apenas um
haplétipo HLA (transplante haploidéntico).®Historicamente, o uso de inibidor de

calcineurina associado a metotrexato (MTX) representa a forma tradicional de



imunossupressao no TCTH, entretanto, no transplante ndo aparentado, as taxas de
doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda e crénica com esse regime giram
em torno de 30 a 50% e 30 a 70%, respectivamente.®6) Assim, estratégias adicionais de
imunossupressao sao necessarias, sendo a timoglobulina (ATG) associada ao inibidor

de calcineurina e MTX a forma de imunossupresséo tradicional nesse tipo de transplante.

1.2 Impacto do uso do timoglobulina no transplante alogénico

Alguns estudos avaliaram o impacto do uso do ATG como terapia
imunossupressora. Um desses estudos randomizou 109 pacientes com neoplasias
hematolédgicas, submetidos a transplante alogénico ndo aparentado, em 2 estudos
consecutivos: 54 participantes ndo receberam ATG enquanto 29 receberam ATG
7,5mg/Kg e, no outro estudo, 28 pacientes ndo receberam ATG e 27 receberam ATG
15mg/Kg. No 1° estudo, ndo houve diferenca na incidéncia de DECH aguda graus II-IV,
enguanto, no 2°, essa incidéncia foi de 50 versus 11% (p=0,001), porém com maior
incidéncia de infeccdes letais (30 versus 7% p=0,02). Pacientes que nao receberam ATG
apresentaram, com maior frequéncia, DECH cronico extenso (62 versus 39% p=0,04).(")
Posteriormente, com 0 aumento de seguimento, o uso de ATG correlacionou com menor
incidéncia de disfuncdo pulmonar crénica (51 versus 19% p=0,005) e DECH crénico
extenso (41 versus 15% p=0,01), além de melhora na qualidade de vida dos pacientes,
com performance status, avaliado pelo score de Karnofsky, maior ou igual a 90% em 4
anos em 57% no braco controle e 89% no braco que recebeu ATG.®

Um estudo prospectivo, randomizado, fase lll, incluiu 254 pacientes
de 27 centros, entre 18 e 65 anos com leucemia aguda ou SMD, submetidos a
transplante alogénico ndo aparentado com condicionamento mieloablativo e que foram
randomizados entre ATG 20mg/Kg nos dias D-3, -2 e -1 ou placebo em adicdo a
tacrolimus e metotrexate como profilaxia de DECH, com DECH crénica como desfecho
primério do estudo. Nesse estudo, houve redugédo de DECH aguda graus 2 a 4 (23 versus
40%; p=0,004) e DECH crbnica moderada a grave (12 versus 33% p<0,001) com ATG,
porém sem diferenca em sobrevida livre de DECH cronica moderada a grave entre ATG
e placebo (sobrevida estimada em 2 anos de 48 versus 44% p=0,47). Além disso,
sobrevida livre de progresséao e sobrevida global foram inferiores no brago que recebeu
ATG.O)



Uma preocupacao com o uso de ATG é o aumento do risco de recaida
devido a deplecao de linfocitos T. Nesse contexto, um estudo realizado em 234 pacientes
do registro European Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) portadores
de LMA, submetidos a transplante alogénico aparentado receberam condicionamento de
intensidade reduzida combinado com ATG em doses altas (26mg/Kg) ou em doses
baixas (<6mg/Kg), e nenhuma destas duas condi¢des alterou a incidéncia cumulativa de
DECH aguda ou cronica. Porém doses mais altas de ATG aumentaram
significativamente a incidéncia de recaida da doenca de base (52 versus 26%, p=0,001),
levando a piores desfechos em sobrevida livre de progressao de doenca e sobrevida
global, além de sobrevida livre de DECH e recaida.(9

Uma metanalise que avaliou a eficacia do ATG, com inclusdo de 6
estudos clinicos com total de 845 pacientes, encontrou menor incidéncia de DECH aguda
e cronica com a utilizacdo de ATG, ndo havendo diferenca em sobrevida global, recaida
da doenca de base ou mortalidade néo relacionada a recaida, entretanto, a incidéncia
de reativacéo de citomegalovirus (CMV) e Epstein-Barr virus (EBV) foram superiores.®?

Em estudo do nosso grupo, realizado com dados secundéarios do
CIBMTR, que avaliou o impacto do ATG em transplante aparentado ou ndo aparentado
compativel com pacientes de idade igual ou superior a 40 anos que realizaram
transplante entre 2008 e 2017, com fonte sangue periférico, o ATG se relacionou com
menor chance de DECH aguda graus II-IV e DECH cronica e menor mortalidade néo
relacionada a recaida, porém, com maior chance de recaida, especialmente se utilizado

condicionamento de intensidade reduzida ou ndo mieloablativo com ATG.(12

1.3 Uso da ciclofosfamida pds-transplante como estratégia de imunossupressao

O transplante haploidéntico vem aumentando nos ultimos anos,
principalmente apos 2008, quando o grupo do hospital de John Hopkins, liderado por
Efraim Fuchs, consolidou o uso de ciclofosfamida, um agente antineoplasico altamente
imunossupressor, como terapia imunossupressora pos-transplante para deplecédo de
células T in vivo.(® A ciclofosfamida é uma agente alquilante metabolizado no citocromo
hepatico P450 em fosforamida e acroleina, a qual previne a divisdo celular através da
ligacdo cruzada de cadeias de DNA, sendo que células em rapida divisdo celular séo

mais susceptiveis a acdo da ciclofosfamida. Essa medica¢do pode ser utilizada apos a



infusdo de células-tronco hematopoiéticas no TCTH porque essas células séo
resistentes a acao da ciclofosfamida por serem ricas em aldeido desidrogenase, enzima
necessaria para conversdo da mostarda fosforamida em seu metabdlito inativo.(4

Uso da ciclofosfamida pds-transplante é relativamente simples, barata
e facilmente reprodutivel, eliminando a necessidade de técnicas caras de deplecéo de
células T. Essa estratégia, quando comparada ao transplante haploidéntico com
deplecéo in vitro tem melhores resultados relacionados a complicacGes infecciosas, %
17) além disso, parece que transplante repleto de células T preserva imunidade antiviral
e permite uma recuperacado mais rapida das células T CD4"*, o que poderia explicar as
menores taxas de infec¢des virais.17?)

O transplante haploidéntico com utilizacdo de ciclofosfamida pos-
transplante no contexto de condicionamento n&o-mieloablativo demonstrou resultados
clinicos bastante animadores, com incidéncia de DECH aguda graus Il e IV até dia 200
pos-transplante de 34% e DECH crénica graus Il e IV de apenas 6%, conforme publicado
por Luznik et al.*® Posteriormente, também foram publicados resultados do uso de
ciclofosfamida p6s-transplante no contexto de transplante haploidéntico com regime de
condicionamento mieloablativo, em que 50 pacientes com neoplasias hematologicas de
alto risco foram submetidos a condicionamento contendo tiotepa, bussulfano e
fludarabina, com ciclofosfamida nos dias +3 e +5. A incidéncia cumulativa de DECH
aguda graus |l e lll foi de 12% e DECH crénica moderado de 10%.(18)

Uma metanalise realizada por nosso grupo e publicada em 2021,
comparando regime de condicionamento mieloablativo versus regime de intensidade
reduzida e fonte sangue periférico versus fonte medula Ossea no transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pds-transplante mostrou que a fonte sangue periférico
se relacionou com menor chance de recaida e maiores taxas de DECH agudo e crénico,
além de maior chance de enxertia com fonte periférica. Condicionamento mieloablativo,
comparado ao regime de intensidade reduzida, se associou com menor chance de
recaida, maior mortalidade n&o relacionada a recaida, e maior sobrevida livre de
progressado.®® QOutra publicagdo do nosso grupo avaliou fatores de risco para desfechos
adversos no transplante haploidéntico, identificando que utilizar a mae como doadora foi
fator de risco para pior sobrevida, enquanto uso de tacrolimus foi protetor para DECH
aguda e cronica.9

Alguns estudos que compararam o transplante haploidéntico com

ciclofosfamida pdés com outros tipos de transplante sem ciclofosfamida encontraram



menor incidéncia de DECH na primeira situacdo, como publicado pelo grupo do MD
Anderson em 2015, em que pacientes com LMA foram submetidos a transplante
haploidéntico ou ndo aparentado 8/8, com condicionamento mieloablativo ou intensidade
reduzida. As incidéncias de DECH aguda graus 2 a 4 e de DECH crbénico em 3 anos
foram inferiores no transplante haploidéntico, sem diferenca de sobrevida entre os
grupos. Outro estudo, que comparou, em pacientes idosos (>60 anos) com SMD ou LMA,
o transplante haploidéntico com ciclofosfamida pos-transplante com alogénico
aparentado ou ndo aparentado com regimes tradicionais de imunossupressao, nao
encontrou diferenca com relac&o a sobrevida global e sobrevida livre de recaida entre os
grupos, porém a incidéncia de DECH crénico moderado a grave foi menor no Grupo
Haploidéntico com uso de ciclofosfamida em relag&o aos outros grupos.@?

Frente aos bons resultados encontrados com utilizagdo da
ciclofosfamida poés-transplante, principalmente relacionados a DECH crénica no
transplante haploidéntico e, com a presuncdo natural de que a ciclofosfamida pode
diminuir a DECH apds o transplante compativel, ensaios testando a hipdtese da
utilizacdo da ciclofosfamida no cenario de HLA compativel foram realizados.
Recentemente, fizemos uma revisdo da literatura sobre o uso da ciclofosfamida além do
transplante haploidéntico,®® com dados revisados explorados a seguir.

Em pacientes com LMA e LLA, a utilizacdo de ciclofosfamida p6s-
transplante associada a micofenolato mofetil (MMF) e tacrolimus comparado a um grupo
histérico que utilizou ATG, tacrolimus, MTX ou MMF, com uso de fonte periférica de
enxerto, encontrou menores incidéncias de DECH aguda graus Il a IV, DECH cronica,
mortalidade né&o relacionada a recaida (16 versus 36%, p=0,005; HR, 0,55; IC 95%, 0,34
a 0,89) e melhores desfechos de sobrevida global (69 versus 40%, p=0,0007; HR, 0,43;
IC 95%, 0,26 a 0,70) no grupo que recebeu ciclofosfamida.?4 Além disso, nesse estudo,
foram encontradas menores taxas de doencga veno-oclusiva hepdtica, reativacdo de
CMV, mucosite grave e infeccdes flingicas invasivas no Grupo da Ciclofosfamida.?

Outro trabalho que comparou a utilizacdo de ciclofosfamida pos-
transplante com regime convencional de imunossupressdo com ATG em pacientes
submetidos a transplante alogénico ndo aparentado com 1 mismatch encontrou
resultados semelhantes entre os grupos com relacédo a faléncia de enxertia medular,
DECH croénico, recaida, sobrevida livre de progresséo e sobrevida global, porém com
menor incidéncia de DECH agudo graus II-IV nos primeiros 30 dias no Grupo da

Ciclofosfamida (0 versus 15%, p=0,001). O tempo mediano para enxertia de neutrofilos



e plaquetas foi maior com o uso da ciclofosfamida.?® Entretanto, ha poucos dados sobre
reconstituicdo imune apdés essas diferentes formas de imunossupressao pés-transplante.

Um estudo retrospectivo comparou, em pacientes com LMA,
resultados de transplante alogénico aparentado ou n&o aparentado com o haploidéntico
em 83 pacientes e ndo encontrou, em analise multivariada, efeito do tipo de doador nos
desfechos de transplante, exceto por enxertia neutrofilica mais rapida nos transplantes
com maior compatibilidade. (@

Nesse contexto, um trabalho recente, retrospectivo, comparou
desfechos de 2.036 pacientes com leucemia aguda ou SMD, adultos, submetidos a
transplante haploidéntico e 284 pacientes submetidos a transplante ndo aparentado,
todos no contexto de ciclofosfamida pés-transplante. Entre os pacientes que receberam
condicionamento de intensidade reduzida, taxas de falha de enxertia, DECH aguda graus
Il a IV e mortalidade néo relacionada a recaida, foram menores com transplante néo
aparentado, assim, sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram superiores com
transplante ndo aparentado. Entre os receptores de condicionamento mieloablativo,
enxertia plaguetéaria em 100 dias foi superior e houve menores taxas de DECH aguda
graus Il e IV e DECH crbnica em transplantes ndo aparentados, demonstrando mais
uma vez, a importancia da compatibilidade entre paciente e doador, quando utilizada a
mesma plataforma de imunossupressdo.?”) Porém, faltam dados de reconstituicdo
imune e infec¢des nesses estudos.

Outro estudo recente, retrospectivo, comparou o0 transplante
haploidéntico ao ndo aparentado com uma incompatibilidade, ambos no contexto de uso
de ciclofosfamida pds-transplante, em pacientes com LMA em remissdo completa, visto
ser essa uma duavida frequente na escolha do doador, na auséncia de doador 100%
compativel.?® Os pacientes foram divididos em 3 grupos: ndo aparentado com uso de
fonte periférica (n=155), haploidéntico com fonte medula 6ssea (n=647) e haploidéntico
com fonte periférica (n=949). Nesse contexto, o transplante haploidéntico tanto com fonte
medula ou sangue periférico, apresentou maior mortalidade néo relacionada a recaida,
menor sobrevida livre de leucemia e menor sobrevida global comparado ao néo
aparentado em analise multivariada. Outras variaveis independentemente associadas a
sobrevida global e sobrevida livre de leucemia foram a intensidade do regime de
condicionamento, idade no transplante e sorologia para CMV do paciente. O Grupo
Haploidéntico com fonte medula éssea apresentou menores taxas de DECH aguda graus

[1I-1V, sem diferenca com significancia estatistica em DECH aguda graus II-IV ou DECH



cronica. As maiores taxas de mortalidade ndo relacionada a recaida no transplante
haploidéntico e causas de morte indicam maior mortalidade relacionada a infeccédo no
Grupo Haploidéntico, o que pode ser consequéncia de diversos fatores, como regime de
condicionamento e imunossupressao e diferentes cinéticas de reconstituicdo imune no
transplante haploidéntico e ndo aparentado, porém pela caracteristica retrospectiva do
estudo, esses dados nédo puderam ser analisados®® e faltam dados na literatura sobre
reconstituicdo imune, especialmente reconstituicio CMV-especifica, ap0s essas
diferentes formas de imunossupressao pés-transplante.

O estudo BMT CTN 12039 foi um estudo prospectivo, fase 2, com
pacientes submetidos a transplante compativel com condicionamento de intensidade
reduzida, em que foram comparadas 3 formas de imunossupressao: ciclofosfamida pos-
transplante, tacrolimus e MMF, tacrolimus, MTX e bortezomibe ou tacrolimus, MTX e
maraviroc e comparados com controle historico que recebeu inibidor de calcineurina e
MTX. Entre os 3 regimes, o regime com ciclofosfamida poés-transplante apresentou
melhores resultados em sobrevida livre de DECH e recaida, sendo atualmente
comparado a MTX e inibidor de calcineurina em estudo fase 3.

No contexto de regime de condicionamento mieloablativo, estudo fase
3 recente comparou 3 regimes de imunossupressao em pacientes com leucemia aguda
ou SMD, com doador aparentado ou ndo aparentado: ciclofosfamida pos-transplante
como agente Unico, com fonte medula éssea; selecao de células CD34* ex vivo, sem
nenhum inibidor de calcineurina, com fonte periférica; ou MTX/tacrolimus com fonte
medula 6ssea. Nao houve diferenca com relacéo as taxas de sobrevida livre de DECH
crbnica e recaida em 2 anos nos 3 grupos. Ciclofosfamida pés como agente nico foi
associada a taxas semelhantes de DECH cronica e sobrevida global e tendéncia a menor
recaida, quando comparado ao controle com MTX/tacrolimus (HR, 0,52; 0,28 a 0,96;
p=0,037).69

Outro estudo fase 2, conduzido na Universidade de Minnesota,
avaliou uso de ciclofosfamida pés-transplante em pacientes submetidos a transplante
compativel com condicionamento mieloablativo baseado em bussulfano ou TBI, com
incidéncia de pacientes com DECH crbnica com necessidade de imunossupresséo de
5,5%, com sobrevida global em 2 anos de 73,7%, sem diferenca em desfechos de
sobrevida com relacéo a transplante compativel ou 7/8.G1)

Por fim, o estudo BMT CTN 1703, um estudo fase 3, em pacientes

adultos com neoplasias hematolégicas que foram submetidos a transplante alogénico



aparentado (n=128) ou ndo aparentado (n=288) compativeis ou com mismatch (n=15),
fonte sangue periférico que foram randomizados entre esquema contendo ciclofosfamida
pés-transplante associado a tacrolimus e MMF ou esquema tradicional com tacrolimus e
MTX, com condicionamento de intensidade reduzida. Em analise multivariada por
regressdo de COX, o uso de ciclofosfamida apresentou sobrevida livre de recaida e
DECH em 1 ano de 52,7% comparado a 34,9% (p=0,001), sendo que essa diferenca
ocorreu por menor incidéncia de DECH aguda e cronica, sem diferencga significativa com
relacdo a recaida da doenca de base ou sobrevida global em 1 ano pés-transplante.
Como conclusédo desse importante estudo fase 3, o autor sugere que o esquema de
imunossupressao baseado em ciclofosfamida pds-transplante deve se tornar o padréo
em transplantes compativeis com esquema de condicionamento de intensidade

reduzida.(®?

1.4 Transplante de células-tronco hematopoiéticas e citomegalovirus

A reconstituicdo imune pos-transplante esta diretamente relacionada
a reativacdes e infec¢des virais, sendo principalmente representada pelo CMV, com
importante impacto no aumento de morbimortalidade pés-transplante, reinternacdes
hospitalares e aumento de custos do transplante.

A infeccdo primaria por CMV ocorre via transmissao por saliva,
contato sexual, aleitamento materno, transfusdo de sangue ou transplante de 6rgaos.
Apos a infeccdo priméria, o CMV persiste no hospedeiro, como infec¢do latente em
determinados tipos celulares. Apds a infeccdo primaria por CMV, é desenvolvida a
resposta imune, a qual impede a replicagao viral e reativacédo do virus, o qual permanece
em fase de laténcia.®® Entretanto, imunossupresséo prolongada, como apés TCTH,
pode propiciar a reativacao viral e levar a importantes complicacdes em diversos 0rgaos,
como intestino, pulméo, olhos entre outros. O status sorolégico pré-transplante do
paciente e seu doador é o fator de risco mais importante a ser avaliado para reativagdo
de CMV.(436) pPacientes sem profilaxia adequada, em transplantes em que o paciente
apresenta sorologia positiva para CMV, a reativacdo de CMV ¢ alta, podendo chegar até
80%.(6-38) Estudos anteriores que compararam o transplante haploidéntico repleto em
células T e o transplante ndo aparentado com relacdo a reativacdo de CMV nao

encontraram diferenca entre os grupos, sendo o CMV o principal virus encontrado em



ambos os tipos de transplante.(39:40)

Recentemente, o CIBMTR publicou uma analise comparando a
incidéncia e impacto da infec¢cao por CMV em 757 pacientes que receberam transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pdés-transplante e 2.008 pacientes submetidos a
transplante aparentado, sendo 1.605 baseado em profilaxia classica com inibidor de
calcineurina e MTX ou MMF e 403 com ciclofosfamida pos-transplante. Nesse estudo, a
ciclofosfamida po6s-transplante, independentemente do tipo de doador, teve associacao
com maior incidéncia de infeccdo por CMV. Além disso, entre 0s pacientes que
apresentaram infeccdo por CMV, o transplante haploidéntico correlacionou com pior
sobrevida global e mortalidade n&o relacionada a recaida.“?

Por muitos anos, a principal estratégia utilizada com relacdo ao CMV
foi a preemptiva, na qual é feita a monitorizagdo de PCR CMV quantitativo e o tratamento
antiviral especifico, usualmente com ganciclovir, valganciclovir ou foscavir, € iniciado na
presenca de carga viral, com objetivo de evitar possiveis quadros de doenca causada
pelo virus, que, no contexto de estratégia preemptiva e transplante haploidéntico fica em
torno de 11 a 17%®“43 em diferentes estudos, inclusive em estudo brasileiro recente
com dados do nosso servico, a incidéncia de doenca por CMV entre os receptores de
transplante haploidéntico foi de 11,9%.(®)

Nesse estudo, a presenca de carga viral mais elevada correlacionou
com maior incidéncia de doenca por CMV e carga viral acima de 2.500Ul/mL teve
impacto na sobrevida global em analise multivariada.®® Essa correlagdo entre carga viral
e desfechos no transplante também ja foi abordada por outros autores, como Green et
al. que descreveram que a carga viral de CMV acima de 250Ul/mL teve impacto em
sobrevida global e mortalidade ndo relacionada ao transplante no 1° ano pés-
transplante.®9 Outro estudo descreveu que viremia acima de 150Ul/mL estava
associada com menor probabilidade de clearance espontaneo.“®

A replicacdo do CMV envolve a clivagem de DNA viral e embalagem
de cada genoma em capsideos de virus pré-formados, mediado pelo complexo CMV-
terminase.®) Recentemente, estratégias de prevencdo de reativacdo de CMV vem
sendo cada vez mais utilizadas, como o letermovir, antiviral envolvido na inibicdo da
replicacdo viral ao se ligar a componentes do complexo terminase (UL51, UL56 ou
ambos).“748) Em estudo fase 3, duplo-cego, com 565 pacientes adultos com sorologia
positiva para CMV, randomizados entre letermovir profilatico ou estratégia preemptiva, o

uso de letermovir levou a menores taxas de infec¢do significativa por CMV apos 24
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semanas do transplante (37,5% com CMV e 60% sem CMV).“#% Em andlise pos hoc
desse estudo, a mortalidade por todas as causas foi maior no grupo placebo do que no
grupo que recebeu letermovir (31 versus 18,2% p=0,02),5% sugerindo beneficio em
sobrevida em se evitar a infecgao por CMV.

1.5 Reconstitui¢cdo imune pos-transplante alogénico

A reconstituicdo imune poés-transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas esta diretamente relacionada a significante morbimortalidade poés-
transplante, incluindo infec¢des virais, bacterianas, fungicas e recaida da doenca de
base. Em particular, a imunidade T-especifica € afetada por uma combinacéao de fatores,
incluindo o regime de condicionamento utilizado, involugéo timica, idade do paciente,
tipo de enxerto, tipo de deplecéo de células T (in vivo ou in vitro), incompatibilidades de
HLA entre doador e paciente, imunossupressao utilizada e DECH.®Y

Em geral, a imunidade inata apresenta recuperacdo nos primeiros
meses pos-transplante, inicialmente com recuperacdo de mondcitos, seguido de
neutroéfilos. Pouco se sabe sobre a recuperagcédo de mondcitos pés-transplante e, apesar
de sua contagem geralmente normalizar no 1° més pos-transplante, ainda nao se sabe
se a funcdo monocitaria é rapidamente restaurada ou se permanece comprometida.®?

As células natural killers (NK) sdo membros da imunidade inata de
fundamental importancia na erradicacdo de patdégenos durante fases iniciais de uma
infeccdo, antes da resposta dos linfocitos T e B e também desempenham papel
fundamental na resposta anti-tumoral.®® As células NK funcionam por meio de
receptores de superficie que incluem receptores inibitérios e ativadores — Killer Ig-like
receptors (KIRs). Essas células sdo as primeiras células linfoides a se reconstituir pés-
transplante e permanecem como os linfocitos predominantes na circulagao nos primeiros
3 meses pos-transplante.®?)

Um estudo retrospectivo que avaliou o impacto clinico da
reconstituicdo precoce de células NK em 298 pacientes adultos submetidos a TCTH
repletos em células T, com doador aparentado ou ndo aparentado com compatibilidade
10/10 ou 9/10 para LMA, LLA e SMD entre os anos 2005 a 2013 encontrou, em analise

multivariada, que NK no dia 30 pés-transplante >150 células/uL foi fator independente
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para maior sobrevida global, menor mortalidade relacionada ao transplante e menor
nimero de infeccdes com risco a vida por bactérias ou CMV.54

A recuperacao de imunidade adaptativa que consiste especialmente
em linfocitos T e linfécitos B é mais lenta, podendo levar até mais de 1 ano.®® A
reconstituicdo de linfocitos T acontece por 2 mecanismos principais: 1) sobrevivéncia e
expansao periférica de linfocitos T de memoéria infundidos do doador ou 2) geracao de
linfécitos T do doador via timo por precursores hematopoiéticos do doador.®® O timo é
sitio primério para desenvolvimento de células T, sendo que precursores linfoides fazem
o trajeto da medula Ossea até o timo e participam de um processo complexo de
proliferacéo, diferenciacdo, selecdo positiva e negativa, resultando em linfécitos T CD4
e CD8 funcionais.

Nos primeiros meses ap0s o transplante alogénico, a expansédo
periférica de linfocitos T do doador é o mecanismo predominante, com excecao de
receptores de enxertos com deplecdo de linfocitos T in vitro, resultando em expanséao
clonal de linfocitos T CD8, com repertério limitado.®® Nessa via timo-independente da
reconstituicao de linfocitos T, a expanséo de linfécitos T do doador ocorre em resposta
ao ambiente linfopénico pds-transplante, com abundantes interleucinas (IL)-7, IL-15, IL-
2 e baixo numero de linfécitos T regulatorios em comparacdo a células dendriticas no
enxerto. A maior parte dos linfécitos que expandem nesse momento sdo CD8*,
provavelmente em razdo do ambiente linfopénico e, apesar de terem capacidade de
identificar multiplos antigenos, a maior parte apresenta repertorio pequeno e sao células
de memoéria que respondem a patdgenos. Além disso, esses CD8* oligoclonais
expandidos ndo estdo sujeitos a tolerancia central e apresentam potencial de causar
DECH aguda (Figura 1).2
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Fonte: Adaptado de Velardi E, Tsai JJ, van den Brink MRM. T cell regeneration after immunological injury.
Nat Rev Immunol. 2021;21(5):277-91. Fig. 1. Overview of the dynamics and determinants of T cell
reconstitution after haematopoietic cell transplantation; p.278.67

Figura 1. Demonstracdo da reconstituicdo imune pds-transplante

A recuperacao de linfocitos T de novo acontece gradualmente apos
alguns meses, é dependente de um timo funcional e proporciona um repertorio diverso
de linfécitos T. Porém, esse mecanismo esta prejudicado em pacientes mais idosos,
devido a involucéo timica e, assim como observado em paciente com diagndéstico de
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), o risco de infeccdo esta associado as
contagens de CD4.08) Nessa via timo-dependente de reconstituicdo imune, as células
CD34 infundidas se diferenciam em progenitores linfoides que migram até o timo. Esses
progenitores, inicialmente duplo negativos (sem expressao de CD4 e CD8), passam por
processo de maturacao, tornando-se duplo positivos e, finalmente, se diferenciam em
linfocitos CD4+CD8- ou CD4-CD8+ e saem do timo como linfocitos T naive CD4* ou
CD8*. As células T naive sdo um conjunto heterogéneo de células T que ainda néo
encontraram seu antigeno cognato.

Durante essas etapas de maturacdo, ocorre diversificagdo de
repertdrio de receptores de células T (TCR), baseado em cadeia TCRB e TCR-a. Além
disso, células T que identificam o préprio organismo sofrerdo apoptose, em um processo
de selecdo negativa, enquanto células que se ligam com alta afinidade a ndo-auto
antigenos sofreréo selecdo positiva. Esse processo € essencial para protecao contra
DECH e autoimunidade pdés-transplante. O desenvolvimento de células T policlonais é
obrigatdrio para permitir o controle de infeccGes e vigilancia de tumores.®9

Em um transplante alogénico com enxerto nao manipulado, linfécitos
T CD8 compreendem a maior parte das células nos primeiros 6 meses. Linfocitos CD4*
apresentam recuperacdo mais prolongada, resultando na inversdo CD4/CD8 pés-

transplante, que pode persistir por anos. Linfécitos CD4* naive (CD4* CD45RAY)
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costumam aparecer cerca de 6 meses pos-transplante. A geragdo e manutencao de
repertorio de TCR sao fatores criticos na reconstituicdo imune, sendo restaurados cerca
de 6-12 meses pos-transplante.(?

A recuperacgédo de linfocitos B acontece cerca de 6 a 9 meses poés-
transplante, € dependente dos linfocitos T, inicialmente estad prejudicada devido ao
repertério limitado de anticorpos e pode ser prejudicada pela imunossupressao e
DECH.®9 Enquanto plasmécitos do paciente podem sobreviver ao regime de
condicionamento,®) os linfécitos B, geralmente ndo sobrevivem. A reconstituicdo do
compartimento de células B ocorre primariamente através de regeneracdo de novo
através de progenitores da medula 6ssea, sendo a expansdo de células B maduras
derivadas do doador menos significativa.®?

Células B naive (CD19+ IgM low IgD+) adquirem fenétipo B
transicional (CD19*CD24MdhCD38Mdh) e essas células sdo as primeiras a sair da medula
6ssea,®3 entdo adquirem CD27 de superficie, caracterizando um linfécito B de memodria.
O compartimento de células B contém 2 subpopulac¢des de linfocitos B de memoria: 1)
células B com comutacdo de classe (class-switched), que sdo produzidos em centros
germinativos de tecidos linfoides sob influéncia de células CD4 e migram para diversas
regides do corpo, incluindo medula 6ssea, onde se diferenciam em plasmaocitos
produzindo anticorpos de alta afinidade, e 2) células B de memdéria IgM, equivalentes a
células B da zona marginal do baco, que se ligam a polissacarideos da parede celular
microbiana na circulacdo e as transportam para centro germinativo do baco iniciando
uma resposta IgM contra microbios encapsulados.®4

No contexto pos-transplante, células B costumam permanecer em
niveis baixos ou indetectaveis durante os primeiros 100 dias pés-transplante. A
reconstituicdo de células B de memoria (CD19* CD27*) é entravada pela lenta
reconstituicdo de linfécitos T helper CD4* e, além disso, receptores de transplante
alogénico experimentam prejuizos na troca de isotipos de anticorpos e na hipermutacéo
somatica pos-transplante, o que contribui ainda mais para repertorio limitado de
anticorpos pos-transplante.® A dosagem de imunoglobulinas costuma ser baixa pos-
transplante, seguida de aumento gradual, com sequéncia que lembra de neonatos, com

aumento inicial de IgM (2-6 meses), seguido de IgG (3-18 meses) e IgA (6-36 meses).®?
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1.6 Reconstituicdo imune no contexto de soroterapia como imunossupressao

A mortalidade relacionada ao transplante foi reduzida nas ultimas
décadas como consequéncia de melhorias nos regimes de condicionamento, terapias de
suporte e manejo de infeccées. A DECH permanece como uma ameaca que pode
influenciar a reconstituicdo imune poés-transplante e os desfechos desse procedimento.
A administracdo de anticorpos contra células T e outras células (soroterapia) foi
inicialmente estabelecida na década de 1980 em diferentes regimes de condicionamento
com uso do ATG, com multiplas formulacdes conforme a células de origem e método de
producéo, sendo o ATG proveniente do coelho (Genzyme) a mais utilizada.(©®

O ATG suprime a aloreatividade de células T do hospedeiro,
favorecendo a enxertia,®”) além disso, devido a sua meia-vida longa, seu efeito linfolitico
persiste por pelo menos 1 més poés-transplante, eliminando os linfécitos T do doador e
reduzindo o risco de DECH, as custas de prejuizos na imunidade contra virus e respostas
de enxerto contra tumor.©®

Willemsen et al.®® analisaram a influéncia da soroterapia na
reconstituicdo imune de 148 criangcas que receberam ATG (n=110) ou alemtuzumab
(n=38) no regime de condicionamento. Alemtuzumab correlacionou com recuperacao
mais atrasada de linfécitos CD3*, CD4*, CD8"* e linfécitos NK comparado ao ATG, com
mais infeccbes por EBV no grupo do ATG e mais infec¢Bes por adenovirus no Grupo
Alemtuzumab, sem diferenca com relacéo a reativacdo de CMV entre 0s grupos.

O clearance do ATG derivado de coelho é influenciado pelo peso do
paciente, contagem absoluta de linfocitos e fonte do enxerto utilizado no transplante. Em
um estudo retrospectivo que avaliou, em 251 criancas submetidas ao 1° transplante
alogénico, medidas de exposi¢cdo ao ATG, incluindo a area total sob a curva (AUC) e
correlacionou com reconstituicdo imune, a chance de reconstituicdo imune bem sucedida
foi inversamente proporcional ao aumento da AUC do ATG pés-transplante. Com corddo
umbilical, reducdo da reconstituicdo imune foi evidenciada acima do quartil mais baixo
(220 AU x dia/mL; p=0,0024), enquanto em enxertos com fonte periférica ou medula
0ssea, reducao da reconstituicdo imune foi identificada apenas no quartil mais alto (=100
AU x dia/mL; p=0,0024). Nesse estudo, reconstituicdo imune bem sucedida no dia 100
pos-transplante teve associagdo com aumento de sobrevida global hazard ratio [HR0-49,

IC 95% 0,29-0,81; (p=0,0047)] por menor mortalidade n&o relacionada a recaida.("™)
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1.7 Reconstituicdo imune no contexto de ciclofosfamida pos-transplante

Grande parte dos estudos que avaliaram a reconstituicdo imune apos
o uso de ciclofosfamida pds-transplante sdo provenientes do contexto de transplantes
haploidénticos. Um estudo publicado por Tian et al.,/™» em que foram analisados 214
receptores de transplante haploidéntico com ciclofosfamida pds-transplante, com analise
de citometria de fluxo para avaliar reconstituicdo imune nos dias 30, 60, 90, 180, 270 e
360 poés-transplante, encontrou que os linfécitos citotoxicos CD3* CD8* no dia 90
correlacionaram com infeccdo bacteriana, mortalidade nado relacionada a recaida,
sobrevida livre de leucemia e sobrevida global, com corte de 375 células/UL, sendo a
recuperacédo rapida de linfocitos CD3* CD8* um preditor de melhores desfechos no
transplante.(V

Os mecanismos pelos quais a ciclofosfamida modula a resposta
aloimune ndo estdo completamente compreendidos. Um estudo que avaliou a
reconstituicdo de células T no contexto de transplante haploidéntico com ciclofosfamida
pés-transplante, encontrou que linfocitos T regulatorios (Tregs) (CD4* CDA45RA
Foxp3*Migh) apresentam recuperacdo rapida e expressavam altos niveis de aldeido
desidrogenase (ALDH), mecanismo relacionado com resisténcia a ciclofosfamida. Além
disso, nesse estudo, a remocdo de Tregs reduziu a protecdo da ciclofosfamida pés-
transplante contra DECH.("?

Outro estudo publicado por Kanakry et al., avaliou a reconstituicao de
linfécitos por citometria de fluxo (n=74) e sequenciamento de receptor de antigenos
(n=35) em receptores de transplante alogénico compativel aparentado ou n&o
aparentado, com condicionamento mieloablativo e ciclofosfamida pds-transplante como
Unico agente de imunossupressao. Nesse estudo, a reconstituicdo de linfécitos CD4* e
CD8* foi primariamente de células efetoras de memoria (CD45RA'CCR7) e com
diferenciacédo terminal (CD45RA*CCR7"), enquanto células T naive e emigrantes timicos
recentes, definidos por expressdo de CD31 em CD4*CD45RAY, tiveram recuperagéo
lenta. Aléem disso, houve baixa diversidade de receptores 3 (TRB), enquanto células B
eram predominantemente de fenotipo naive. Em andlise multivariada, receptores
soropositivos para CMV tiveram associacdo positiva com reconstituicdo de linfocitos
CD4* e CD8* e diversidade TRB, enquanto a ocorréncia de DECH aguda foi associada

a menores numeros de linfocitos T. Além disso, em 1 ano pés-transplante, a reativacao
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de CMV foi associada, em analise multivariada, a maiores numeros de linfécitos T
CD8+.(73)

Outro estudo, desenvolvido com modelos murinos submetidos a
transplante haploidéntico repleto em célula T, com ciclofosfamida pés-transplante,
encontrou que a ciclofosfamida induziu comprometimento funcional de células T
alorreativas, apoiado por mecanismos supressores estabelecidos dentro de 1 dia apds a
ciclofosfamida. Esses mecanismos supressivos incluiam a recuperacdo rapida e
preferencial de células T regs CD4*CD25*Foxp3*, incluindo aquelas que eram
especificas a aloantigenos, com uma funcéo critica ao longo do tempo.("

Estudo recente, publicado por Rambaldi et al.(™® que avaliou a
reconstituicdo imune de células T e NK em 60 pacientes submetidos a transplante
haploidéntico com fonte medula éssea ou sangue periférico e 35 pacientes submetidos
a transplante HLA-compativel com profilaxia classica de DECH concluiu que, comparado
ao transplante compativel com profilaxia classica, a reconstituicdo precoce de linfécitos
T foi atrasada no transplante haploidéntico e com predominio de células T de memoria,
com reducao importante de células T naives. Foi encontrado maior numero de Tregs do
gue T convencionais e aumento da expressdo de PD-1 nas células T de memodria.
Pacientes submetidos a transplante haploidéntico que ndo desenvolveram DECH tinham
maiores expressdes de PD-1 nos linfécitos CD4 Treg em 1 més pdés-transplante. No
transplante haploidéntico, células NK estavam reduzidas logo apés o transplante, com
expansao preferencial de células NK imaturas CD56""9"CD16 comparado ao transplante
compativel. O aumento de células NK imaturas teve associacdo com reativacdo de CMV
e aumento da incidéncia de DECH crénica.(

Outro estudo recente, publicado por Russo et al.,(® avaliou a
dindmica de reconstituicdo de células NK em 17 pacientes que foram submetidos a
transplante alogénico haploidéntico ndo manipulado, com ciclofosfamida pos-
transplante. O autor descreveu uma importante proliferacdo de células NK do doador
imediatamente apos a infusdo, porém, apos a ciclofosfamida, ocorreu uma marcada
reducdo dessas ceélulas NK, sugerindo eliminacdo das células em divisdo, visto que
essas células ndo expressam aldeido desidrogenase e podem ser destruidas pela
ciclofosfamida. Apos dia +15, células NK imaturas (CD62L* NKG2A* KIR") tornaram-se
mais prevalentes, favorecidas por altos niveis de IL-15.

Como as taxas de reativacdo de CMV pds-transplante haploidéntico

sdo altas, mesmo com niveis elevados de CD8*, isso deve estar relacionado a protecédo
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nao efetiva conferida pelas células NK, fazendo com que alguns centros da Europa
mudem a selecdo positiva de CD34*,(’") para selecdo negativa de células TCRap/CD19,
reduzindo o risco de DECH, sem depletar células NK, linfécitos Tyd e células progenitoras
hematopoiéticas, facilitando enxertia e recuperacdo imunoldgica,® bem como a
sobrevida global dos pacientes. Porém, os custos relacionados ao procedimento de
selecéo ainda tornam esse um protocolo impeditivo na maior parte dos lugares, fazendo
com que o uso da ciclofosfamida pos-transplante ainda seja o protocolo de escolha.

Apesar de ser um procedimento de menor custo, 0 uso da
ciclofosfamida poés-transplante também esta relacionado ao desenvolvimento de
sindrome de liberacdo de citocinas (SLC), que ndo costuma ocorrer com deplecéo
TCRaB/CD19, sendo que em um relato de 75 pacientes adultos submetidos ao
transplante haploidéntico com ciclofosfamida pos-transplante, SLC ocorreu em 87% dos
casos, sendo que 12% desenvolveram formas graves, sendo essa complicacéo
relacionada também a atraso de enxertia neutrofilica, com impacto negativo em
sobrevida global.("®)

Por fim, como a reconstituicdo imune apés o uso da ciclofosfamida e
sua associacdo com impactos clinicos continuam desconhecidos, estudo recente,
utilizando inteligéncia artificial, em uma analise ndo planejada, avaliou assinaturas com
significancia clinica por meio de informac6es de imunofenotipagem, protebmicas e
clinicas e alteracdes de transcriptoma de linfocito que prediziam desfechos clinicos em
transplante. Nesse estudo, a cinética de reconstituicdo imune de linfécitos T CD3*,
linfécitos B e NK apdés dia 28 foi similar entre 70 pacientes submetidos ao transplante
haploidéntico e 75 com 100% de compatibilidade, todos com uso de ciclofosfamida poés-
transplante, utilizando condicionamento mieloablativo e como fonte de células de medula
O0ssea. Na andlise especifica de subtipos de linfécitos T, em 2 meses pds-transplante,
nao havia diferenca entre transplantes haploidéntico e 100% compativeis, porém, em 1
ano poés-transplante, linfécitos T CD4* estavam significativamente mais baixos no
transplante compativel do que no haploidéntico (218 versus 358 células/uL, p<0,05). A
combinacédo de aumento de CD4* e CXCL9 no dia 28 foi preditivo para DECH aguda.
Além disso, aumento de células NK levou a aumento de sobrevida global devido a
reducdo de mortalidade n&o relacionada, e relacionada a recaida. Pacientes que
apresentaram recaida precoce apresentavam perda de assinatura inflamatéria nas

células NK e exaustéo transcricional de células T CD8*.(80
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1.8 Reconstituicdo imune citomegalovirus-especifica

A reconstituicdo de linfécitos T CD4* e CD8* é crucial para protecao
contra o CMV e para atingir controle sustentado da infecgdo. Em estudo que avaliou 13
pacientes submetidos a transplante aparentado e 11 a transplante ndo aparentado, com
profilaxia classica de imunossupressao, nos casos de transplante aparentado, em que
ambos paciente e doador apresentavam sorologia positiva para CMV, a recuperacao de
linfécitos T citotdxicos foi rapida, atingindo até 21% de todos os linfocitos T CD8*, o que
nao aconteceu se 0 paciente ou doador apresentassem sorologia negativa para CMV
antes do transplante. J& no transplante ndo aparentado, a recuperacao de linfocitos T
CMV-especificos foi atrasada com relagdo ao aparentado, com auséncia de linfocitos
CMV-especificos até 100 dias pds-transplante. Nesse estudo, recuperacédo de linfocitos
CMV-especificos acima de 10x108/L teve associacdo com protecdo contra doenca por
CMV.CBD A reconstituicdo atrasada de linfécitos T CMV-especificos no contexto de
transplante ndo aparentado provavelmente tem relacdo com a maior imunossupressao
nesse tipo de transplante e também pelo uso de ganciclovir profilatico nessa situacao,
que impede a expansédo de linfécitos T CMV-especifico dependente da exposi¢cao ao
antigeno.(®

Os linfécitos T CD8* reconhecem proteinas estruturais do CMV
(proteina pp65 e ppl50) ou proteinas ndo-estruturais expressas em células infectadas
(proteina 1E72).838% Em paciente previamente infectado por CMV, a frequéncia de
células T CD8* especificas para peptideo pp65 pode ser alta (1-5% de todas as células
T CD8%), permanecendo por anos.® Linfécitos T CD4* também sdo importantes para
controle imune do CMV, visto que linfocitos T CD4* oferecem citocinas necessarias para
ativacao e diferenciacdo de linfocitos T CD8* de memdria em células efetoras.

Estudo que avaliou a reconstituicao de linfocitos CMV-especificos em
50 receptores de transplante HLA compativel ou com mismatch, demonstrou que
linfécitos T de memdaria central CD45R0O* e CD62L" apresentavam expansao logo apos
reativacdo(® e estudo que avaliou reconstituicdo imune CMV especifica em 15 pacientes
submetidos a transplante haploidéntico, através de citometria de fluxo, utilizando
peptideos de CMV, demonstrou que no grupo com resolug¢édo de antigenemia, o0 nimero
maximo de linfécitos CMV-especificos foi menor, entretanto o pico foi atingido de forma

mais rapida (mediana de 21 versus 78 dias).®®)
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Outro estudo avaliou a reconstituicio CMV-especifica em 175
pacientes submetidos a transplante haploidéntico com selecdo de células CD34 ou
sirolimus como profilaxia de DECH, por meio da técnica de IFN-gamma Enzyme-Linked
ImmunoSpot (ELISpot). Em 30 dias, 21,7% dos pacientes tinham linfécitos T CMV-
especificos acima de 1sfc/mL, valor de corte com discriminacao, com alta especificidade,
para nao reativacdo de CMV em curva ROC. Em 90 dias, 29% dos pacientes atingiram
esse corte. Em 180 dias, 52,9% dos pacientes atingiram esse corte.®”

Huntley et al.®® publicaram um estudo multicéntrico, observacional,
prospectivo, no qual foram recrutados 97 pacientes submetidos a transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pdés-transplante (n=71), ou HLA-compativel
(aparentado, n=15 e ndo aparentado, n=11). Dos 97 pacientes, 62 desenvolveram um
ou mais episédios de reativacdo de CMV, com frequéncia semelhante entre os tipos de
transplante. Com relacdo a reconstituicdo imune, os pacientes foram avaliados com
mediana de 1-4 amostras/paciente até D+180 apds transplante. Os linfocitos T CD8"* e
T CD4* ndo foram diferentes entre os grupos nos dias +30, +60 e +180, porém maior
namero de CD4* no D+90 foi observado no Grupo Haploidéntico. Reativacdo de CMV
nao afetou a reconstituicao de linfécitos CMV-especificos CD4* ou CD8* até D+180, com
aumento de resposta ao longo do tempo, atingindo 85% dos pacientes em ambos 0s
grupos ao final do acompanhamento. O nimero de pacientes com resposta mensuravel
nao foi diferente entre os grupos, mas mais pacientes do grupo com transplante HLA-
compativel apresentaram linfocitos T CMV-especificos CD4* no D+30 (p=0,03).
Subandlises do estudo também sugeriram que reconstituicao de linfocitos T CD8* CMV-
especificos ocorreu mais rapidamente no transplante haploidéntico do que no néo
aparentado.® O mesmo grupo avaliou 66 pacientes submetidos a transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pés-transplante e encontrou que a infecgdo por CMV
se relaciona com altos niveis de células T CD27- CD28" que se comportam como Tregs,
com correlacdo sub 6tima entre linfécitos TCD4* e CD8* e Tregs, mostrando que
linfécitos Tregs e linfécitos T CMV-especificos apresentam cinética distinta.(®?

Estudo recente avaliou 21 pacientes submetidos a transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pds-transplante, com 19/21 pacientes apresentando
reativacdo de CMV. Pacientes com maior viremia de CMV apresentaram aquisicéo
acelerada de linfocitos T efetores terminais, enquanto aqueles com viremia subclinica
apresentaram recuperacao pouco melhor de CD8* naive, enquanto os 2 pacientes sem

viremia apresentam recuperacdo forte de subtipos de linfécitos naive, sugerindo que



20

reativacao de CMV leva a senescéncia prematura de células T e atraso na recuperacao
de linfécitos T naive no transplante haploidéntico. Nas semanas 3-4 pos-transplante,
linfocitos CMV especificos eram indetectaveis na maioria dos pacientes. No 2° més,
guando maior parte dos pacientes apresentou reativacao de CMV, ambos CD4* e CD8*
CMV especificos expandiram, com fenétipo proliferativo. A partir do 3° més, esse fenotipo
foi trocado por fendétipo efetor, com expressédo de T-bet em associacdo a CD57 e/ou
CD45RA, indicando diferenciagdo terminal. Um ano apos transplante, células T CMV-
especificas foram semelhantes as do doador.(®?

Células NK também apresentam papel importante na defesa de
infeccbes como o CMV. Jin et al. avaliaram a dinamica das células NK em 29 pacientes
submetidos a transplante haploidéntico, com ATG, sem ciclofosfamida pés-transplante,
e demonstraram que células NK produtoras de IFN-y expandiram apds reativacdo de
CMV, sendo células NK com CD56%™ com expressao de altos niveis de NKG2C e KIR,
mas baixos niveis de NKG2A, suportando a ideia de que reativacdo de CMV induz
expansao de células NK mais maduras, com caracteristicas de memoaria, contribuindo
com controle da viremia a longo prazo.®?

Outro estudo avaliou reconstituicdo de células NK em 50 pacientes
com leucemia aguda submetidos a transplante haploidéntico, com ATG, ciclosporina e
MTX, fora da plataforma de ciclofosfamida pos-transplante. Andlise multivariada
demonstrou que reativacdo de CMV e dose de células T infundidas >3,2x108 foram
fatores independentes para reducgéo de recaida. Células NK CD569"t CD169™ DNAM1+
aumentaram nos dias 30 a 90 pos-reativacdo de CMV e cairam em pacientes sem CMV,
0 que pode estar relacionado com reducéo de recaida nessa situac&o.?

Muccio et al. avaliaram células NK de memoéria em criancas
submetidas a transplante haploidéntico com deplecao células T alfa e beta e CD19* com
infeccdo por CMV. Nesses pacientes, células NK de memoéria expressando NKG2C e
CD57 expandiram na maioria dos pacientes de 3 a 12 meses pos-transplante. (3

Outro estudo, com 48 pacientes submetidos a transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pos-transplante, com analise de citometria de fluxo,
demonstrou que CMV acelerou a reconstituicdo de ceélulas NK, com expansdo de
CD158b1b2jPos/NKG2AMI/NKG2CPoS/NKp30'°, com aumento em pacientes com multiplas
reativacbes. O CMV desregula expressdo génica de NKG2C, NKG2A e NKp30,
mediando assim a expansao das células NK com caracteristicas adaptativas. Esses

resultados implicam que a disfuncéo ou exaustédo das células NK em pacientes com CMV
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€ induzida, pelo menos parcialmente, pela expressao induzida por CMV de inibidores de
checkpoint.®4

A monitoriza¢do de imunidade CMV-especifica pos-transplante pode
ser (til para determinar o risco de desenvolvimento de infeccdo por CMV e suas
complicagBes. O método ELISpot identifica a liberagcdo de IFN-y produzido por linfécitos
T CD4* ou CD8* em resposta a antigenos do CMV como immediate-early 1 (IE-1) e
fosfoproteina 65 (pp65), sendo medido por meio de contagem de spots por 250.000
células mononucleares de sangue periférico. Em estudo que monitorizou 63 transplantes
alogénicos, corte de 50 spots/250.000 células para IE-1 e 100 spots/250.000 para pp65
identificou pacientes com menor risco de CMV, na auséncia de DECH e uso de
corticoide.®® Outro estudo prospectivo determinou que alta imunidade CMV-especifica
realizada através de ELISpot apresentavam menor risco de desenvolver infeccao por
CMV, podendo ser util na diferenciacdo de pacientes que necessitam de profilaxia
medicamentosa por exemplo.©®)

A técnica de ELISpot também pode ser util para predizer risco
associado com baixa carga viral em reativacdo de CMV. Um estudo avaliou 55
receptores de transplante com baixa carga viral de CMV e o baixo nimero de spots
aumentou em 8 vezes o risco de progressao da carga de CMV, sendo que 0 risco
aumentou 2% com reducéo de 20 spots em pp65.©7)

Assim, na maioria dos estudos, a reconstituicdo de células T e NK
esta prejudicada, com risco aumentado de infeccdo por CMV, apds transplante
haploidéntico com ciclofosfamida pés-transplante, mas a busca de fatores que
influenciem essa reconstituicdo imune especifica para CMV e intervencdes para
melhora-la é de crucial importancia nesse momento. Além disso, apesar de poucos
estudos terem avaliado a reconstituicdo imune CMV-especifica no contexto de
transplante haploidéntico com ciclofosfamida pds-transplante, ainda faltam estudos
avaliando essa plataforma de imunossupressdo no contexto de transplante nao
aparentado 100% compativel, uso esse que vem aumentando muito nos ultimos anos
devido aos beneficios clinicos apontados. Assim, avaliacdo desses perfis imunolégicos
podem nos permitir agir preventivamente apos o transplante para modificar riscos ao

invés de esperar pelas complica¢des clinicas.
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1.9 Objetivos

1. Avaliar a cinética da reconstituicdo imune global e de linfécitos
citomegalovirus-especificos pdés-transplante alogénico de medula 6Ossea utilizando
doadores ndo aparentados com dois tipos de imunossupresséao (uso de timoglobulina no
condicionamento ou ciclofosfamida pés-transplante);

2. Descrever os desfechos clinicos (sobrevida global, mortalidade
relacionada ao transplante, mortalidade relacionada a recaida, doenca do enxerto contra
o hospedeiro, reativacéo viral) da populagéo apresentada;

3. Correlacionar reconstituicdo imune e de linfocitos citomegalovirus-
especificos com complicacfes do transplante de medula 6ssea e morte relacionada ao
transplante;

4. Correlacionar reconstituicdo imune com doencga do enxerto contra
o hospedeiro;

5. Correlacionar reativacao de citomegalovirus com reconstituicéo de

linfécitos citomegalovirus-especificos.
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2 METODOS

2.1 Declaracéo de ética

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local do
Hospital Israelita Albert Einstein (Sdo Paulo, Brasil) sob numero CAAE:
00527018.6.0000.0071 e SGPP 3562-18.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de
todos os participantes da pesquisa, bem como consentimento para armazenamento de

amostra de sangue periférico.

2.2 Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectiva.

2.3 Pacientes e local de coleta dos dados

Pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea alogénico com
doador ndo aparentado utilizando imunossupressdo pés-transplante com ATG ou
ciclofosfamida pos-transplante nos anos de 2019 a 2021 no Hospital Israelita Albert
Einstein. A escolha por uma ou outra abordagem foi baseada na aloca¢cdo em um estudo
simultdineo na mesma instituicdo, um ensaio clinico no qual os pacientes foram
randomizados entre ATG e PTCy (NCT03818334) ou na escolha clinica da equipe de

transplante de medula 6ssea.


https://clinicaltrials.gov/study/NCT03818334?term=NCT03818334&rank=1
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2.4 Critérios de inclusao e exclusao

2.4.1 Critérios de inclusao

1) Pacientes submetidos a TCTH alogénico com doador néo
aparentado utilizando imunossupresséo pés-transplante com ATG ou ciclofosfamida

pos-transplante no Hospital Israelita Albert Einstein.

2.4.2 Critérios de exclusao

2) Recusa do paciente em participar do estudo;
3) Paciente e doador com sorologia negativa para CMV pré-
transplante;

4) Paciente ja submetido a um transplante alogénico prévio.

2.5 Protocolo de estudo

Foi apresentado um TCLE, explicando objetivo da pesquisa e
necessidade de coleta de amostras de sangue para pesquisa em momentos pré-
determinados do transplante, ao paciente candidato ao transplante de medula 6ssea.

Foram coletados dados demogréaficos e clinicos na ocasido do
transplante, como idade, sexo, diagnostico, status da doenca previamente ao transplante
e performance status dos pacientes, mensurado por meio do score de Karnofsky, dados
técnicos e referentes ao tipo de transplante, HLA do paciente e doador, tipo de
condicionamento utilizado, regime de imunossupressdo empregado, fonte de células,
celularidade do enxerto (nimero de células nucleadas totais, CD34* e CD3* infundidas),
sexo e idade do doador, sorologia para CMV do paciente e doador. Também foram
acessados dados referentes a enxertia neutrofilica e plaquetaria, quimerismo,
hemograma completo com diferencial, avaliagdo de infecg¢des virais, incluindo CMV,
adenovirus, EBV, poliomavirus (BKV), emprego de tratamento para reativacdo de CMV,
medicacdes e drogas empregadas, DECH, complica¢cbes e seguimento do paciente pos-
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transplante. Desfechos de sobrevida: data do ultimo seguimento, data do Obito (se

aplicavel), causa de morte.

2.6 Protocolo de tratamento utilizado e definicdes

Durante avaliacdo pré-transplante, todos os pacientes foram
submetidos a avaliacao soroldgica para HIV, hepatite A, B e C, sifilis, doenca de Chagas,
toxoplasmose, HTLV e herpesvirus, incluindo CMV, EBV, herpes simples e varicela-
zoster.

As vigilancias virais pos-transplante foram realizadas da seguinte
forma: PCR quantitativo para CMV 2 vezes por semana, PCR quantitativo para
adenovirus semanalmente e PCR quantitativo para EBV a cada 2 semanas, enquanto
paciente estivesse em vigéncia de imunossupresséo. Pesquisa de PCR quantitativo para
BKV em urina e herpes virus tipo 6 (HHV-6) foram realizadas apenas na suspeita clinica.
O limite inferior de detec¢do para CMV, adenovirus, EBV, BKV e HHV-6 foram: abaixo
de 103Ul/mL (2,01log/mL), 700 cépias/mL (2,84 copias de log/mL), 210 copias/mL (2,32
log cépias/mL), 500 cépias/mL e 300 copias/mL (2,48 log cdpias/mL), respectivamente.

Todos os pacientes receberam profilaxia antimicrobiana com
trimetoprima-sulfametoxazol 800/160mg diariamente até o dia —2. Este tratamento foi
retomado apos reconstituicdo hematoldégica ou foi substituido por pentamidina
intravenosa. Como profilaxia bacteriana, foi utilizado levofloxacino 500mg/dia até a
recuperacao neutrofilica e como profilaxia viral, foi utilizado aciclovir 500mg/m? duas a
trés vezes ao dia (por via intravenosa) ou 400mg por via oral 12/12h até a reconstituicao
imune, por pelo menos 6 meses apos o transplante. Profilaxia antifingica foi realizada
com fluconazol 400mg/dia ou micafungina 100mg/dia. Em casos de alto risco para
fungos filamentosos, como LMA alto risco ou doenca refrataria, neutropenia prolongada,
idosos, infec¢cdo por fungos filamentosos prévios, foi utilizado voriconazol 200mg 12/12h
pelo menos até D+75 pos-transplante. Infeccdo por CMV foi definida como qualquer
deteccdo de DNA de CMV em amostras de plasma. Infec¢do recorrente por CMV foi
definida como nova infec¢cao por CMV em um paciente com evidéncia prévia de infec¢cao
por CMV sem o virus detectado por 4 semanas durante a vigilancia ativa. Doenca por
CMV foi definida como a presenca de sintomas e/ou sinais clinicos relacionados ao 6rgéao

envolvido e CMV documentado no tecido.®® No caso de infecgdo por CMV, o ganciclovir
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foi a primeira linha de terapia. Em casos de citopenias ou toxicidade com ganciclovir, foi
utilizado foscarnet. Em casos de infeccdo por EBV, o tratamento com rituximabe foi
iniciado se a viremia acima de 10.000 cépias/mL. Cistite hemorragica causada por BKV
foi definida de acordo com a Conferéncia Europeia de Infecgcdes em Leucemia (ECIL):
sinais ou sintomas clinicos de cistite, hemataria grau 2 ou superior, e cargas virais de
virtria BKV >7 log 10 cépias/mL.®% O cidofovir foi o tratamento de escolha nos casos de
doenca refrataria e grave.

Enxertia neutrofilica foi definida como o primeiro de trés dias
consecutivos com contagem de neutréfilos >0,5x10%L e enxertia plaquetaria foi definida
como 7 dias consecutivos com contagem plaquetaria acima de 20.000/pL, na auséncia
de transfusao de plaquetas.

Com relagcdo a intensidade dos regimes de condicionamento
utilizados, condicionamento mieloablativo consistiu em bussulfano com AUC de 4000 a
5000 por 4 dias (Dias -6 a -3) e fludarabina 40mg/m? (Dias -6 a -3) ou ciclofosfamida
60mg/kg (Dias -5 e —4) e irradiacao corporal total (TBI) 1200cGy (dividido em Dias -3 a
-1) ou TBI 990 a 1200cGy dividido nos dias D-8, -7 e -6. Fludarabina 30mg/mz2 D-5; -4, -
3 e -2. Regime de condicionamento de intensidade reduzida consistiu em bussulfano
1AUC 5000 por 2 dias (Dias —4 a —3) e fludarabina 40mg/m? (Dias -6 a -3) ou irradiacédo
medular total (TMI) 6Gy (D-8 e D-7), fludarabina 30mg/m? (D-6 a D-2) em bussulfano
AUC 4800 (D-5 e D-4).(00.101)

A profilaxia da DECH consistiu em ciclofosfamida 50mg/kg/dia nos
Dias +3 e +4; tacrolimus no D+5 (concentracdo de 5-15ng/mL) e MMF 15mg/kg/dia por
via oral dos dias +5 a +35. Nos casos que receberam ATG, a profilaxia consistiu em ATG
coelho 3-7,5mg/kg (Sanofi Genzyme), MTX 5mg/m2 nos dias +1, +3, +6 e +11 e inicio
do inibidor de calcineurina no Dia -2. Em ambos os grupos, o inibidor de calcineurina foi
mantido até o dia +120, quando foi iniciado o desmame, até o dia +180, exceto na
ocorréncia de DECH. DECH aguda graus II-1V foi tratada com prednisona 2mg/Kg (ou
equivalente de metilprednisolona) como 12 linha e, em caso de progresséo apos 3 dias
de tratamentoo ou auséncia de melhora em 5-7 dias, a 22 linha de tratamento escolhida
foi ruxolitinibe 10mg 2x/dia.

A andlise de recuperagédo imune global e CMV-especifica foi realizada
por citometria de fluxo pré-inicio do condicionamento do transplante e nos dias +30, +60,
+100, +180. Foi realizada citometria de fluxo com analise de populacéo de linfocitos T

CD4* e CD8*, células NK e populagéo linfoide B, conforme descrito abaixo. Além disso,
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foi realizada analise de recuperacédo imune CMV-especifica por meio da realizacdo de
técnica de ELISpot.
Foram realizados correlagcdo dessa reconstituicdo imune com

desfechos do transplante.

2.7 Obtencéo de amostra

Foram obtidas amostras de sangue periférico (10mL) dos pacientes
nos dias pré-inicio do condicionamento e préoximo dos dias +30, +60, +100, +180 pG4s-
transplantes através de puncao de veia periférica ou via cateter.

2.8 Processamento e congelamento de amostra

Todos os sangues periféricos coletados foram processados utilizando
gradiente de densidade Ficoll-Paque, conforme descrito abaixo:

1. Em um tubo de 15mL, foi adicionado sangue fresco (cerca de 8mL)
e igual quantidade de solucédo PBS;

2. Em outro tubo, foi adicionado 5mL de solucéo Ficoll-Paque através
de seringa,;

3. Cuidadosamente, a solugcédo contendo sangue e PBS foi colocada

acima da solucéo de Ficoll (Figura 2).

Amostra de sangue

Ficoll-Paque

Amostra de sangue e PBS acima da
solugéo de Ficoll-Paque.

Figura 2. Solugéo de sangue e PBS e
Ficoll
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4. A solucédo foi levada a centrifuga com velocidade 500* por 30
minutos, em temperatura de 18 a 20°C, sem breque (no brake);
5. Apos centrifugacdo, a camada superior passa a conter plasma e

plagquetas (Figura 3), a qual foi retirada e desprezada.

Plasma

E Células mononucleares
Meio Ficoll-paque
Granuldcitos e
Eritrécitos

Camadas ap0s centrifugacéo.
Figura 3. Camadas apds centrifugacéo

6. A camada de células linfomononucleares foi delicadamente retirada
e colocada em tubo estéril com pipeta esteéril;

7.Foi adicionado PBS a solucdo de linfomononucleares
(aproximadamente 5mL) e ressuspendida;

8. Retirado 10uL dessa solucao para diluicdo 1:1 em azul de trypan
para contagem de células em Camara de Neubauer e determinacao de viabilidade;

9. Novamente, a solucéo foi centrifugada a 500g por 5 minutos a 18 a
20°C;

10. O sobrenadante foi retirado;

11. O pellet contendo células linfomononucleares foi ressuspendido e
as células linfomononucleares foram criopreservadas em meio de congelamento RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), L-glutamina (Gibco) (cerca de
1x10° células/mL) e 10% DMSO. Apds adicédo da solucéo crioprotetora as células foram
transferidas para tubo de congelamento, e transferidas para freezer mecéanico a -80°C,
sendo descongelados apenas no momento da realizagcdo de citometria de fluxo ou
ELISpot.
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2.9 Enzyme-linked immune absorbent spot

O ensaio de ELISpot € um tipo de ensaio que foca na medida
quantitativa da frequéncia de secrecao de citocina por uma Unica célula. O ensaio de
ELISpot é também uma forma de marcagdo imunoldgica, uma vez que é classificada
como uma técnica que usa anticorpos para identificar/medir uma substancia bioldgica ou
quimica. Neste caso o ELISpot foi utilizado como método para medir o nUmero de células
capazes de reconhecer antigeno (utilizando a fosfoproteina 65 [pp65] do capsideo do
CMV) e responder ao estimulo antigénico produzindo e secretando IFN-y.

2.10 Descricao do ensaio

Para quantificacdo da frequéncia de células produtoras de IFN-y, foi
utilizado o protocolo de acordo com as instru¢des do fabricante do kit ELISpot IFN-y —
R&D Systems (Cat. EL285), em que anticorpo monoclonal especifico para IFN-y humano
é pré-revestido em uma microplaca com suporte de difluoreto de polivinilideno (PVDF).

Foi adicionado aos pocos da placa de ELISpot, 200uL de meio de
cultura AIM-V estéril e incubado a temperatura ambiente por, pelo menos, 20 minutos.
Apés esse periodo, o meio de cultura foi retirado da placa por aspiracao e adicionado no
minimo 1x10° de células linfomononucleares por pogo, e como controle negativo 1x10°
sem nenhum estimulo por poco. Foram adicionados também os controles positivos (IFN-
¥ Humano).

As células foram estimuladas com PepTivator® CMV pp65 - Miltenyi
Biotec (1pg/mL) para avaliacdo da resposta anti-CMV. Para o controle positivo de
estimulo, foi utilizado 50ng/mL de Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich
St. Louis, USA (P8139) com 500ng/mL de lonomicina Sigma-Aldrich St. Louis, USA
(10634) totalizando um volume final de 100pL.

A placa de ELISpot foi incubada em estufa de CO2 5 a 37°C por 6h.
Durante este periodo de incubacdo, o anticorpo liga-se ao IFN-y secretado.
Posteriormente, os pocos foram aspirados e lavados 4 vezes com 250-300uL de tampéo
de lavagem. Todo o liquido foi removido entre cada lavagem, invertendo a placa sobre

papel absorvente.
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Em seguida, foi adicionado 100uL de anticorpo de deteccao
(anticorpo policlonal biotinilado especifico para IFN-y) em cada poco e incubado a placa
a 2-8°C overnight. O procedimento de lavagem foi repetido e depois adicionado 100uL
do concentrado A de estreptavidina AP em cada poco e incubado por 2h a temperatura
ambiente. A estreptavidina-AP foi usada para detectar compostos biotinilados.

O procedimento de lavagem foi repetido novamente e entéo,
adicionado 100pL do substrato BCIP/NBT em cada po¢o e nova incubacao da placa por
1h & temperatura ambiente protegida da luz.

O substrato foi entdo decantado com agua deionizada e todo o liquido
removido dos pocos. A placa foi invertida sobre papel absorvente até a completa
secagem das membranas. Um precipitado de cor azul-preto se forma e aparece como
manchas puntiformes nos locais de localizagdo da citocina, com cada mancha individual
representando uma célula secretora de IFN-y individual. Os pontos sao quantificados em
leitor automatico de ELISpot (AID — Advanced Imaging Devices GmbH Ebinger Str. 4 —
D72479 Strassberg Germany) (Figura 4).

Os resultados foram relatados em contagem de spots (SPC) por
250.000 células. Os resultados nao foram relatados se as contagens de células eram
inferiores a 75.000 células por poco e/ou se o SPC de controle nulo fosse >10.
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Analito secretado

Anticorpo As células secretoras de IFN-y
Anticorpo biotinilado sdo incubadas em pogo

o: -
Streptavidina Y Y revestido com anticorpos
conjugada com Y

fosfatase alcalina

B = < e

®  Produto colorido
As células sao removidas por

lavagem. IFN-y secretado é
capturado pelos anticorpos

Incubagdo com anticorpo biotinilado
anti-INF-y

Anticorpos biotinilados nao ligados
sao removidos por lavagem. Em
seguida, feita incubagdo com
Streptavidina conjugada com

Ra fosfatase alcalina

Lavagem para remover enzima

. nao ligada
Adicione substrato BCIP/NBT

Substrato é adicionado e é

A » monitorizada a formacgao de
V pontos escuros. A analise é feito
Y Y utilizando leitor automatico de

ELISpot

Demonstracéo das etapas da técnica de ELISpot.
Figura 4. Técnica de ELISpot

2.11 Citometria de fluxo
2.11.1 Protocolo para marcacao de anticorpos para citometria

As amostras foram descongeladas lentamente e diluidas em tubo com
meio de cultura PBS, centrifugadas 5min a 500G.

As células foram ressuspendidas apés centrifugacdo com 1mL de

PBS.
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Adicionado 2uL de solucao de viabilidade (violet viable dye - BUV393).

Incubado em temperatura de 37°C por 15 minutos no escuro.

Células foram lavadas 2x com soluc¢édo tampdao, ressuspendidas com
PBS e feita a marcacao conforme painéis de populacbes e memoarias representados na
tabela 1. Como controle de fluorescéncia foi utilizada a técnica de fluorescéncia menos
um (FMO).

Tubo 1: ndo marcado;

Tubo 2: marcado com solucéo de viabilidade fluorescente em BUV395
(violeta);

Tubo 3: Marcado com painel de anticorpos de populacdes;

Tubo 4: FMO do painel de populacdes;

Tubo 5: Marcado com painel de anticorpos de memodrias;

Tubo 6: FMO de painel de memodrias.

Tabela 1. Painel de anticorpos de populacdes e memérias
Anticorpo/vol

Fluorocromos

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Voltagem
FITC CD19 CD19
5uL 5uL 513
PE CD56 CD56
3pL 3uL 550
PE-CF594 CD3 CD3
luL lpL 600
PE-Cy7 NGK2D FMO
luL 679
PerCP-Cy5.5 CD45 CD45
8uL 8uL 650
APC CD16
luL FMO 640
APC-CY7 CDh4 CD4
4uL 4uL 620
Alexa 700 CD8 CD8
2uL 2uL 700
Bv421 CD11b CD11b
luL luL 414
BV510 CD14 CDh14
luL luL 430
BUV395 VIOLETA VIOLETA VIOLETA
2uL 2uL 2uL 600
Fluorocromos Anticorpo/vol
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 5 Tubo 6 Voltagem
FITC CD62L FMO
5uL 513
PE CD45R0O FMO
5uL 550
PE-CF594 CD3 CD3

continua...



...continuacdo

lpL lpL 600
PE-Cy7 CD127 CD127
luL luL 679
PerCP-Cy5.5 CD45 CD45
8uL 8uL 650
APC CD25 FMO
20pL 640
APC-CY7 CD4 CDh4
4uL 4uL 620
Alexa 700 CD8 CD8
6uL 6pL 700
Bv421 CD45RA CD45RA
2uL 2uL 414
BV510 CCRY FMO
2uL 430
BV605 CD27 FMO
lpL 600
BV650 CD28 FMO
lpL 554
BUV395 VIOLETA VIOLETA VIOLETA
2uL 2uL 2uL 600
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Para determinar a reconstituicdo dos subtipos de memoria de

linfécitos foi utilizado o esquema abaixo:

Classificacdo dos subtipos de linfécitos T de acordo com sua

expressao, representado na tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo dos subtipos de linfécitos T de
acordo com sua expressao

CD4 Naive Transicdo Mema@ria
CD45RA + +/0 0
CD45R0O 0 +/0 +

CD8 Naive Transicdo Memadria
CD45RA + +/0 0
CD45R0 0 +/0 +

As especificacdes de anticorpos utilizados estdo representadas na

tabela 3.

Tabela 3. EspecificacBes de anticorpos utilizados

Anticorpo Marca Catélogo Clone
CD19 - FITC BD 347543 4G7
CD56 - PE Miltenyi 130-100-653 REA196
CD3 - PE-CF594 BD 562280 UCHT1
CD314 (NKG2d) - PE-Cy7 BD 562365 1D11
CD45 - PercP Cy5.5 BD 340953 2D1
CD16 - APC BD 561304 B73.1
CD4 - APC-Cy7 BD 341095 SK3

continua...
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...continuacao

CD8 - Alexa 700 BD 561453 RPA-T8
CD11b - Bv421 BD 566313 CBRM1/5
CD14 - BV510 BD 563079 MeP9
CD62L - FITC BD 347443 SK11
CD45RO - PE BD 555493 UCHL1
CD127 - PE-Cy7 BD 560822  HIL-7TR-M21
CD25 - APC BD 555434 M-A251
CD45RA - Bv421 BD 562885 HI100
CD197 (CCR7) BV510 BD 563449 3D12
CD27 - BV605 BD 562655 L128
CD28 - BV650 BD 742528 L293
Violeta - BUV 393 BD 566332

ApoOs a adicado dos anticorpos de superficie, as células incubadas por
30 minutos em temperatura ambiente, seguida por lavagem com solugao tampéo. As
células entdo foram ressuspendidas e adquiridas utilizando o citdbmetro de fluxo LSR Il -
FORTESSA (BD Biosciences). Os resultados foram analisados utilizando o software
FlowJo.

Os numeros absolutos de células foram derivados através de ensaio
de plataforma dupla, em que os numeros de linfécitos T, B, NK e mondcitos foram
avaliados em citometria de fluxo em porcentagem de células e calculadas por meio da
contagem de leucdcitos derivado de analisador de células hematologicas padronizado
da mesma amostra utilizada para realizacao de citometria.

Além disso, foi realizada andlise dos dados de dois pacientes (um do
Grupo ATG e outro do Grupo Ciclofosfamida), através da plataforma Cytobank(1%?) para
apoiar e ilustrar os resultados da citometria de fluxo. Nessa analise, os dados de
citometria de fluxo gerados foram carregados na plataforma Cytobank e foram aplicadas
estratégias de selecao para identificar linfocitos T, B, NK e mondcitos, além de linfocitos
T CD4 e CD8 naive, transicdo e memoaria. Além disso, foram realizadas etapas de
compensacdao para garantir a qualidade e consisténcia dos dados. Os dados analisados
foram demonstrados através de graficos para visualizacao da distribuicdo das células de

interesse.

2.12 Desfechos estudados

O desfecho primario foi avaliacdo de recuperacdo imune B, T, NK e
linfécitos T CMV-especificos em pacientes submetidos a transplante alogénico néo

aparentado utilizando ciclofosfamida pés-transplante ou ATG.
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Os desfechos secundarios estudados foram sobrevida global,
incidéncia cumulativa de TRM, mortalidade em 100 dias, DECH, reativacdo e doenca por
CMV. Sobrevida global foi definida como sobrevida da data de transplante até a data do
Obito por qualquer causa, com 0s pacientes vivos nho momento da andlise sendo
censurados. Um paciente que veio a 6bito foi definido como mortalidade néo relacionada
a recaida (NRM) se o paciente ndo apresentou recidiva/progressao da doenca
previamente ao 6bito, independente da causa de 6bito. A DECH seré classificada de

acordo com critérios de Glucksberg.

2.13 Analise estatistica

Varidveis categoéricas foram resumidas usando frequéncia e
porcentagem, enquanto variaveis quantitativas foram descritas por média e desvio
padrdo, ou mediana e desvio padrao, juntamente com o nimero de observacdes validas.

Para comparar grupos em relacdo as variaveis categoéricas, foi
utilizado o teste Qui-Quadrado ou o teste Exato de Fisher, conforme apropriado. Para
comparar grupos em relagdo as variaveis continuas, foi utilizado o teste t de Student
paramétrico, se aplicavel, ou o teste nao paramétrico de Mann-Whitney.

A sobrevida global foi definida a partir da data do transplante até a
morte do paciente, e foi estimada usando o método de Kaplan-Meier, com os pacientes
Vivos no momento da coleta de dados sendo censurados. O teste de log-rank foi utilizado
para a comparacdo das curvas de sobrevida. Curvas de incidéncia acumulada
(mortalidade néo relacionada ao transplante e recidiva) foram construidas com o método
de Gray. Para a recidiva, a mortalidade néo relacionada ao transplante foi considerada
como evento concorrente, e vice-versa. Para andlises univariadas e multivariadas de
desfechos de sobrevida, utilizamos o modelo de Cox. Valores estatisticamente
significativos foram definidos com valores-p<0,05. Os testes estatisticos foram realizados

utilizando o software estatistico R (Viena, Austria), verséo 4.3.2.
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3 RESULTADOS

3.1 Populacgéao

As caracteristicas demograficas da populagdo incluida e seus

doadores estdo relatadas na tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes incluidos

ATG Ciclofosfamida

Variavel N=20 N=16 Valor-p
Idade, anos Mediana [range] 45 [2-76] 37,8 [3-66] 0,319
Performance status  Karnofsky entre 90-100 [%] 14 [70] 14[87,5] 0,558
LMA 7 [35%)] 5 [31%] 0,479
SMD 4 [20%)] 4 [25%]
Doenca de base LLA 2 [10%] 4 [25%]
LMC 2 [10%)] 3 [18,7%]
Linfoma n&o Hodgkin 1 [5%] 2 [12,5%]
Outro 1 [5%] 2 [12,5%]
12RC 13 [65%] 12 [75%] 0,872
géaéfsga doenca  Sapc 2 [10%] 1[6,2%]
Em atividade 5 [25%)] 3 [18,8%]
Status sorol6gico Paciente 1gG+ 19 [95%)] 14 [87,5%)] 1,00
CMmV Doador IgG+ 18 [90%] 14 [87,5%]
Regime de Mieloablativo 12 [60%)] 14 [87,5%)] 0,133
condicionamento RIC 8 [40%)] 2 [12,5%]
Fonte enxerto Medula éssea 9 [45%)] 10 [62,5%] 0,296
Sangue periférico 11 [55%)] 6 [37,5%]
Células infundidas  CD34 x10%/Kg 5,4 [1,54-9] 4,6 [1,81-9,15] 0,286
Idade do doador Mediana [range] 33,1 [19-55] 33,7 [22-49] 0,833
Sexo doador Masculino 17 [85%)] 10 [62,5%] 0,146

Foram incluidos 36 pacientes nesse estudo, no periodo de 10 de
janeiro de 2019 a 1 de maio de 2021. Dos pacientes incluidos, 25 também participaram
do estudo realizado de forma concomitante em nosso servico (ClinicalTrials.gov ID
NCT03818334), e 11 pacientes foram tratados no mesmo periodo com protocolo
baseado em ATG em nosso servico. A mediana de idade dos pacientes foi de 45 anos
no grupo de pacientes que recebeu ATG e 37,8 anos no grupo que recebeu
ciclofosfamida (p=0,319). Com relacdo a performance status dos pacientes, 70% dos
pacientes do Grupo ATG e 87,5% do Grupo Ciclofosfamida apresentavam Karnofsky
entre 90 e 100 (p=0,257).

Com relacdo ao diagnostico de base, todos o0s pacientes

apresentavam doencgas onco-hematolégicas, sendo que, no grupo que recebeu ATG 7


https://clinicaltrials.gov/study/NCT03818334?term=NCT03818334&rank=1
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pacientes (35%) tinham diagnostico de LMA, 4 (20%) com SMD, 4 (20%) LLA, 2 (10%)
com leucemia mieloide crénica (LMC), 1 (5%) com linfoma ndo Hodgkin e 1 (5%) com
neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blastica. No grupo de pacientes que
receberam ciclofosfamida, 5 (31,25%) tinham diagnostico de LMA, 4 (25%) com LLA, 3
(18,7%) com LMC, 2 (12,5%) com linfoma ndo Hodgkin, 1 (6,25%) com leucemia
mielomonocitica cronica e 1 (6,25%) com neoplasia de células dendriticas
plasmocitoides blastica (p=0,479). Com relacdo ao status de resposta da doenca de base
no momento do transplante, 65% do Grupo ATG e 75% do Grupo Ciclofosfamida
estavam em 12 remissdo completa, 10% do Grupo ATG e 6,25% do Grupo
Ciclofosfamida estavam em 22 remissdo completa e 25% do Grupo ATG e 18,8% do
Grupo Ciclofosfamida ndo estavam em remisséo (p=0,872).

Com relacdo ao status soroldgico para CMV, ndo foram incluidos os
casos em que ambos os paciente e doador tinham sorologia IgG negativa. No Grupo
ATG, 19/20 (95%) dos pacientes era CMV IgG positivo e 18/20 (90%) dos doadores era
CMV IgG positivo, enquanto no Grupo Ciclofosfamida 14/16 (87,5%) dos pacientes eram
CMV IgG positivo e 14/16 (87,5%) (p=1,00) dos doadores eram CMV IgG positivo
(p=1,00).

Com relacdo aos dados do transplante, condicionamento
mieloablativo foi utilizado em 60% dos casos no Grupo ATG e 87,5% dos casos no Grupo
Ciclofosfamida, enquanto regime de intensidade reduzida foi utilizada em 40% dos casos
no Grupo ATG e 12,5% do Grupo Ciclofosfamida (p=0,133). Fonte medula éssea foi
utilizada em 45% dos casos no Grupo ATG e 62,5% no Grupo Ciclofosfamida, enquanto
sangue periférico foi utilizado em 55% do Grupo ATG e 37,5% do Grupo Ciclofosfamida
(p=0,296). A mediana de células CD34 infundidas foi de 5,4 x 10%/Kg do paciente no
Grupo ATG e 4,6x 10%/Kg do paciente no Grupo Ciclofosfamida (p=0,296).

Com relacdo aos dados do doador, todos os casos incluidos foram
submetidos a transplante com doador nédo aparentado. No Grupo ATG, todos os
pacientes apresentavam compatibilidade 10/10 com seu doador, enquanto, no Grupo
Ciclofosfamida, 14/16 (87,5%) eram 100% compativeis e 2 pacientes apresentavam
compatibilidade 9/10 com seu doador. A mediana de idade do doador no Grupo ATG foi
de 33,1 anos e no Grupo Ciclofosfamida foi de 33,7 anos (p=0,833). O doador era do
sexo masculino em 85% dos casos no Grupo ATG e 62,5% dos casos do Grupo
Ciclofosfamida (p=0,146).
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3.2 Desfecho primario

Foram avaliadas amostras pré-transplante, D+30, D+60, D+90 e
D+180 com relacdo a recuperacdo imunologica de linfocitos B, T e NK CMV-especifica
com técnica de ELISpot.

3.3 Recuperacao imunoldgica por citometria

Foram realizadas andlises através de citometria através de 2 painéis

(populacdes e memaria) conforme exemplo do caso abaixo (Figuras 5 e 6):
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Representacédo de um exemplo de andlise do “painel de populagdo”, realizado por meio do programa FlowJo.
Figura 5. Andlise dos painéis de populagbes
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O perfil de células linfomononucleares esta representado na tabela 5
e figura 7.

Trinta e seis pacientes tiveram andlises pré-transplante, 34 foram
analisados no D+30 e D+60, 32 foram analisados no D+90 e 27 no D+180. Nao houve
diferenca entre os grupos ATG e Ciclofosfamida com relacdo ao perfil de células
linfomononuclares pré-transplante. No D+30, no Grupo ATG, houve maior porcentagem
e maior nimero absoluto de linfocitos T (mediana 238 versus 82cels/uL, p=0,022),
linfécitos B (17 versus 2cels/uL, p=0,004) e células NK (385 versus 96cels/uL, p<0,001)
quando comparado ao Grupo Ciclofosfamida. No D+180 houve diferenca com relagéo
ao numero absoluto de linfécitos B entre os grupos ATG e Ciclofosfamida, sendo maior
no Grupo Ciclofosfamida (54 versus 282cels/uL p=0,003) e percentualmente maior
namero de células NK no Grupo ATG, sem diferenca quando avaliados numeros

absolutos (Figuras 7 a 10).

Tabela 5. Perfil de células linfomononucleares

ATG Ciclofosfamida
Variavel Células/uL- Células/pL Valor-p
mediana [DP] mediana [DP

Pré Mondcitos 156[45-294] 202[136-303] 0,466
Linfécitos T 648[417-971] 717[314-1141] 0,890
Linfécitos B 42[16-183] 166[3-372] 0,835
NK 126[90-242] 146[60-294] 0,972

D+30 Mondcitos 379[212-477] 892[469-1362] 0,037
Linfécitos T 238[111-801] 82[47-160] 0,022
Linfécitos B 17[4-27] 2[1-7] 0,004
NK 385[241-718] 96[59-196] <0,001

D+60 Mondcitos 204[74-386] 299[132-422] 0,488
Linfécitos T 406[174-717] 190[110-420] 0,100
Linfécitos B 50[13-60] 16[4-98] 0,338
NK 319[184-597] 203[128-278] 0,074

D+90 Mondcitos 192[127-387] 289[117-588] 0,428
Linfécitos T 368[263-839] 359[140-886] 0,597
Linfécitos B 37[14-81] 50[22-130] 0,571
NK 282[185-440] 221[146-311] 0,082

D+180 Mondcitos 195[83-361] 144[77-557] 0,790
Linfécitos T 513[304-602] 925[431-1416] 0,344
Linfécitos B 54[13-87] 282[138-553] 0,003
NK 294[198-517] 257[155-245] 0,790
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Figura 7. Distribuicdo de granulécitos, linfocitos, mondcitos e linfécitos T, B e NK
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Figura 8. Perfil de linfécitos T, B e NK nos dias +30, +60, +90 e +180
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Distribuicdo de linfécitos demonstrando reconstituicdo lenta de linfécitos T e B, enquanto ocorre

reconstituicdo precoco de mondcitos e células NK.

Figura 9. Distribuicdo das populagdes linfocitos T, B e NK e mondcitos em numeros absolutos nos dias

pré-TMO, +30, +60, +90 e +180

Exemplo de caso de citometria de pacientes que utilizaram ATG ou

ciclofosfamida estéo representados na figura 11.
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Comparando os subgrupos, houve maior nimero de linfécitos T, B e NK no D+30 no Grupo ATG
comparado ao grupo PTCY. Ndo houve diferencas com significaAncia estatistica entre os grupos no D+60
e D+90, porém, no D+180 houve maior nimero de linfécitos B no grupo PTCy comparado ao Grupo ATG.
Figura 10. Distribui¢cdo das populagdes de linfocitos T, B, NK em numeros absolutos por profilaxia utilizada

nos dias pré-TMO, +30, +60, +90 e +180
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Figura 11. Casos de citometria de pacientes que utilizaram ciclofosfamida ou ATG nos dias +30 e +180
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Dois casos ilustrativos de pacientes dos grupos ATG e Ciclofosfamida

no D+30, utilizando a plataforma Cytobank, estéo representados na figura 12.
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Grupos de células da plataforma Cytobank mostrando diferencas entre 2 pacientes, um que recebeu
globulina antitimocitica (ATG) e outro que recebeu ciclofosfamida pds-transplante (PTCy) no dia +30. No
paciente com ATG ha maior agregado de células NK CD56+, maior agregado de células T CD3+,
representado principalmente por células CD8+, enquanto no paciente que recebeu PTCy, é possivel
visualizar maior populagédo de monécitos CD14+ e CD11b+.

Figura 12. Analise através da plataforma Cytobank de dois pacientes que utilizaram ciclofosfamida ou
ATG no dia +30

Os subtipos de linfécitos T CD4* e CD8* estdo representados na
tabela 6. Foi observado predominio de linfécitos T CD8* quando comparado ao linfocito
T CD4* desde fases precoces do transplante, permanecendo até D+180, nos 2 grupos
analisados. Observamos uma populacédo de linfocitos T duplo positivos CD4* e CD8*
maior no Grupo da Ciclofosfamida, quando comparado ao ATG (21 versus 98cels/uL,

p=0,003), representado na tabela 6, figuras 13 e 14.

Tabela 6. Perfil de linfocitos T

ATG Ciclofosfamida
Variavel Células/pL Células/pL Valor-p
mediana [DP] mediana [DP

Pré CD4*CD8& 285[113-312] 107[50-257] 0,127
CD8*CD4 219[144-242] 325[130-559] 0,466
CD4+*CD8* 34[10-47] 91[29-167] 0,048

D+30 CD4+*CD8 28[12-125] 13[6-24] 0,083
CD8*CD4 82[21-435] 47[22-83] 0,270
CD4+*CD8* 14[3-39] 8[5-16] 0,551

D+60 CD4+*CD8" 44[22-92] 23[20-32] 0,116
CD8*CD4 316[103-550] 95[48-324] 0,174
CD4+*CD8* 17[7-36] 20[13-28] 0,970

D+90 CD4*CD8 56[47-132] 49[20-125] 0,521
CD8*CD4 265[159-550] 255[68-505] 0,514
CD4+*CD8* 17[6-35] 33[10-47] 0,260

D+180 CD4+*CD8 125 [43-173] 91[54-135] 0,827
CD8*CD4 240[202-353] 678[170-1035] 0,320
CD4+*CD8* 21[14-30] 98[57-134] 0,003
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(A) Distribuicdo das populagdes linfacitos T CD4*, CD8* e DP no grupo que recebeu ATG; (B) Distribui¢éo
das populagdes linfocitos T CD4*, CD8* e DP no grupo que recebeu PTCy; (C) Compara¢éo dos grupos
ATG e CY com relagéo a linfécitos T CD4+, CD8* e DP no D+30; (D) Comparacdo dos grupos ATG e CY
com relacdo a linfécitos T CD4*, CD8* e DP no D+180.

Figura 13. Linfocitos T CD4* e CD8* nos grupos ATG e Ciclofosfamida
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Distribuicdo de linfécitos T CD4*, CD8* e DP nos dias pré-TMO, +30, +60, +90 e +180 pdés-transplante nos grupos de pacientes que receberam ATG ou
ciclofosfamida (CY) pos-transplante em nimeros absolutos, demonstrando inversdo da relacdo CD4/CD8 em ambos 0s grupos e maior niumero de células DP
no Grupo Ciclofosfamida no D+180.

Figura 14. Linfocitos T CD4* e CD8* nos grupos ATG e Ciclofosfamida em niimeros absolutos
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Os perfis de maturacdo de linfocitos T CD4* e T CD8* estéao

representados na tabela 7 e a representacdo de 2 casos de citometria com andlise dos

subgrupos de células T na figura 15.

Tabela 7. Subtipos de linfocitos T CD4* e CD8*

ATG Ciclofosfamida
Variavel Células/pL Células/pL Valor-p
mediana [DP] mediana [DP]

Pré CD4* memoria 114[77-148] 66[29-253] 0,579
CD4* naive 40[16-95] 27[5-50] 0,119
CD4* transicao 31[18-47] 31[14-72] 0,972
CD8* memdria 47[35-82] 37[20-171] 0,703
CD8* naive 128[77-242] 139[59-204] 0,652
CD8* transicao 44 [38-110] 81[81-131] 0,945

D+30 CD4* memdria 100[36.2-157] 78[21-168] 0,795
CDA4* naive 3[0.7-13] 3[0.8-5] 0,728
CD4* transigéo 9[2-31] 8[4-25] 0,972
CD8* memoria 108[79-233] 120[34-315] 0,959
CD8* naive 103[38-145] 41[25-100] 0,188
CD8* transigéo 54[28-90] 79[23-129] 0,488

D+60 CD4* memoéria 61[43-82] 42[24-167] 0,945
CD4* naive 3[2-15] 5[0.6-10] 0,781
CD4* transicao 8[4-17] 18[4-36] 0,386
CD8* memdria 98[62-165] 97[60-257] 0,677
CD8* naive 108[48-209] 77[39-153] 0,405
CD8* transicao 106[84-162] 108[42-241] 0,945

D+90 CD4* memdria 98[73-119] 91[34-172] 0,970
CDA4* naive 5[0.7-21] 7[1-12] 0,623
CD4* transigéo 12[6-35] 18[9-50] 0,650
CD8* memoria 97[53-148] 67[53-166] 0,880
CD8* naive 106[73-259] 82[52-154] 0,257
CD8* transigéo 114[78-130] 167[74-214] 0,257

D+180 CD4* memodria 122[48-160] 57[25-120] 0,320
CD4* naive 12[0.8-27] 7[2-15] 0,698
CD4* transicao 8[4-27] 12[7-18] 1,000
CD8* memdria 63[46-124] 108[38-243] 0,512
CD8* naive 133[72-408] 117[66-152] 0,903
CD8* transicao 112[69-167] 93[33-254] 0,903
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Casos de citometria de perfil de linfécitos T de pacientes que receberam PTCy ou ATG demonstram menor nimero de linfécitos T em ambos os grupos no D+30
comparado ao D+180, com predominio de linfécitos T CD4+ de memdéria e maior niumero de linfocitos T CD8+naive em ambos 0s grupos.
Figura 15. Casos de citometria de perfil de linfocitos T de pacientes que receberam PTCy ou ATG nos D+30 e D+180
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Distribuicéo de linfécitos T demonstrando predominio de linfécitos T CD4+ de memdria em ambos 0s grupos e aumento de linfécitos T CD8+ de transigdo de

naive no D+60, D+90 e D+180 em ambos 0s grupos.

Figura 16. Perfil de linfocitos T CD4+ naive, transicdo e memodria e linfocitos T CD8+ naive, transicdo e memoéria nos grupos ATG e PTCy pré-transplante e nos

dias +30, +60, +90 e +180 pos-infusédo
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Entre os linfocitos T, em nenhum dos momentos avaliados (pre-
transplante, D+30, D+60, D+90 e D+180) encontramos diferenca entre 0s grupos com
relacdo ao perfil de linfocitos T CD4* e T CD8*. No pré-transplante havia predominio de
linfécitos T CD4* de memdria e CD8* naive em ambos os grupos. No D+30, em ambos
0S grupos, houve predominio de linfocitos T CD4* e T CD8* de memoaria. No D+60 e +90
em ambos os grupos, observamos persisténcia de predominio de linfocitos T CD4 * de
mem©éria, porém com aumento de linfécitos T CD8* naive e transicdo comparado ao
D+30, enquanto no D+180 ja observamos predominio de linfécitos T CD8* naive em
ambos 0s grupos, ainda com baixas contagens de linfécitos T CD4* naive e transicao,

comparados aos linfécitos T CD4* de memoria (Figuras 16 e 17).
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Agregados de células obtidos através da plataforma Cytobank demonstra predominio de linfécitos T CD8+
nas fases precoces até D+180, com predominio de células CD4+ com caracteristicas de memoria
(CD45R0O+) e CD8+ memdria, mas com maior nimero de transicdo e naive (CD45RA+).

Figura 17. Grupos de células da plataforma Cytobank mostrando diferencas entre 2 pacientes, um que
recebeu globulina antitimocitica (ATG) e outro que recebeu ciclofosfamida pés-transplante, em relagcdo
aos marcadores de células T nos dias +30, +60, +90
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Foi realizada também analise de subtipos de linfocitos NK conforme
expressdo de CD56" ou CD564™ e expressao de CD16 (Tabela 8). Ndo houve diferenca
entre os grupos com relacao ao perfil de células NK pré-transplante. No D+30, no Grupo
ATG, quando comparado ao Grupo Ciclofosfamida, houve maior nimero de células NK
CD569™ (108 versus 25cels/uL, p<0,001), CD56"9" (177 versus 62cels/pL, p=0,003) e
CD56"9, CD16P°s e NKG2Dr°s (24 versus 3cels/uL, p=0,041). No D+60 e no D+90, no
Grupo ATG, houve maior nimero de células CD569™ quando comparado ao Grupo
Ciclofosfamida (158 versus 50cels/uL, p=0,009 e 148 versus 68cels/pL, p=0,009). No
D+180, ndo houve diferenca entre os grupos com relacéo a linfécitos NK CD569™ ou
CD56"9" porém, no Grupo Ciclofosfamida, houve maior nimero de células CD56"9,
CD16P°s, NKG2DPes (10 versus 24cels/uL, p=0,027), representado na figura 18.

Tabela 8. Subtipos de células NK pés-transplante

ATG Ciclofosfamida
Dia Células/pL Células/pL Valor-p
mediana [DP] mediana [DP
Pré CD56dim 58[29-105] 60 [14-139] 0,890
CD56M 65 [33-126] 44 [24-70] 0367
CD56-CD16*NKG2D* 7[2-14] 27[8-36] 0,061
D+30 CDb56dm 108[72-176] 25[9-48] <0,001
CD56M 177[123-464] 62[10-121] 0,003
CD56-CD16*NKG2D* 24[4-47] 3[2-23] 0,041
D+60 CD56dm 158[55-232] 50[39-59] 0,009
CD56M 116[86-155] 136[67-183] 0,986
CD56'CD16*NKG2D* 21[8-51] 10[4-24] 0,164
D+90 CD569m 148[81-234] 68[41-88] 0,009
CD56hi 119[76-188] 90[68-164] 0,450
CD56 CD16*NKG2D* 19[9-37] 21[15-50] 0,326
D+180 CD569m 120[55-228] 87[52-127] 0,320
CD56M 133[63-157] 89[64-131] 0,790

CD56'CD16*NKG2D* 10[4-19] 24[19-37] 0,027
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Células NK e subtipos de células NK (CD56"g", CD564™ ou CD56-, CD16*, NKG2D*) pré-transplante
e nos dias +30, +60, +90 e +180 pos-transplante nos grupos ATG e PTCy, com maior nimero de
células NK totais e CD56dim, CD56High e CD56-CD16+ no Grupo ATG no D+30, maior niUmero de
células CD56dim no Grupo ATG no D+60 e D+90 e maior nimero de células CD56-CD16+ no grupo
PTCy no D+180.

Figura 18. Subtipos de células NK pés-transplante
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Células T CD4+ e CD8+ poés-transplante, inversédo da relacdo CD4/CD8 em ambos os grupos. Células
T CDA4+ representadas principalmente por células CD4+ de memdria em ambos 0s grupos, enquanto
hé& recuperacao mais precoce de células CD8+ de transi¢&o e naive, em ambos 0s grupos. Com relacéo
aos subtipos de células NK, hd aumento precoce de células CD56High no Grupo ATG, o0 que nao
acontece do grupo PTCy, o qual apresenta reconstituicao de células NK mais tardia.

Figura 19. Subtipos de células T e NK pds-transplante

3.4 Andlise de resposta citomegalovirus—especifica

Trinta e quatro casos foram avaliados com relacdo a recuperacao
imune CMV-especifica (2 pacientes com 6bito precoce ndo foram avaliados). Cinco
pacientes foram excluidos dessa andlise por resultados de ELISpot sem possibilidade
de leitura, além disso, pacientes em que havia menor de 75.000 células por spot também
foram excluidos, por contagem de células insuficiente, ficando 12 pacientes analisados
no Grupo ATG e 9 pacientes no Grupo Ciclofosfamida. Os resultados estéo
representados na figura 20.

Pré-transplante, a mediana de spots por 250.000 células foi de 187,5
(20-450) no Grupo ATG e 175 por 250.000 células (50-550) no Grupo Ciclofosfamida
(p=0,859). No D+30, a mediana foi de 37,5 por 250.000 células (5,6-237,5) no Grupo
ATG e 162,5 por 250.000 células (25-550) no Grupo Ciclofosfamida (p=0,527). No D+60,
a mediana foi de 87,5 por 250.000 células (43,8-412,5) no Grupo ATG e 87,5 por 250.000
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células (6,2-200) no Grupo Ciclofosfamida (p=0,407). No D+90, a mediana foi de 275 por
250.000 células (100-600) no Grupo ATG e 100 por 250.000 células (6,2-200) (p=0,286)
no Grupo Ciclofosfamida e no D+180 foi de 125 por 250.000 células (81,2-250) no Grupo
ATG e 150 por 250.000 células (125-200) (p=0,774) no Grupo Ciclofosfamida (Tabela 9).

Tabela 9. Resposta citomegalovirus-especifica

Variavel ATG Ciclofosfamida Valor-
Spots/250.000cels Spots/250.000cels P
Pré 187.5 175 0,859
D+30 375 162.5 0,527
D+60 87.5 87.5 0,407
D+90 275 100 0,286
D+180 125 150 0,774
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(A) Resposta ao CMV ap6s TMO em pacientes que utilizaram ATG nos dias +30, +60, +90 e +180
pos-transplante; (B) Resposta ao CMV ap6s TMO em pacientes que utilizaram ciclofosfamida nos
dias +30, +60, +90 e +180 pds-transplante.

Figura 20. Resposta ao citomegalovirus

3.5 Desfechos secundarios

3.5.1 Resultados clinicos do transplante

Com relagdo aos resultados do transplante, 19/20 (95%) dos
pacientes no Grupo ATG apresentaram enxertia neutrofilica, em mediana de 12 dias,
enquanto no Grupo Ciclofosfamida, todos os pacientes apresentaram enxertia, com
mediana de 16 dias (p=0,0001). Com relacdo a enxertia plaquetaria, 18/20 (90%) dos
pacientes no Grupo ATG apresentaram enxertia, em mediana de 14 dias e 15/16

(93,75%) do Grupo Ciclofosfamida, com mediana de 23 dias.
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Com relacéo ao tempo da internacdo do transplante, a mediana no
Grupo ATG foi de 33 dias e no Grupo Ciclofosfamida foi de 33,5 dias (p=0,26). No Grupo
ATG 14/20 (70%) dos casos apresentaram mucosite graus Ill ou 1V, 1 (5%) apresentou
microangiopatia trombadtica (MAT), 1 (5%), SLC grau | apés infusdo e 1 (5%) sindrome
de obstrucdo sinusoidal grave, enquanto no Grupo Ciclofosfamida, 12/16 (75%)
apresentaram mucosite graus lll e IV, 3/16 (18,75%) SLC grau |, 1 (6,25%) sindrome de
obstrucao sinusoidal e 1 (6,25%) MAT.

3.5.2 Doencga do enxerto contra hospedeiro

Em 180 dias pos-transplante, entre os pacientes do Grupo ATG 40%
apresentaram DECH agudo graus Il a IV em mediana de 64 dias pos-transplante
comparado a 25%, com mediana de 51 dias pos-transplante do Grupo Ciclofosfamida
(p=0,26) (Figura 21). Auséncia de significancia estatistica pode ser explicada pelo

namero de casos, com aumento de casos, o resultado pode ser significativo.
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DECH agudo graus Il a IV em pacientes que utilizaram
ATG (linha azul) ou ciclofosfamida (linha laranja).

Figura 21. Doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda
graus Il a IV

Com relacdo a DECH aguda graus Il e IV, em 180 dias pés-
transplante 20% dos pacientes do Grupo ATG e 13% dos pacientes do Grupo

Ciclofosfamida apresentaram essa complicacéo (p=0,56) (Figura 22).



59

S p=0.56
— ATG
& PTCy
Q@
>
] [{o]
= o 7
o
< < _
) o
@
N
al
o | _[0
o

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Years

DECH aguda graus Il e IV em pacientes que utilizaram ATG (linha
azul) ou ciclofosfamida (linha laranja).

Figura 22. Doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda graus Il
alv

Com relacéo a DECH crénica, em 3 anos, ocorreu em 31% do Grupo
ATG, sendo 4 pacientes com DECH extenso, incluindo envolvimento pulmonar e
hepético, ja no Grupo Ciclofosfamida, 19% dos pacientes apresentou DECH crénica
(p=0,19) (Figura 23).
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Figura 23. Doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica

3.5.3 Mortalidade nédo relacionada a recaida

Com relacdo aos desfechos de sobrevida, no Grupo ATG, 4 pacientes
apresentaram mortalidade relacionada ao transplante, sendo 1 paciente por insuficiéncia
respiratéria secundéaria a quadro infeccioso, 1 paciente por choque séptico antes da
enxertia neutrofilica e 2 casos de ébito secundario a infeccdo por COVID-19 (31% em 3
anos), enquanto no Grupo Ciclofosfamida, houve 2 mortes relacionadas ao transplante
(1 por choque séptico secundario a falha de enxertia secundaria e 1 por DECH aguda de
trato gastrointestinal) (13% em 3 anos) (p=0,30) (Figura 24).
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Figura 24. Mortalidade relacionada ao transplante

3.5.4 Mortalidade relacionada a recaida

No periodo analisado, no Grupo ATG, houve 5 mortes relacionadas a
recaida da doenca de base (25%), enquanto, no Grupo Ciclofosfamida, houve 2 mortes

relacionadas a recaida (12,5%) (Figura 25).
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Figura 25. Mortalidade relacionada a recaida

3.5.5 Sobrevida global

Com relacéo a sobrevida global, ndo houve diferenca entre o grupo
gue recebeu ciclofosfamida ou ATG, sendo de 59% no Grupo ATG e 74% no Grupo
Ciclofosfamida, no periodo analisado (follow-up mediano de 3,25 anos) (p=0,4) (Figura
26).
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Figura 26. Sobrevida global

3.5.6 Reativacao viral

3.5.6.1 Citomegalovirus

A reativacao viral mais frequente foi o CMV, que ocorreu em 70% do
Grupo ATG, em mediana de 33,5 dias e 75% do Grupo Ciclofosfamida (p=0,98), em
mediana de 34 dias para primeira reativacao (Figura 27), em 180 dias pés-transplante.
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Figura 27. Reativagdo de citomegalovirus

N&do houve diferenca entre os grupos com relacdo a carga viral
maxima de CMV durante a reativacao, que foi mediana de 959UI/mL no Grupo ATG e
932UI/mL no Grupo da Ciclofosfamida (p=0,81).

Foi realizada avaliagdo de sobrevida global e reativacdo de CMV
como covariavel tempo dependente, sendo que, na presente populacéo, reativacao de
CMV néo teve impacto em sobrevida global HR 1,17 (0,24-5,82) (p=0,85).

Segunda reativacdo de CMV ocorreu em 4/20 pacientes do Grupo
ATG (20%), em mediana de 106 dias pdOs-transplante, com mediana de carga viral
maxima de 858Ul/mL e em 1/16 (6%) do Grupo Ciclofosfamida, em 123 dias pés-
transplante, com carga maxima de 200Ul/mL. Nenhum paciente do Grupo ATG
apresentou doencga causada pelo CMV, enquanto 3 pacientes do Grupo Ciclofosfamida

apresentaram (cistite, acometimento pulmonar e medular).

3.5.6.2 Reativacédo de outros virus

Com relagéo a outras reativagdes virais, no Grupo ATG, a segunda

reativacao mais frequente foi o EBV, que ocorreu em 7/20 (35%), em mediana de 60 dias
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pos-transplante, porém apenas 1 paciente apresentou necessidade de tratamento, que
foi realizado com rituximabe, os demais pacientes apresentaram carga viral baixa, sem
necessidade de tratamento especifico. Com relacéo a cistite hemorragica por BK virus,
essa ocorreu em apenas 1/20 paciente (5%) em 31 dias pds-transplante, 2 pacientes
(10%) apresentaram infeccdo por adenovirus, sendo que 1 deles apresentou cistite e
viremia em 48 dias pds-transplante e o outro apresentou viremia, cistite e acometimento
pulmonar, com 21 dias pos-transplante.

JA& no Grupo Ciclofosfamida, 3/16 (18,7%) dos pacientes
apresentaram cistite hemorragica por BK virus, que ocorreu em mediana de 36 dias pés-
transplante, 1 paciente apresentou viremia por adenovirus, que ocorreu 47 dias pés-

transplante e nenhum paciente apresentou viremia relacionada ao EBV.

3.5.7 Andlise de desfechos clinicos com relagdo a reconstituicdo imune

Foram avaliados possiveis fatores de risco e protecdo entre dados
clinicos e dados de reconstituicdo imune para os desfechos clinicos de sobrevida global,
reativacdo de CMV até D+100, DECH aguda graus II-IV e llI-IV até D+100 e d DECH
cronica.

Com relacdo a sobrevida global, nos fatores pré-transplante
avaliados, performance status avaliado por Karnofsky de 90 ou 100 foi fator protetor para
maior sobrevida (HR 0,3 IC 95% 0,1-0,96, p=0,042). No D+30, maior nimero absoluto
de CD4* de transicao foi relacionado a pior sobrevida (HR 1,01 IC 95% 1,01-1,04
p=0,0083).

Com relacdo a DECH aguda graus lI-IV, no D+60, a contagem de
células CD4* naive (HR 1,04 IC 95% 1-1,09 p=0,047), CD4* de transicédo (HR 1,04 IC
95% 1,01-1,07 p=0,012) e CD8* naive (HR 1 IC 95% 1-1,01 p=0,026) foram fatores de
risco.

Com relagdo a DECH hospedeiro crénica, no D+180 pos-transplante,
maior quantidade de células CD4* de memoria (HR 1,01 IC 95% 1-1,02 p=0,014) foi fator
de risco.

N&o foram encontrados fatores de risco e protecdo com relacao aos

dados de reconstituicdo imune no D+30, D+60 e D+90 para reativagdo de CMV.



66

4 DISCUSSAO

No presente estudo, em uma populacdo em que todos 0s pacientes
apresentavam diagnostico onco-hematologico e todos foram submetidos a transplante
alogénico com doador ndo aparentado, foram comparadas, prospectivamente, 2 formas
diferentes de imunossupresséao pos-transplante (ATG ou ciclofosfamida pos-transplante)
com relacdo a reconstituicdo imune pés-transplante e desfechos clinicos do transplante.

Quando comparados os 2 tipos de tratamento, alguns fatores
relevantes com relacdo a reconstituicdo imune foram encontrados: precocemente pés-
transplante, no D+30, no Grupo ATG, quando comparado ao Grupo Ciclofosfamida,
houve maior nimero de linfécitos T, B e NK, além de células NK CD56"d", CD56%™ e
CD56"¢9, CD16P°, NKG2Dr°s. Porém, no D+180, ocorreu uma inversdo, com maior
namero no Grupo Ciclofosfamida. No D+60 e no D+90, no Grupo ATG, houve maior
nimero de células CD569™ quando comparado ao Grupo Ciclofosfamida, ja no D+180,
ndo houve diferenca entre os grupos com relagdo a linfocitos NK CD569™ ou CD56"9",
porém, no Grupo Ciclofosfamida, houve maior nimero de células CD56"9, CD16P°s,
NKG2DPos, Além disso, encontramos uma populacao de linfécitos T duplo positivos CD4
e CD8, com predominio no Grupo Ciclofosfamida no D+180. Em ambos os grupos, 0s
linfécitos T CD4*, em todos os momentos avaliados, eram predominantemente células
de memodria, enquanto os linfécitos T CD8* eram predominantemente de memdéria no
D+30 e D+60. No D+90, entre os linfocitos T CD8*, houve predominio de linfocitos de
transicdo, enquanto no D+180 ja observamos predominio de linfécitos T CD8* naive em
ambos 0s grupos.

Rambaldi et al.’® avaliaram reconstituicdo imune em pacientes
submetidos a transplante haploidéntico com ciclofosfamida pos-transplante ou
transplante compativel com profilaxia classica e descreveu reconstituicdo mais tardia de
linfécitos T, com reducéo expressiva de linfocitos T naive e atrasada e reducéo de células
NK, além disso, esse autor encontrou no transplante haploidéntico, expanséo
preferencial de células NK imaturas CD56"9"CD16 quando comparado a profilaxia
classica de imunossupressao.

Linfocitos NK CD56", predominantes nos 6rgdos linfoides
secundarios, derivam principalmente de célula progenitora hematopoiética CD34 e,

aparentemente, ddo origem aos linfécitos CD569™, visto que usualmente aparecem
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antes dos linfocitos CD56%™ pos-transplante de medula 6ssea. Células NK CD56" séo
as principais produtoras de citocinas, enquanto CD569™ sdo responsaveis por atividade
citolitica e morte de células alvo, com rapida inducdo de respostas inflamatorias,
recrutamento de outras células de defesa e moldagem de resposta imune adaptativa.(1°3)
Em individuos saudaveis, as células NK CD56" sdo adaptadas para produzir citocinas,
particularmente interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF), enquanto as
células NK CD564™ s&o enriquecidas para perforina e granzimas e, portanto, adaptadas
para citotoxicidade.(1°4

No contexto de transplante alogénico, as células NK sdo a primeira
populacdo de linfocitos derivados de doadores a se reconstituir numericamente. Os
nameros normais de células NK sdo geralmente observados no primeiro més apds o
transplante, independentemente da fonte do enxerto. (105

Acredita-se que células NK em reconstituicdo sdo derivadas
principalmente da diferenciacdo e maturacdo de células progenitoras, ao invés da
expansao de células NK maduras dentro do enxerto, visto que a reconstituicdo de células
NK é amplamente independente do tipo de enxerto e seu contetido de células NK@%) e
as células NK de reconstituicio precoce tém um fendtipo CD56P9" imaturo,
representando 40-50% das células NK nos primeiros meses, enquanto representam
cerca de 5-10% nos adultos sadios e s6 adquirem o fenétipo NK predominantemente
CD56%™ apés varios meses,19) porém, a expanséo in vivo de células NK transferidas do
doador também pode contribuir, visto que um estudo que comparou reconstituicdo NK
entre transplante haploidéntico com deplecdo CD3/CD19" e selecao positiva de CD34,
encontrou melhor reconstituicdo NK na primeira situacdo, a qual continha no enxerto 3
logs a mais de NK maduras.1%) No contexto de transplante haploidéntico com selegédo
positiva de CD34, sem imunossupressao adicional pés-transplante, um estudo que
avaliou 10 casos demonstrou que as células NK apresentavam fenotipo imaturo, sendo
que a subpopulacdo CD3-CD56™ era pequena e disfuncional, com potencial impacto
nos desfechos do transplante.*® No presente estudo, encontramos populacdo com
menor nimero de células NK CD569™ no Grupo Ciclofosfamida, quando comparado ao
Grupo ATG, até D+90 pdés-transplante.

Estudo prospectivo que avaliou 439 pacientes adultos submetidos a
transplante alogénico encontrou, em analise multivariada, que contagem de células NK
CD56"9" em 3 meses poés-transplante estava significantemente mais elevada quando

utilizado condicionamento mieloablativo do que no regime de intensidade reduzida. Além



68

disso, maior contagem de células NK se relacionou a menor risco de DECH cronica. 110

Apés o TCTH alogénico, entretanto, ha uma dissociacdo entre a
recuperacao da producao de citocinas e a funcgio citotdxica. 1Y) Apesar da alta proporgdo
de células NK CD569" nos primeiros 6 meses apds o transplante, a producéo de IFN-
Yy € mais prejudicada do que a degranulagéo de células NK e citotoxicidade.™Y Em um
estudo comparando o transplante HLA-compativel repleto em células T com
imunossupressao versus transplante haploidéntico depletado em células T sem
imunossupressao, a secrecado e a degranulacdo de IFN-y foi reduzido no transplante
depletado em células T.1D Outro estudo, ndo aparentado, em que funcdo de células NK
foi avaliada no dia 100 pos-transplante com medula 6ssea hdo manipulada ou depletada
em células T, as células NK expressaram menos KIRs e produziram mais IFN-y apés
transplante ndo manipulado.(12

Da mesma forma, em um estudo comparando transplante
parcialmente depletado em células T versus transplante extensamente depletado em
células T, ambos sem imunossupressores pés-transplante, as células NK reconstituidas
no grupo com deplecdo extensa de células T apresentaram propor¢cdes mais altas de
células NK CD56" e NKG2A* imaturas e citotoxicidade diminuida.(1°7:109 Entretanto, é
dificil diferenciar a acdo da imunossupressao pdés-transplante de outros fatores que
podem influenciar a reconstituicdo de células NK, a ciclosporina, por exemplo, parece
suprimir proliferacdo NK in vitro, especialmente CD569™, levando a aumento relativo de
CD56hi_(113)

Além disso, outro estudo avaliou, em 58 pacientes submetidos a
transplante alogénico de medula éssea, a reconstituicdo de células NK e sua producao
citotoxica no controle da infeccdo por CMV e encontrou que o grupo com doenca por
CMV apresentava atraso na recuperacdo de células NK CD569™, além de reducéo na
funcdo NK, quando comparado ao grupo com reativacdo de CMV, mas sem doenca,
sugerindo que maturacdo NK contribui para protecdo contra CMV. (14

No presente estudo, identificamos populacdo de células NK CD45P°s,
CD3"™9, CD11b"9, CD14"9, CD19me9, CD56"€9, CD16P°, NKG2DrPes, As células NK
humanas sdo geralmente definidas como linfocitos CD3'CD56*. No entanto, uma
populacdo de linfocitos CD56°CD16* (CD56"9) que exibe associacdo com marcadores
NK se expande durante infec¢des virais cronicas, como HIV-1 e HCV, e em infec¢bes
por herpesvirus. Muitas questbes permanecem sobre a origem, desenvolvimento,

fendtipo e funcdo da populacéo de células NK CD56"9. Uma metanalise que avaliou 757
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individuos, de um total de 28 estudos encontrou que essas ceélulas CD56"9 constitui
5,67% das células NK em sangue periférico saudavel, enquanto a infeccao pelo HIV-1
aumenta essa populagdo para 10,69%, sem evidéncia de exaustdo aumentada ou
proliferacédo diminuida dentro do subgrupo CD56"9.(115)

Com relacéo aos subtipos de linfécitos T, foi evidenciado aumento de
linfécitos T CD8*, com inversao da relacdo CD4/CD8. Os linfocitos T CD4*, em todos os
momentos avaliados e CD8", no D+30, eram representados, fenotipicamente, em sua
maioria, por linfécitos de memoaria, conforme descrito previamente em pacientes que
receberam imunossupressdo com ciclofosfamida pdés-transplante,(”® enquanto
observamos, nos 2 grupos, aumento de linfécitos T CD8* naive e transicdo a partir do
D+60, sendo que no D+180 foi observado predominio de linfécitos T CD8* naive em
ambos os grupos, ainda com baixas contagens de linfocitos T CD4* naive e transigéo,
comparados aos linfocitos T CD4* de memdéria, demonstrando a reconstituicdo lenta de
linfécitos T CD4+.5253) Kanakry et al. também descreveram que a reconstituicdo de
linfécitos CD4* e CD8* foi primariamente de células efetoras de memadria (CD45RA"
CCRT7") e com diferenciacdo terminal (CD45RA*CCR7") em pacientes submetidos a
transplante com ciclofosfamida pés-transplante.(’3 Sabe-se que a primeira “onda” de
linfécitos T apOs transplante compreende células T do doador que se submete a
proliferacdo induzida por linfopenia e aloativacao, resultando em células T policlonais
com repertério de receptores T restrito e limitada especificidade antigénica ou com
alorreatividade, causando DECH. A reconstituicdo completa de linfécitos T, com
diversidade de TCR, requer regeneracao timica e desenvolvimento enddégeno de
linfécitos T, tornando essa reconstituicéo lenta.®"

Entre os linfécitos T, no Grupo Ciclofosfamida, encontramos maior
porcentagem de linfocitos T duplo positivos TCD4*CD8* no D+180, propor¢des maiores
do que aquelas encontradas no transplante com ATG, o que pode estar relacionado com
desenvolvimento de linfécitos T pés-transplante. O desenvolvimento de células T se
inicia de progenitores de células T, os quais se originam de progenitores linfoides da
medula 0ssea, migram para o timo e progridem através de passos bem caracterizados.
Timécitos vao de estagios CD4 e CD8 duplo negativos e duplo positivos para formas
CD4*CD8 ou CD4CD8*.%"

Alhaj Hussen et al.(1®) observaram o desenvolvimento de linfécitos T
duplo positivo durante DECH xenogénico e que essa populacéo € proveniente de células

T CD8, com fenétipo regulador caracterizada por altos niveis de IL-10 e IL-13, baixos
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niveis de IFN-y e alta expressdo de PD-1, porém ndo encontraram associagdo desses
linfécitos com receptores de transplante alogénico com DECH ativa quando biopsias de
sangue, duodeno ou retal foram analisados.

Hess et al.®1? identificaram, em um estudo observacional com 35
pacientes, todos submetidos ao protocolo de imunossupressao com ciclofosfamida pos-
transplante, cinco biomarcadores preditivos de DECH, incluindo populacdo de CD4/CD8
duplo positivo. Em um modelo xenogénico, ou autores identificaram essa populacéo
como transcricionalmente, metabolicamente e funcionalmente distintos de células T
positivas simples CD4 e CD8, demonstrando ser células T CD8 cronicamente ativadas,
altamente inflamatorios, secretando IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-17A, IL-22, granzima e
perforina, que ganham as fungbes efetoras da linhagem CD4, estando diretamente
implicada na patogénese da DECH e ao diagndstico futuro de DECH. Como todos os
pacientes desse estudo receberam ciclofosfamida pos-transplante, € incerto se o valor
preditivo de DECH valeria também ao protocolo classico de imunossupresséo, mas em
nosso trabalho, esses linfocitos foram mais frequentes na populacéo duplo positiva.

Com relacdo a andlise de resposta CMV-especifica, nao foi
encontrada diferenca com significancia estatistica entre os grupos avaliados, assim
como nado foi encontrada diferenca de reativacdo de CMV entre os 2 grupos de
tratamento. No D+60, em ambos os grupos de tratamento, o numero de “spots”
identificados na placa de ELISpot/ 250.000 células estava abaixo de 100 spots (mediana
de 87,5 spots em ambos os grupos). Estudo publicado por Nesher et al.,®® avaliou
prospectivamente 63 pacientes CMV positivos submetidos a transplante alogénico de
medula 6ssea e identificou corte de 100 spots por 250.000 células como fator de protecdo
a infeccdo por CMV, na auséncia de DECH ou uso de corticoide sistémico, sendo que
essa resposta no ELISpot foi o Unico fator protetor em andlise multivariada do estudo,
demonstrando o maior risco de infeccdo por CMV em ambos os grupos estudados no
presente estudo, nessa fase de transplante.

Com relagdo aos desfechos clinicos, foi observado que, com ambas
as formas de imunossupressao houve altas taxas de enxertia neutrofilica (95% do Grupo
ATG e 100% do Grupo Ciclofosfamida), porém a enxertia neutrofilica foi mais precoce
com ATG (mediana de 12 dias), comparado a ciclofosfamida (mediana de 16 dias), com
diferenca estatisticamente significativa, o que pode ser explicado pela utilizacdo de
guimioterapia pés-infusdo de células hematopoiéticas progenitoras. Atraso na enxertia

em pacientes submetidos a imunossupressdo com uso de ciclofosfamida pés-
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transplante, quando comparado a outros tipos de imunossupressao, ja foi descrito em
outros estudos,18119 como o estudo de Mehta et al., que comparou o uso de
ciclofosfamida ou profilaxia tradicional em pacientes submetidos a transplante com
doador ndo aparentado e o tempo mediana para enxertia neutrofilica foi maior com
ciclofosfamida (18 versus 12 dias) (p<0,001) e plaquetaria de 25 versus 18 dias
(p=0,05).(9)

Com relacdo as toxicidades precoces pos-transplante, ambos os
grupos apresentaram toxicidades semelhantes, com altas taxas de mucosite graus Il e
IV (70% no Grupo ATG e 75% no Grupo Ciclofosfamida). A SLC ocorreu em 1 caso do
Grupo ATG e 3 casos (18,75%) do Grupo Ciclofosfamida, todos com grau |. Essa
incidéncia foi menor do que a encontrada com a utilizagcdo de ciclofosfamida pos-
transplante no contexto de transplante haploidéntico, em que febre de origem nao-
infecciosa ocorre em cerca de 80-90% dos casos, geralmente entre os dias 0 e 6. Essa
febre esta relacionada com mismatch no HLA classe Il e altas doses de linfécitos CD3*
no produto infundido. A SLC graus Il e IV pode estar relacionada com aumento de
mortalidade relacionada ao transplante.("® Outro estudo que comparou uso de ATG e
ciclofosfamida no contexto de transplante ndo aparentado com mismatch, encontrou que
SLC ocorreu em 36% dos casos com uso de ciclofosfamida e 35% com ATG, sendo a
maioria dos casos grau 1 ou 2 (100% com ciclofosfamida e 89% com ATG), sendo que
2 pacientes do Grupo Ciclofosfamida receberam tocilizumabe como tratamento.19)

A MAT associada ao transplante € uma complicacdo vascular
sistémica associada a elevada morbimortalidade, resultante da convergéncia de diversos
fatores de risco, com critérios diagnosticos que incluem aumento de desidrogenase
lactica (DHL), reducao de haptoglobina e presenca de esquizocitos em sangue periférico.
Em nosso estudo, apenas 1 paciente do Grupo Ciclofosfamida apresentou essa
complicagéo, estando de acordo com dados da literatura, em que estudo retrospectivo
com 678 pacientes que receberam ciclofosfamida pds-transplante como esquema de
imunossupresséo e a incidéncia cumulativa de MAT foi de 1,4%.(120 Qutro estudo,
retrospectivo, do CIBMTR, encontrou incidéncia cumulativa em 3 anos de MAT de 3% e
identificou sexo feminino, transplante autélogo prévio, LLA ou anemia aplastica como
diagnéstico de base, doador ndo aparentado ou com mismatch, regime de
condicionamento mieloablativo, imunossupressdo com sirolimus e inibidor de

calcineurina, disfuncéo renal prévia e DECH aguda como fatores de risco.®?)
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Com relacdo aos outros desfechos de transplante, no presente
estudo, ndo foram encontradas diferencas de DECH aguda graus Il a IV ou lll a IV e
DECH crbnico, bem como em sobrevida global e mortalidade relacionada ao transplante
e mortalidade relacionada a recaida. Estudos prévios que avaliaram a ciclofosfamida
pos-transplante no contexto de transplante compativel encontraram menores incidéncias
de DECH agudo graus Il a IV.(?2425)

Alguns estudos recentes compararam, no contexto de transplante nao
aparentado, a utilizacdo de ciclofosfamida pés-transplante e ATG, assim como no
presente estudo. Um estudo publicado por Nykolyszyn et al.*22 em 2020 comparou o
uso de ciclofosfamida pos-transplante, realizado em 22 pacientes, com coorte histérica
de ATG (40 pacientes) em pacientes submetidos a transplante ndo aparentado com
mismatch e, comparado com ATG, o risco de DECH agudo II-IV foi menor com
ciclofosfamida, sem diferenca em DECH croénica, porém com beneficio em mortalidade
ndo relacionada a recaida a favor da ciclofosfamida.(1?? Outro estudo, publicado por
Battipaglia et al.*18) também comparou, em pacientes com leucemia aguda, submetidos
a transplante com doador n&o aparentado com mismatch, (9/10), o uso de ATG versus
ciclofosfamida, utilizando dados de registro da plataforma EBMT. Foram incluidos 93
pacientes que receberam ciclofosfamida, que foram pareados com 179 que receberam
ATG, com menor incidéncia de DECH aguda e maior sobrevida livre de leucemia e
sobrevida livre de recaida e leucemia com uso de ciclofosfamida. Esse estudo
apresentou algumas limitagcdes, como a ndo avaliacdo de complicacGes infecciosas.®18)
Ainda nesse mesmo contexto, Modi et al.(11® compararam, de forma retrospectiva, o uso
de ciclofosfamida pés-transplante (50mg/Kg dias 3 e 4) com ATG (dose 4,5mg/Kg),
ambos associados a MMF e tacrolimus, como profilaxia de DECH em 76 pacientes com
LMA ou SMD que receberam transplante com doador ndo aparentado 7/8. Nesse grupo,
25 pacientes receberam ciclofosfamida e 51 ATG e nao foi encontrada diferenca com
relacdo a sobrevida, recaida, sobrevida livre de recaida, sobrevida livre de DECH e
recaida, porém, ATG foi relacionado a maior incidéncia de DECH aguda e cronica e
mortalidade ndo relacionada a recaida.*?

Com relacdo aos desfechos infecciosos, no presente estudo,
reativacdo de CMV ocorreu em 70% do Grupo ATG e 75% do Grupo Ciclofosfamida
(p=0,98), sem diferenca entre os grupos. Houve 3 casos de doenc¢a por CMV no Grupo
Ciclofosfamida e nenhuma no Grupo ATG. Com relagéao a outras reativacdes virais, no

Grupo ATG, a segunda reativacao mais frequente foi o EBV, que ocorreu em 7/20 (35%),
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engquanto, no Grupo Ciclofosfamida, nenhum paciente apresentou essa complicagao.
Incidéncia semelhante de reativacdo de CMV com ATG no transplante ndo aparentado
ou ciclofosfamida no transplante haploidéntico e maior incidéncia de reativacédo de EBV
no contexto de uso de ATG ja havia sido descrito previamente em trabalho publicado por
nosso grupo em pacientes da populagdo brasileira.®® Os trabalhos que compararam
ATG ou ciclofosfamida no contexto de transplante ndo aparentado com mismatch
também ndo encontraram diferenca com relagéo a reativacdo de CMV entre 0s grupos,
sendo 57% com ATG e 55% com ciclofosfamida na publicacdo de Nykolyszyn et al.(??)
e 20% com ciclofosfamida e 43% com ATG (p=0,07), com mediana de 39 dias com
ciclofosfamida e 29 dias com ATG na publicacdo de Modi et al.1’® Ambos os autores
também encontraram maior incidéncia de EBV associado ao uso de ATG: 43 versus 9%
na publicacdo de Nykolyszyn et al.(?2) e 27 versus 8% na publicacdo de Modi et al.(119
No contexto de infec¢des, outro estudo recente avaliou infec¢cdes bacterianas, virais e
fungicas em 117 pacientes que foram submetidos a transplante com ciclofosfamida pos-
transplante sendo 34% haploidéntico, 19% aparentado, 47% nao aparentado. A
incidéncia, em 18 meses, de infec¢do bacteriana, viral e fungica foi de 56, 69 e 8,7%
respectivamente, sem diferenca por tipo de doador, porém infeccdo por CMV e cistite
hemorragica por BK virus ocorreu com maior frequéncia no Grupo Haploidéntico (58
versus 43% e 30 versus 8% no dia +90, p<0,05).(123

Com relacédo as correlacdes de desfechos clinicos com reconstituicdo
imune, no D+30, maior nimero absoluto de CD4* de transicéo foi relacionado a pior
sobrevida e maior quantidade de células CD4* naive, CD4* de transicdo e CD8* naive
no D+60 foram fatores de risco para DECH aguda e maior quantidade de células CD4*
de memdria no D+180 foi fator de risco para DECH cronica. Na DECH aguda, apés sua
ativagdo, células T de memodria alorreativas causam danos em diferentes tecidos como
trato gastrointestinal, figado, pele, timo por citotoxicidade direta ou mediada por
citocinas, mas ainda ha duvidas se essas células efetoras de memdria presente no
sangue do paciente com DECH sé&o derivadas do enxerto, que se proliferam ao encontrar
0 antigeno ou se sdo diferenciadas de células naive do enxerto.*?*) Alguns estudos
sugerem que ceélulas T naive sdo ainda mais potentes na inducdo de DECH agudo e
podem estar relacionados com formas mais graves, o que pode estar relacionado com o
fato de serem os mais potentes indutores de resposta alorreativa in vitro. Possivel
explicagdo pode estar relacionada ao fato que células T naive apresentam maior

repertério deTCR, maior capacidade proliferativa, resultando em maior potencial para
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reconhecimento de antigenos apresentados pelas células apresentadoras de antigenos
do receptor. Um estudo que avaliou a associacdo de células T CD4* do doador infundidas
com DECH agudo, encontrou que maior quantidade de células T CD4* naive infundidas
estaria relacionada com maior risco de DECH agudo graus II-IV e DECH cr6nico.?® O
maior risco de DECH associado a linfécitos CD4* naive pode explicar pior sobrevida
global encontrada no presente estudo com maior numero de linfécitos T CD4* de
transicao no D+60.

O presente estudo apresenta algumas limitagGes, principalmente
relacionada ao numero de pacientes incluidos nas analises, especialmente com relacéo
a reconstituicdo imune CMV-especifica, visto que nimero consideravel de casos foram
excluidos devido ao baixo niumero de células em ambos os grupos de tratamento, grande
quantidade de testes estatisticos realizados devido a grande quantidade e dados
gerados e a auséncia de ensaios funcionais para melhor avaliacdo de células NK,
entretanto, trata-se de estudo prospectivo, em que foram analisadas, de forma completa,
a reconstituicdo imune dos pacientes utilizando ATG ou ciclofosfamida pds-transplante,
acrescentando informacdes importantes para pratica clinica sobre a utilizagdo dessa

forma inovadora de imunossupressao pos-transplante.
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5 CONCLUSOES

1. Em pacientes com diagndéstico onco-hematologico, submetidos a
transplante alogénico com doador n&o aparentado, utilizando duas formas de
imunossupressao pos-transplante (ATG ou ciclofosfamida pos-transplante), houve uma
expansao inicial de mondcitos e linfécitos NK nos 2 grupos de tratamento. No D+30, no
Grupo ATG, houve maior numero de linfécitos T, linfocitos B e células NK quando
comparado ao Grupo Ciclofosfamida, enquanto no D+180 houve maior niumero de
linfécitos B com ciclofosfamida pds-transplante. Foi observado predominio de linfocitos
T CD8* quando comparado ao linfécito T CD4* desde fases precoces do transplante,
permanecendo até D+180, nos 2 grupos analisados. Observamos uma populacédo de
linfocitos T duplo positivos CD4* e CD8* maior no Grupo da Ciclofosfamida, quando
comparado ao ATG. No pré-transplante havia predominio de linfécitos T CD4* de
memoria e CD8* naive em ambos 0s grupos. Pos-transplante linfocitos T CD4* em todos
0S momentos avaliados e CD8*, no D+30 e D+60, eram representados, fenotipicamente,
em sua maioria, por linfécitos de memoria. No D+90, entre os linfécitos T CD8*, houve
predominio de linfécitos de transi¢édo, enquanto no D+180 j4 observamos predominio de
linfécitos T CD8* naive em ambos 0s grupos, ainda com baixas contagens de linfocitos
T CD4* naive e transicdo, comparados aos linfocitos T CD4* de memodria;

2. Com relacao ao perfil de células NK, no D+30, no Grupo ATG,
quando comparado ao Grupo Ciclofosfamida, houve maior nimero de células NK
CD564Mm CD56Md" e CD56"9, CD16P°s e NKG2DPS. No D+60 e no D+90, no Grupo ATG,
houve maior nimero de células CD569™ e no D+180, no Grupo Ciclofosfamida, houve
maior nimero de células NK CD56"¢9, CD16P° e NKG2DP°s, Nao foi encontrada diferenca
entre 0s grupos com relacao a reconstituicdo imune CMV-especifica;

3. Com relacdo aos desfechos clinicos, altas taxas de enxertia
neutrofilica em ambos os grupos, porém a enxertia neutrofilica foi mais precoce com
ATG, comparado a ciclofosfamida e ndo foram encontradas diferencas com relacdo a
reativacao de CMV, DECH aguda graus Il a IV ou lll a IV e DECH crénico, bem como em
sobrevida global e mortalidade relacionada ao transplante e mortalidade relacionada a

recaida;
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4. Maior numero absoluto de CD4* de transicdo no D+30 foi
relacionado a pior sobrevida, sem diferenca com relacéo a reconstituicdo imune CMV-
especifica;

5. Maior contagem de células CD4"* naive, CD4* de transi¢cdo e CD8*
naive, no D+60, foram fator de risco para DECH aguda graus Il-1V, enquanto maior
guantidade de células CD4* de memoaria no D+180 foi fator de risco para DECH cronica;

6. No presente estudo, ndo foi possivel identificar fator de risco ou
protecéo para reativacdo de CMV e néo foi identificada associagéo entre reativacao de

CMV e reconstituicdo de resposta CMV-especifica ou DECH.
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Abstract

Introduction: Recently, new forms of immunosuppression in allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation have been developed, such as the use of post-transplant
cyclophosphamide, responsible for the success of haploidentical stem cell
transplantation, what has also been used in unrelated transplantation, with promising
results. However, data on immune reconstitution with this type of immunosuppression
have been little studied so far. Immune reconstitution is directly involved with post-
transplant morbidity and mortality, being related to viral reactivations and infections, such
as cytomegalovirus. Purpose: We aim to evaluate global and cytomegalovirus-specific
immune reconstitution after unrelated donor hematopoietic stem cell transplantation,
comparing thymoglobulin or post-transplant cyclophosphamide. Methods: We
prospectively included patients undergoing unrelated donor hematopoietic stem cell
transplantation with thymoglobulin or post-transplant cyclophosphamide. We collected
clinical and demographic data from patients and peripheral blood to perform analysis of
global and cytomegalovirus-specific immune reconstitution on days +30, +60, +90, +180.
Immune reconstitution analyzes were performed by flow cytometry and cytomegalovirus-
specific recovery by Elispot technique. Results: Thirty-six patients were included in this
study, 20 in the Thymoglobuline Group and 16 in the Cyclophosphamide Group.
Regarding clinical outcomes, high rates of neutrophilic engraftment were observed in both
groups, however neutrophilic engraftment was earlier with thymoglobuline (median of 12
days), compared to cyclophosphamide (median of 16 days) (p=0.0001). There was no
difference between the groups in terms of length of hospital stay, cytomegalovirus
reactivation, acute graft vs host disease grades Il to IV or lll to IV, and chronic graft vs
host disease, as well as overall survival and transplant-related mortality and relapse-
related mortality. Regarding immune reconstitution, early post-transplant, at D+30, in the
Thymoglobuline Group, when compared to the Cyclophosphamide Group, there was a
greater number of T, B and NK lymphocytes, in addition to CD56"9", CD56%™ and
CD56"9, CD16P°s, NKG2DP°s NK cells. However, at D+180, there was a greater number
of B lymphocytes in the Cyclophosphamide Group. On D+60 and D+90, in the
Thymoglobuline Group, there was a greater number of NK cells CD56%™ compared to the
Cyclophosphamide Group, while on D+180, in the Cyclophosphamide Group, there were
a greater number of NK cells CD56"9, CD16P°s, NKG2DP°s NK cells. Furthermore, a



population of CD4 and CD8 double-positive T lymphocytes was found, with a
predominance in the Cyclophosphamide Group at D+180. Naive CD4*, transition CD4
and naive CD8" T cells on D+60 were risk factors for acute graft vs host disease grades
[I_IV and a higher CD4* memory cells on D+180 was a risk factor for chronic graft vs host
disease. Conclusions: In the context of unrelated allogeneic transplantation,
immunosuppression with thymoglobuline was related to a greater number of T, B and NK
lymphocytes on D+30, but a lower count of B lymphocytes on D+180, in addition to a
greater number of CD569™ NK lymphocytes in D+60 and D+90. Immunosuppression with
cyclophosphamide was related to a greater population of CD4 and CD8 double positive
T lymphocytes and a greater number of CD56"¢9, CD16P°S, NKG2DP°s NK cells at D+180.
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