FRANCISCO JOSE PENTEADO ARANHA

A INFLUENCIA DO NUMERO DOS MONOCITOS NO
ENXERTO DE MEDULA OSSEA E A FREQUENCIA DA
DOENCA DO ENXERTO-VERSUS-HOSPEDEIRO

CAMPINAS

2002 UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE




FRANCISCO JOSE PENTEADO ARANHA

A INFLUENCIA DOS M ONOCITOS NA DOENCA DO
ENXERTO-VERSUS-HOSPEDEIRO E EVOLU CAO DO
TRANSPLANTE ALOGENICO DE MEDULA OSSEA

Tese de Doutorado apresentada a
Pos-Graduacdo da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtengdo do titulo de
Doutor em Clinica Médica, drea de Clinica
Meédica.

ORIENTADOR: PROFA. DRA. IRENE G. H. LORAND-METZE

CO-ORIENTADOR: PROF.DR. CARMINO ANTONIO DE SOUZ4

CAMPINAS

2002

it



URHDADE o5
HE CHAMADA T

“ g

y £5
TORBO am% FLE
roc {6 - 424 /0

o Iy !

-

Reco L9 il (0
JATA IS i
¥e CPD

R T T Tt v S

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

oy

Art4i

Aranha, Francisco José Penteado
A influéncia dos monécitos na doenca do enxerto versus
hospedeirc e evolugac do transpiante alogénico de medula

ossea / Francisco José Penteado Aranha, — Campinas, 8P ;
[s.n.], 2002.

Orientadora : irene G. H. Lorand-Metze.

Co-orientador: Carmino Anténic de Souza.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Medula 6ssea - Transplante. 2. Mondcitos.
I. Lorand-Metze, lrene G. H. Ii. Souza, Carmino Antdnio de.

Il. Universidade FEstadual de Campinas. Faculdade de
Ciéncias Médicas. li. Titulo.




Banca Examinadora da Defesa de Tese de Doutorado

Orientador(a): Profa. Dra. Irene Lorand Metze ﬂ@{%

Membros:

1. Prof. Dr. Mércio Luiz Moore Nucci -
<
L
2. Prof. Dr. José Orlando Bordin/”" | NUL‘ &2’ ot ﬁ
3. Profa. Dra Lilian Tereza Lavras Costallat M .

QT (e B0

4. Prof. Dr. Antonio Condino Neto

Curso de Pés-Graduagio em Clinica Médica, drea de concentracio Clinica Médica, da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 19.02.2002

i



DEDICATORIA

Para Zéquita, meu pai, que viu o mundo dar

uma volta de 180°, tudo € possivel meu pai.

Veruca, mie, ausente, sempre presente, me

conduziu para ca.

A Teresa, ajudou-me a achar o eixo da
minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Irene Lorand-Metze, meus sinceros agradecimentos, pela liberdade
que me deu para conduzir esse trabalho, permitindo-me passar tanto tempo estudando e
aprendendo estatistica, e por sua orientag8o, especialmente no momento crucial da

finalizacdio do trabalho, néio me deixando navegar a esmo.

Ao Prof. Cirmino Anténio de Souza, co-orientador dessa tese, meu amigo.
Pesquisador dessa Universidade, que nos trouxe o prazer de eXercermos a nossa profissdo,
médicos, € ndo nos sentirmos como peixes fora do aquério. Aprendi com vocé o valor da
pesquisa clinica, t80 importante ¢ esquecida por muitos, que & encaram como um viés ruim
do cotidiano da Universidade, julgando desprezivel a unifio da pritica médica com a
pesquisa clinica. Vamos mostrar a esses a qualidade do seu, do nosso trabalho e sua valiosa

contribui¢io 4 academia. O futuro julgara.

Ao Prof. Fernando Ferreira Costa, pelas conversas médicas, pessoais, durante

os ambulatérios de terca feira, momentos que, para mim, sdo privilegiados.

Afonso, capitulo a parte, mais que um colega, mais que um amigo, um irméao.
Nio tenho, ndo conheco palavras que fariam jus a um agradecimento, pela ajuda
inestimavel na realizaciio desse trabalho, nas discussGes, eternas e polémicas. Pelo prazer
da troca diaria, mesmo nos momentos mais dificeis, nunca perdemos o humor e respeito.

Fntdio a vocé a tnica coisa que posso dizer, sinceramente, obrigado.

Ao Roberto Zulli, pela paciéncia nas horas das davidas, dos ensinamentos de
estatistica, pelo olhar zeloso nos resultados, deixando-me mais seguro quanto aos

resultados obtidos.

Gislaine, inversamente proporcional o meu gostar ao seu metro......, sempre

ajudando, sempre presente, sem nunca cobrar nada, valeu. Vocé é demais, baixinha.

Kdtia, mais distante, mas sempre na ajuda, e um dos pontos importantes dessa

cooperagdo € sua memoria, que memoria.



Elvira, sempre quieta, comendo pela borda, explodindo como pessoa ¢

profissional, € sempre bom té-la ao nosso lado, todos nds crescemos.
Eliana, pela paciéncia da elaboragio dos dados dos pacientes.

Noés do TMO, agradege pelos momentos de briga e de interacfio, nic ha local
para se trabalhar como na nossa unidade de transplante, pelo menos no conhego, sempre
com respeito, sem vaidades. Continuemos dessa maneira, devemos mostrar que trabalho,

carater e diferencas podem coexistir de maneira salutar.

Ah! Ni#io poderia esquecer, embora nfo seja do TMO mas sempre presente,

sempre na torcida. A vocé devo coisas em minha vida que sdo para sempre, né Katinha.
Obrigado.

Marga, minha amiga, foi numa das nossas conversas em casa que descobri que
tinha realizado um bom trabalho. Escrevi e tudo.

Minha velha amiga, sempre Carmen, desde o meu mestrado e agora no exame
de qualificagio, nos momentos profissionais e pessoais sempre presente. Sempre

jimportante e caustica, quem nos vé néo acredita, viva a nossa peculiar relagéo.

Ao novo Hemocentro, André ¢ Mdrcia, que vieram somar a essa casa, t30 bom

saber que podemos dividir o nosso cotidiano aqui ¢ fora, bem vindos.

Aos residentes que estiveram proximos desse trabalho, grandes pessoas,
amigos. Fabiola (sempre boa de cabega), Erick (o traidor adordvel), Fernanda (a mais

bonita dos R3), Daniela (Que Luz!!), Paulo (INSS, a fila).

Arlete, que deixou essa tese com cara de tese, nos aglienta hd anos, sempre

fingindo estar brava, obrigado.

As velhas amigas, de sempre e para sempre, sempre presentes mesmo na

distancia do tempo, estou voltando, para continuarmos a celebracfo das nossas histdrias,

viu Verdnica, Bibia, Heloisa.

vi



Cris, talvez, ndo!l!, é certo, esteja inciuida no Gltimo paragrafo, parte familia, é

tudo para todo o sempre.

A nova familia que adquiri durante a vida (Jeolas), quando escolhida como tal,
as palavras sfio desnecessdrias, a propria escolha ¢ acolhida ja dizem tudo. Beijjos a vocés

todos, malucos adoraveis.

A minha teia de Aranha, saudades, mas ¢ importante ¢ sabermos que sempre
estaremos prontos para tudo, como deve ser uma verdadeira teia. Assim nos foi ensinado

pelos chefes do nosso clé, assim sempre deveremos proceder.

wii



O LADO FATAL

Quando meu amado morreu, ndo pude acreditar.
andei pelo quarto sozinha repefindo baixo:

*N3o acredito, néo acredito.”

Beijei sua boca ainda momna,

acarinhei seu cabelo crespo,

tirei sua pesada alianga de prata com meu nome
& botei no dedo. _

Ficou larga demais, mas Mesmo assim eu uso,

Muita gente veio e se foi,
Oiharam, me abragaram, choraram,
tocos com ar de uma incrédula orfandade.

Aquele de quem hoje falam e escrevem

Ol 30S pouicos vio-se esquecendo)

& muito menos do que este, deiiado em meu coracao,
meu amante & meu menino ainda.

Deus
(ou foi a Morte?) )
golpeou com sua pesada foice
o coragao do meu amado
nao se vé a ferida, mas rasgou o meu tambem).
ie abriu 0s olhos, com ar deslumbrado,
disse bem alto mel nome no quarto do hospital,
e partiu.

Quando se foram {ambém os médicos e suas
maquinas inlteis,

ficamos sos: a Morie (ou foi Deus?)

o meu amado & eu.

Enterrei o rosto na curva do seu ombro

como sempre fazia,

disse as palavras de amor que costumavamos trocar.

O siléncio dele era absoluto; seu coragao emudedida
e 0 meu, varados por essa dourada foice.

Por onde vou deixo o rastro de um sangue denso e
triSte o3 a

gue ndo estancara jamais.

Insensato el estar aqui, e viva.

O rosto dele me contempia

vincado e triste no refrato sobre minha mesa;
em outros, sor <i)ara mim, apaixonado e feliz.
Insensato, isso de sobreviver.

mas ca estou, na aparéncia inteira.

Vou & janela esperando que ele aparega

& me acene com aquele seu gesto largo e generoso,
que ao acordar esteja ao meu lado

e que ao telefone seja sempre a sua voz.

Sei e ndo sei que tudo isso & impossivel,
que a morte € um abismo sem pontes
(a0 menos por algum tempo).

Sobrevivo, mas pela insensatez.

Pensei que estavamos apenas no comego:
a casa mal-e-mal nos alicerces.

Mas provavelmente estava concluida

e eu ndo sabia.

Tinhamos erguido €M NOSS0S PoLCOS anos
as paredes necessanas,

o tethado se inclinava 2o jeifo cerfo,

VI

e havia vidragas nas janelas.

{Eramos fefizes ali dentro

mesmo com as tempestades de fora.)

Tudo se construiu num fapso o curto:

alé a porta de enfrada, por onde ele saju
casuatmente como quem vai comprar jormal.

A porta esta apenas encostada

embora pareca alta, dura, intransponivel:
do lado de 14, © meu amor vé as maravithas
que tanto nos intrigavam nesta vida.

Tanto escrevi sobre a morte
em livros € POemas Nesses anos:
sempre achel que a entendia um pouco.

Mas agora que ela me dilacerou a vida,
me rasgou o peito,

me levou 0 amado,

sinto que mal comego a compreender
sya mensagem:

tirando-o de mim, a morte ¢ devoive
para que seja mais meu.

Dentro de mim um quebra-cabecas, € nele o meu
amado.
Nem Deus o tirard daqui.

G meu amado morrel:

viver sem ele, como dol.

Néo fivemos ﬁihosguntos,

nosso passado foi 8o breve que era sempre presente.
Um dia ele mandou fazer um par de aliangas

de pesada prata, parecendo anfigas;

gravou apenas nOssos nomes, sem data, e disse:
Somos um s desde sempre.”

Ainda ngo acreditel em sua morte,

e talvez isso me salve por enguanto.
Levantar-me da cama cada dia € um ato heréico,
acender o cigarro, atender o teiefone, tomar café.
Mas faco fudo isso:

falo, ando, recebo visitas.

Compro moveis para a casa onde moro sem ele,

imaginando: sera que ele vai gostar?

De algum secrefo lugar me vem a forga
para erguer a xicara, acender 0 cigano,
até somir quando alguém me diz
"Vocé hoje esta com a cara 6tima”,
quando penso se ndo doeria menos
iogar-me de um décimo-primeiro andar.

Amado meu, agora morio,

postado do lado de 13 da fronteira que nos seduzia,
mudo e quedo como se n&o existisses:

et sel que existes,

intensamente, ardentemente existes,

feito e desfeito no fogo de um amor maior que o nosso
mas que hos abrange.

Amado meu, morto agora e para sempre vivo,

has de ter ainda ¢ intenso dihar que me entendia,

as curvas amorosas da boca que chamou meu nome,
as belas, inquietas maocs que ardiam nas minhas.
Ajuda-me agora, silencioso que estas,

a suportar a sobrevida

e a decifrar esse alto, intransponivel muro que me
cerea.



Nunca tivemos filhos juntos, e ele reclamava:
*Nosso amor merecia um fitho ao menos.”

Nossc filho & a minha dor de hoje,

& a fulguragdo que nos deixava tontos,

& o novelo da memdria que teco e refeco
nas minhas insdnias.

Nosso filho & o meu fempo de agora

para falar do meu amado:

da sua f0§a e sua fragilidade,

da sua indignagac e seus prantos,

da gua necessidade de ser amado e aceiio
como finaimente deve estar sendo, por inteiro,
na realizagéo de todos 0s seus vaslos desejos.

O meu amor enveredou por sua morte
como quem vai a um encontro de amor.
impaciente. .

Deixou-me este coragao golpeado,

esta defrota.

Mas tambem ficou a claridade desses anos
e a sensagdo de que ele finalmente

vive ¢ enconfro de amor

que foda a devogao de minha vida néo the poderia dar.

{Um dia, celebraremos juntos.}

Se me tivessem amputado bragos e pemas
e furado o coragao com frias facas
e cegado meus othos com ganchos
e é.z?oiado aminha pele como a de um podre bicho
- nada doeria mais

ue te saber morto, amado mey,

positado o

nesse iremediavel poco de siléncio de onde ndo
respondes.

(A ndio ser em sonho, quando me dlhas
g fuas maos tocam as minhas espaimadas,
abertas, feridas, vazias.)

0 meu amado morreu:

preciso viver sua morte até o fim.

Morreu sem que se instalasse entre nds cansago €
banalidade.

Taivez tenha morrido na medida certa

para nada se desgastar.

Dele me vem a dor, mas também a temura,
a claridade que me permite ver

em fodos os ostos o seu rosto

em todos os vultos 0 seu vulto

e ouvir em odos os siléncios

0 seu inesperado riso de crianga

Estranha a vida: )

fico tangendo meus dias

como ufn rebanho de ovelhas desordenadas
nessa triste e fiia cidade de Porfo Alegre

onde ele gostava de estar

olhando o pdrdo-sol e vendo amigos.

*Morrer & tomar um porre de naoc-desejo”

dizia 0 meu amado, que era um homem desejoso:

desejava a vida, desejava a morte, desejava a justica,

desejava a etemidade e a paz.

Estranha a vida:
quando relejo uma frase sua,

"viver & modular a morte”,
em sangue e dor prepara a minha ida,

Estranho também esse amor,

com hora marcada para a mutitagao
da morte, o minuto acertado,

& 0 fim consultando o relogio

para nos golpear.

Estranho esse amor de agora,

¢om meu amado atras de um espelho bago

onde s vezes penso divisar seu vulto

COMO nuUm agquario.

Enrolado em siléncio,

mais que nunca o meu amor comanda a minha vida,

N&o falem alto comiga:

andem sempre na ponta dos pés.
Princinalmente, ndo me toquem.

Finjam que ndo véem se tenho um jeito absorto,
se nem sempre entendo as perguntas

com a rapidez de antigaments,

se pareco fatigada

& sem graga como nunca ful.

Fagam siléncio ac meu redor,

Nao me interessa nada o cotidiano nem o mistico.
Nao quero discutir o prego do mercado

nem os grandes mistérios da etemidade.

Levo mey amado no peito
COMO quem carrega nos bragos para sempre
uma crianga motta.

Amado meu, que tanto ensinaste
de mim a mim mesma, e do mundo
a quem o conhecia pouco:

quando se desfizer escura a noite desta perda,
quero enxergar pelos teus olhos,

amar atraves do teu amor

as coisas que me restaram.

Amado meu, vivo em mim para sempre,
apesar da ruga a mais
e do olhar mais triste,
devo-te isto:
voitar a amar a vida
£omo agora amas, intelramente,
a fua morte.
Lya Luft

("O Lado Fatal", Edigdes Siciliano, 1938)
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RESUMO
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A influéneia dos mondcitos presentes no enxerto de medula dssea sobre a
doenca do enxerto-versus-hospedeiro nfio tem sido estabelecida em estudos clinicos.
Avaliamos a possivel influéncia dos mondcitos no enxerto de medula Ossea objetivando,
primariamente, analisar a correlacio com a GVHD-A e a GVHD-C e, secundariamente,
com os dados da “pega” do emxerto e sobrevida. Os critérios de elegibilidade dos pacientes
estudados foram: idade <60 anos; com doenga priméria onco-hematolégica ou doenca
hematologica nfo maligna. Os pacientes foram transplantados tendo como fonte a medula
4ssea de doadores aparentados ¢ HLA- completamente compativeis. Os dados relacionados
Quanto 4 composigiio celular do enxerto foram as células CD34+, as subpopulagGes de
linfocitos T, os linfocitos B e os mondcitos. Nés analisamos 83 pacientes condicionados,
principalmente, com bussulfan e ciclofosfamida. A profilaxia da GVHD foi realizada com
ciclosporina e methotrexate. A mediana de dias para a “pega” de granuldcitos = 0,5x10°/ e
de plaquetas >20x10°/1 foi de 20 dias (11-34) e 18,5 dias (10-60), respectivamente.
Na analise univariada nenhum pardmetro estudado foi correlacionado com “pega” mais
rapida do enmxerto. A freqiiéncia de GVHD-A graus II a IV, foi de 12/83 (14,5%).
Na andlise univariada as CNT = 2,31x10%Kg e as células CD14+ 24,78x10°/Kg foram
correlacionadas significativamente com a menor freqiiéncia de GVHD-A (P=0,04 ¢
P=0,02, respectivamente). Além disso, os pacientes com a idade >27 anos e com
disparidade de sexo entre doador e receptor apresentaram maior freqliéncia de GVHD-A
(P=0,03 e P=0,04, respectivamente). Na analise multivariada, tanto as CNT como a idade
mantiveram a significincia em relagio a4 GVHD-A. A probabilidade de apresentar a
GVHD-A quando a idade foi <27 anos e as CNT infundidas <2,31x10%Kg foi de 3,2%.
Um maior risco de GVHD-A (51,5%) foi encontrado quando a idade foi >27 anos e as CNT
>2.31x10%Kg (P=0,01). O nimero de CD14+ mostrou uma interacdo entre essas células e
as CNT (R=0,48 correlagiio de Spearman).

A GVHD-C foi diagnosticada em 31/77 dos pacientes (40%) avaliados.
FEncontramos uma correlacio entre a presenga da GVHD-A com maior risco de GVHD-C
(P<0,01). Ha uma tendéncia de melhor sobrevida nos pacientes que receberam maior
quantidade de células CD34+ (P=0,06). As células CD14+ nio tiveram qualquer impacto

sobre a sobrevida global. Esses dados sugerem que os monécitos podem ter um efeito de
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protegdo, reduzindo a freqli€ncia da doenga do enxerto-versus-hospedeiro aguda no TMO

alogénico.
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HISTORIA DO TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

Historia do transplante de medula dssea

Em 1996 A. R. Perry e D. C. Linch fizeram uma revisiio abrangente sobre a
histéria do transplante de medulia 6ssea (PERRY, 1996).

O interesse pelo transplante de medula dssea (TMO) comegou apés o uso das
armas atdmicas, em 1945, por causa do efeito da jrradiacBio na populagfo. Em 1949,
Jacobson, estudando o efeito da irradiacio letal em ratos, com protecdo esplénica,
descobriu um efeito de protegiio do tecido hematopoético presente no bago, estes animais
apresentararm recuperacéo hematolégica. Em 1952, Lorenz demonstrou que essa protecdo
também poderia ser conferida por infusdo intravenosa da medula Ossea. Nos anos
subseqiientes, vérios pesquisadores descreveram que as células do doador podiam também

repovoar a medula Ossea irradiada.

Em 1959, Thomas e colaboradores relataram um caso de sucesso de enxerto
com a infusdo de medula Ossea singénica. No inicio dos anos 60, foram publicados varios
relatos de tratamento de leucemias agudas com TMO sem sucesso. Outros relataram casos

de sucesso parcial com essa modalidade terapéutica.

As pesquisas iniciais foram realizadas por E. Donnall Thomas ¢ seu grupo em
Nova lorque, com cachorros. Esses autores irradiaram os animais e infundiram medula
4ssea autdloga. Os cies que nfo fizeram o resgate com a medula Ossea autdloga evoluiram
para Obito. Em um céo mostraram a “pega” do enxerto por longo periodo - dois anos - apos

infusio de medula dssea alogénica.

O primeiro problema a ser solucionado era a rejei¢do do enxerto. O conceito de
histocompatibilidade fora introduzido em 1937 por Gorer, ¢ a de rejeigdo de orgdos por
Thomas em 1960. Com os estudos relativos ao TMO, ficou evidente que a irradiagdo ndo
elimina o sistema imunolégico do receptor e os linfocitos residuais podem reconhecer e

rejeitar as células do doador.
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Foi observado o desenvolvimento de uma sindrome secundéria em modelos
animais e depois em seres humanos, que ocorria apos a “pega” do enxerto, caracterizada
por: diarréia, perda de peso, lesOes de pele e necrose hepitica. Em 1962, Thomas acreditou
que se tratasse de uma reagdo do enxerto comtra o hospedeiro. Houve relagdo entre a
gravidade dessa sindrome ¢ a quantidade de tecido linfoide presente no enxerto. Em 1966,
Billingham definiu trés critérios para a presenga da GVHD: o enxerto contém células
imunologicamente competentes, 0s receptores apresentam antigenos reconhecidos como
nfio proprios causando essa sindrome secunddria ac TMO e o receptor € incapaz de
apresentar uma resposta imunoldgica para destruir as células do enxerto
(FERRARA, 1991). Vérias tentativas foram realizadas para diminuir esse efeito do enxerto
contra o hospedeiro, o mais efetivo foi o uso de MTX por um periodo pés TMO, com

melhora da “pega” do enxerto e diminuic&o da freqii€éncia da GVHD.

Até 1966, foram realizados 417 TMO alogénicos e somente trés pacientes

apresentaram “pega’ prolongada do enxerto.

O corte epistemologico no TMO deu-se com a descoberta dos antigenos HLA
do sistema de histocompatibilidade (HL A). O primeiro TMO HLA compativel foi realizado
em 1968 por Thomas. A partir dos anos 70, os TMO foram sempre realizados quando havia
histocompatibilidade entre doador e receptor. Inicia-se o tratamento para a GVHD-A com
esterdides e globulina anti-timocitica. Em 1980, foram introduzidas a imunossupresséo com

CSPA e MTX para profilaxia da GVHD-A, até hoje utilizada.

Os regimes de condicionamento foram o enfoque dos estudos nos anos 70.
Na tentativa de reduzir a toxicidade, alguns introduziram a CY, outros o BU, além da
irradiagiio corporal total. Nessa época, percebeu-se que os methores resultados foram
obtidos com o8 pacientes em remissdo hematoldgica completa. Desde entdo, tornou-se

rotina conseguir determinar a melhor indicagio do procedimento tanto em relagfo & doenga

de base como a escolha dos candidatos.

O transplante com doador nfio aparentado iniciou-se em meados dos anos 70,
com um painel HLA dos doadores voluntarios, executado por Anthony Nolan, no Reino
Unido. Também comegaram a ser realizados os registros do “International Bone Marrow
Transplantation Registry” e do “European Blood and Marrow Transplantation”,

conseguindo uma melhor analise estatistica do TMO e auxiliando nas decisdes clinicas.
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Atualmente conseguiu-se uma diminui¢io da toxicidade relacionada ao
procedimento e isso se deve a uma melhor selecdio dos candidatos, melhora dos testes de

tipagem HL A e de compatibilidade ( PERRY, 1996).

Nos tltimos 50 anos, o TMO vem sendo cada vez mais utilizado como um
tratamento  curativo para varias doencas hematologicas e ndo-hematolégicas.
Virias modalidades foram desenvolvidas durante esses anos, mas permanece ainda, uma
percentagemnt significativa de toxicidade. Além disso, a morbidade e a mortalidade
relaciopadas ao procedimento, como por exemplo a GVHD aguda e cronica, rejeicdo e
recidiva, sdo altamente relevantes. Novos estudos devem continuar a ser realizados para

tentar minimizar esses efeitos nfio desejados e, portanto, alcancarem melhores resultados.

Assim, mais pacientes poderfio se beneficiar desse procedimento.

Doenca do enxerto-versus-hospedeiro Aguda
- Definiciic e causa
Ha 60 anos, as células imunocompetentes foram reconhecidas por Gowans

como pequenos linfocitos. Atualmente, sabemos que esses linfécitos sfio células T
presentes na medula 0ssea (FERRARA, 1991).

A GVHD foi primeiramente notada em ratos irradiados que receberam infusfio
de células alogénicas do bago normal. Quando se recuperavam da aplasia, morriam de uma
doenca secunddria caracterizada por um quadro de diarréia, perda de peso, alterages da

pele, alteragdes hepaticas, reconhecido posteriormente como GVHD (FERRARA, 1991).

Billingham, em 1966, formulou o que seria necessédrio para o desenvolvimento
da GVHD:

+ O enxerto deve conter células imunocompetentes.
+ O receptor deve expressar antigenos teciduais diversos do doador.

¢ O receptor € incapaz de apresentar uma resposta imunolégica para destruir as
células do enxerto.

¢ Inapropriado reconhecimento dos antigenos proprios do receptor, um

processo auto-imune {(FERRARA, 1996).
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A GVHD aguda, ocorre nos primeiros 100 dias apés o TMO, principalmente
entre o 20° e 40° dias, com prevaléncia entre 30% e 60% dependendo do grau de
histocompatibilidade entre doador e receptor, tipo de doador (aparentado ou ndo),
quantidade das células T no enxerto, idade do paciente, doador e receptor de sexos
diferentes, gravidez anterior ¢ regime profilatico (FERRARA, 1991; WEISDORF, 1991;
NASH, 1992; ARAI, 2000). Os orgéios alvos preferenciais sfio 2 pele, o intestino € o figado.
As lesdes histologicas sfo localizadas nos tecidos epiteliais dos oOrglos alvos
(FERRARA, 1991; ARAJ, 2000).

Os sintomas clinicos incluem um quadro de dermatite, rash cutdneo
maculopapular e eritematoso, que pode evoluir para um quadro de eritrodermia bolhosa e
descamaco. Na forma bepdtica observa-se ictericia, aumento das transaminases e da
fosfatase alcalina. O acometimento do TGI ¢ semelhante a uma gastroenterite, com diarréia,

dor abdominal e quadro clinico de ileo paralitico. Fregiientemente héd combinagfio dessas
formas de GVHD-A (ARAI 2000).

Fisiopatologia da GVHD-A

A identidade imunolégica de um individuo € expressa por algumas proteinas da
superficie celular, codificada pelo complexo de histocompatibilidade maior (HCM).
As proteinas HCM sio denominadas nos humanos como HLA. Os antigenos HLA e os nio
HLA, esses designados como antigenos menores, s expressos nos tecidos e transferidos
do doador para o receptor no TMO, e sfio essenciais para ativacdo dos linfocitos T do
doador e do receptor (PERREAULT, 1990; FERRARA, 1991). Os antigenos HLA podem
causar duas reagdes imunolégicas: uma na diregfo do hospedeiro versus enxerto, resultando
em um quadro de rejei¢do do enxerto; outra, do enxerto versus hospedeiro, causando um
quadro de GVHD. As diferengas dos antigenos entre doador ¢ receptor sdo um dos fatores
mais importantes para indu¢o da GVHD (FERRARA, 1991; MURPHY, 1991;
WEISDORF, 1991; ANTIN, 1992).
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As células T do doador sdo importantes na inducio da GVHD-A. A retirada dos
linfocitos do enxerto previne o seu aparecimento mas, em contrapartida, aumenta a

presenga de recidiva leucémica (FERRARA, 1991; BAKER, 1995; HILL, 2000).

Dois modelos de secregdo de citocinas polarizadas pelos linfocitos T
auxiliadores (*“T helper - Th) foram descritos , Thl ¢ Th2. Essa denominagdo, Thl e Th2,
tem sido empregada para qualquer resposta imunolégica influenciada pelo IEN e IL-4,
relacionada & resposta imunoiégica celular ou humoral, respectivamente. A resposta Thl ¢
caracterizada pela secrecdo de IL-2, IFN-y, TNF-B, durante uma reagdo de
hipersensibilidade tardia, e responsavel pela imunidade celular adaptativa e da resposta
imunolégica inata (ou natural). A resposta do tipo Th2 € caracterizada pela secreciio das
citocinas 1L-4, IL-5 e I1.-6, que promovem a proliferacfo dos linfocitos B e producfo de
anticorpos, principalmente IgE e IgG; e € responsivel pela imunidade humoral
Essas células apresentam uma regulac@io cruzada, um tipo de célula regula o outro tipo de
célula e mecanismo de regulaciio da resposta imunolégica. Por exemplo, a IL-4 inibe a
proliferagdo da célula Thl e o IFNy inibe a proliferacio da célula Th2 (Del PRETE, 1991,
ABBAS, 1966; MOSMANN, 1986). As células Thl tém importante papel na fisiopatologia
da GVHD-A, a “tempestade” de citocinas na GVHD-A € causada por estas células
(ANTIN, 1992; HILL, 2000). NIKOLIC et al. (2000), contrariando outros estudos,
acreditam no envolvimento tanto das células Thl como Th2 na fisiopatologia da GVHD-A.

A resposta Th2 estaria relacionada com a GVHD de pele ¢ figado; as células com resposta
Thl com GVHD do TGI.
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Figura 1: Esquema das células Thl e Th2

A GVHD-A pode ocorrer sem a presenga das vias citotoxicas dos linfocitos T, €
no paradigma da patofisiologia da GVHD-A que ¢ a polarizacio das células Thl/Th2, foi
reconsiderada. Atualmente, sugere-se que a presenga do TGI é um fator importante para a
patofisiologia da GVHD-A, causa a amplificagio da doenga sistémica, os LPS ou

endotoxina ¢ um constituinte da flora intestinal ¢ importante na fisiopatologia do GVHD
(BAKER, 1995; BAKER, 1996 HILL, 2000).

A patofisiclogia da GVHD-A pode ser dividida em 3 fases baseadas nos
estudos de FERRARA,1991 e ANTIN, 1992:
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1° fase — Apresentagfio do antigeno. O regime de condicionamento causa dano e

ativacgio do tecido do hospedeiro com liberagdio de citocinas inflamatérias, TNFa e IL-1,
com aumento da expressio dos antigenos MHC e das moléculas de adesfio nas células
apresentadoras de antigenos. H4 ainda um reconhecimento pelas células T do doador dos
antigenos do MHC e dos antigenos de histocompatibilidade menores (HILL, 2000).
As células efetoras reconhecem os antigenos através de receptores especificos localizados
na superficie celular e associados ao complexo do receptor das células T-CD3. Os linfocitos
T CD4+ reconhecem os antigenos do MHC classe II e os linfécitos T CD8+ reconhecem os

antigenos do MHC classe I (FERRARA, 1991; ANTIN,1992; MURPHY, 1991;
TOWNSEND, 1996; HILL, 2000).

2° fase — Ativaciio das células T do doador. Caracterizada pela proliferagfo das

células T CD4" do tipo Thi, com secregiio de IL-2, TNFy. Essas citocinas estimulam a
proliferagio das células que as secretam (efeito autocrino), ¢ ha expanséo das células T, dos
LTC e das células NK. Além disso, estimulam a proliferagdo de outras células, os fagocitos
mononucleares, que secretam IL-1 e TNFa (efeito pacracrino) (FERRARA, 1991; ANTIN,
1992; MURPHY, 1997; HILL, 2000; MURPHY, 2001).

3° fase — Funcfio efetora dos fagdcitos mononucleares. Os fagocitos

mononucleares sdo também estimulados pelos lipopolissacarideos. O dano da mucosa
intestinal, pela atividade das células efetoras citoliticas, permite que os LPS entrem na
circulagiio sanguinea, estimulando a produgfio de citocinas pelos linfocitos e macrofagos
associados ao TGI, pelos queratindcitos, pelos fibroblastos e pelos macréfagos na pele.
Dessa maneira, ha uma amplificagio da resposta inflamatoria local, e os LTC e células NK
causam injtiria tecidual local (MURPHY, 1991; HILL, 2000).

H3 um sistema de retroalimentacfio desse fendmeno. Com a destruigfio local do
TGI, h4 um aumento da liberagdo de LPS, que estimula a produciio de citocinas e, dessa

maneira, aumenta a lesdo tecidual no TGI, causando uma tempestade de citocinas

caracteristica da GVHD-A (HILL, 2000).

A fase eferente é menos compreendida. A liberagfio sistémica de citocinas €
responsével pela morbidade e mortalidade relacionada & GVHD-A. A participagdo nas

lesdes dos 6rgdos alvos ¢ incerta. Ha duas explicagdes para esse fato: 1- a infusdo de TNF-
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o e I[L-1 nio leva a uma infiltracde lHnfomononuclear nos drgéos alvos, 2- ndo ha
toxicidade relacionada & GVHD em outros Orgaos, como por exemplo nos rins, pulmoes e

sistema nervoso central (HILL, 2000).

Acredita-se que a funglo citolitica dos linfocitos T estimulados  por
aloantigenos nos tecidos do receptor cause diretamente danos teciduais e os LPS atue como
adjuvante na exposicdo dos antigenos teciduais. Outra possibilidade € a exposigio de neo-
antigenos teciduais que sdo expressos nos Orgdos alvos em conseqiiéncia do processo
‘nflamatorio, e que os linfocitos T citotdxicos sejam estimulados por esses antigenos.

(FERRARA, 1991; HILL, 2000).
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Figura 2: Esquema da fisiopatologia da GVHD-A, fase aferente e eferente
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Doenca do enxerto-versus-hospedeiro cronica

A GVHD-C ocorre em aproximadamente 60% a 80% dos pacientes submetidos
a2 um TMO alogénico aparentado ou nfo, com sobrevida maior que 100 dias
(RATANATHARATHORN, 1998). A GVHD-C ¢ uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade, acometendo 25% e 30% dos pacientes portadores de leucemia ¢ anemia
aplastica, respectivamente (WINGARD, 1989; SOCIE, 1999). A GVHD-C ¢ definida como
a doenca que se instala apés o dia +100 pés TMO, periodo em que sdo realizados os

exames para avaliacio dessa complicagdio, pois podem ser preditores do aparecimento da
GVHD-C (LOUGHRAN, 1990).

E caracterizada por fibrose da pele, do figado, dos pulmdes e do TGI,
jmunodeficiéncia e producio de auto-anticorpos. A sindrome “sicca”, caracterizada por
xerostomia, xeroftalmia etc., pode acompanhar o quadro de GVHD-C (FERRARA, 1991;
PARKMAN, 1993; RATANATHARATHORN, 1998; VOGELSANG, 2001). Os auto-
anticorpos encontrados nos pacientes com GVHD-C foram: anticorpos antinucleares, em
62%; antimusculo liso, em 49%o; antimitocondria, em 11%; antimicrossomos hepaticos, em
6% e antiepiderme em 11% dos pacientes. Para outros auto-anticorpos, como o antiDNA,
os anticentrdmeros ¢ o antiducto da glindula salivar, as pesquisas foram negativas
(LISTER, 1987; ROUQUETTE-GALLY, 1988; HOLMES, 1989).

O risco da GVHD-C aumenta com a disparidade na tipagem dos HLA entre
doador e receptor, principalmente dos antigenos chamados de menores, com o niimero de
linfécitos T presente no enxerto, com a quantidade e a extensfio da imunossupressio
realizada, com a maior idade do receptor e do doador, doador do sexo feminino ¢ receptor
do sexo masculino, com a presenca de lesfio tecidual causada por quimioterapia, radiagio
ou infecgdio principalmente por citomegalovirus. O mais importante fator de risco para a
GVHD-C, no entanto, ¢ a presenga de GVHD-A nos 100 primeiros dias pés TMO

(ATKINSON, 1990; PERREAULT, 1990; SULLIVAN, 1991; RATANATHARATHORN,
1998; SHERER, 1998; VOGELSANG, 2001).
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A GVHD-C lembra uma associaciio de doengas auto-imunes, principalmente do
tecido conjuntivo. As células T — CD4+ pds timicas — séo especificas para um antigeno
piblico das moléculas MHC da classe II, que produzem Interleucinas. As citocinas Th2
predominam na GVHD-C, a 11.-4 esta associada com a gamopatia e possivelmente com a
esclerodermia, estimulando a produgcfio de colageno pelos fibroblastos. A IL-5 esta
relacionada com eosinofilia. A GVHD-C assemelha-se a uma sindrome da desregulagfo
imune, resultando em uma imunodefici€ncia e autoimunidade, definida como uma doenca

Th2 (FERRARA, 1991; SHERER, 1998; RATANATHARATHORN, 2001}.

Nessas doengas ha uma desregulagdo dos linfocitos B, com produgio de auto-
anticorpos contra antigenos tanto intracelulares como da superficie celular. No entretanto,

até hoje nfio se sabe a0 certo o papel desses auto-anticorpos na patofisiologia da GVHD-C
(QUARANTA, 1999; ROUQUETTE-GALLY, 1988).

As alteragdes cutineas podem estar relacionadas diretamente as células T auto-
reativas, pelo dano do timo. A toxicidade sobre o timo pode ser causada pela GVHD aguda,
pelo regime de condicionamento e também pela involugéo e atrofia relacionadas a idade.
Portanto, o timo ndo consegue retirar as células auto-reativas e induzir o mecanismo de
imunotolerancia. Os pacientes perdem a capacidade de realizar uma selec@io positiva
necessaria para a protecdio do sistema imunolégico, e hi também uma diminui¢do da
selegdo negativa, indispensavel para imunorregulagio da auto-reatividade dos linfocitos T.
O dano do timo causa uma diminuigdio da fregiiéncia relativa dos linfocitos T auto-
reguladores ¢ um aumento relativo na freqiiéncia dos linfocitos T auto-citotéxicos

(FERRARA, 1991; PARKMAN, 1993; SHERER, 1998; RATANATHARATHORN,
2001).

Podemos, resumidamente, mostrar que a fisiopatologia da GVHD-C acontece
por dois caminhos: a alo-reatividade ¢ a auto-reatividade. A alo-reatividade aos antigenos
menores do sistema HLA explica de alguma maneira a GVHD-C como uma fase tardia da
GVHD-A. A auto-reatividade é sugerida pelas manifestacOes clinicas, presenca de auto-
anticorpos, encontradas em alguns pacientes com GVHD-C e por dados experimentais que

sugerem a importéncia da fungfio do timo na patogénese da GVHD-C (V OGELSANG,
2001).
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Funcio do sistema dos mondécitos

O sistema imunologico ¢ uma organizagiio de células e moléculas com papéis
definidos na defesa do hospedeirc. Ha dois tipos de defesa: a resposta inata (natural) ¢ a
resposta adquirida (adaptativa) (DELVES, 2000).

O sistema de defesa natural é composto pelas células do sistema fagocitico: os
neutréfilos, os mondeitos e os macrofagos, além de células que liberam mediadores
inflamatorios, tais como os baséfilos, os mastdcitos € os eosindfilos. Por tltimo, hd as

células denominadas de “natural killer” (DELVES, 2000).

O sistema de defesa adquirido esta relacionado aos linfocitos B e T. As células
apresentadoras de antigenos apresentam os antigenos aos linfocitos, inicia-se assim a
resposta especifica ao antigeno apresentado. Os linfocitos B produzem imunoglobulinas
especificas ao antigeno, o que se denomina de imunidade humoral. Os linfoeitos T auxiliam
os linfocitos B a secretarem imunoglobulina e podem também erradicar patogenos
intracelulares ativando os macréfagos, processo este denominado de imunidade celular
(DELVES, 2000)

O sistema fagocitario mononuclear tem a major populagio celular do sistema
imunolégico e auxilia na imunidade celular exercendo funcdes imunomoduladoras nas
doencas infecciosas ¢ malignas. Os monécitos existem como uma populagdo de células nfo
ativadas. Nessa situagdio, as fungdes efetoras e secretoras estfio inibidas, evitando-se assim

reagdes inflamatorias nio especificas (WILLIAMS, 1999).

A funcio efetora dos monécitos é a capacidade de fagocitar contra
MiCroorganismos, células malignas e células apoptoticas. A sua funcfo secretora consiste
na liberacdio de citocinas inflamatérias, como TNF, IL-1 e IL-6, e também citocinas com

acdes antiinflamatérias, como IL-10 (WILLIANS, 1999).

No local de lesdio tecidual, as células T ativadas secretam citocinas que induzem
os monocitos a aderirem as células do endotélio. A ligaciio dos mondcitos ao endotélio
acontece pela expressdo das moléculas de adesao das células endoteliais e pela ativagdo das

selectinas (LAM-1), que estimulam as moléculas de adesio intercelulares (ICAM-1) ¢ as
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moléculas de adesio vascular (VCAM-1) a se expressarem (WILLIAMS, 1999;
WILLIAMS, 1999). Os linfocitos T ativados induzem as células endoteliais a secretarem
11.-8, causando alteracBes que facilitam a passagem dos mondcitos para o local de injtria
tecidual, A ativacdo dos monéeitos e a diferenciagio para macréfagos ocorrem seguindo a

transmigragio e emigracfo tanto para 08 tecidos envolvidos na lesdo como para os tecidos

distantes (WILLIAMS, 1999; WILLIAMS, 1999).

EN

[ Setectinas (LAM-) 7
g INFy/GM-CSF - “Moldeula de adesde intercefular (1ICAM-1)

l -Wolécnla de adesdo vasenlar (VOAM-1)

-

< endotélio

#1.-8 — Facilita a3 passagem
pelo endotélio

fesdo tecidual

Figura 3: Ativaciio dos mondcitos no local da injuria tecidual

Ha duas vias para ativacio dos monodcitos ne local da njlria tecidual.
Primeiramente, os linfocitos T ativados secretam citocinas pro-inflamatorias como IFNy e
GM-CSF. A seguir, essa citocinas preparam os monécitos para responderem a oulras
citoginas, £omo por exerplo TNFy ou LPS, que também o3 ativam. Fsse efeito de rede €

uma ativacdo das fungbes efetora e reguladora dos mondcitos (WILLIAMS, 1999;
WILLIAMS, 1999).
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Os mondcitos nunca agem isoladamente na resposta da imunidade celular.
Sempre ha uma cooperagdo com linfocitos B e T nesse tipo de resposta. Essa cooperagfo
ocorre através da apresentagdo dos antigenos aos linfocitos via complexo MHC classe 11.
Consequentemente, hd um estimulo da resposta imunolégica priméria e recrutamento dos
tinfocitos T CD4 " restritos ao MHC, dos linfocitos T auxiliadores, dos lnfbcitos B, dos
monécitos e das células NK. Os mondcitos ativados secretam citocinas necessarias para
ativagdo dos infécitos T e também para o recrutamento de mais monocitos, neutréfilos ¢
linfécitos T, que liberam citocinas IL-2, IFNy, TNF e CSF e que estimulam os mondcitos

(WILLIAMS, 1999; WILLIAMS, 1999; DELVES, 2000).

» -+ Resposta imune 1%

Thi (IL-2INEYTNFICSE)

Ly Chd+
Recritamento Ly B ; i

Resposta imune 1%2  ——— { .,
-NK

=g .+ {itecinas ===

p—

No RECRUTAMENTO ¢

Ly T
-Mo

Figura 4: Ativacio da resposta imune primdria

Em certas condicdes reguladoras negativas, os antagonisias ao receptor II-1e
citocinas soliveis ligadas a receptores sfo liberados causando uma inibi¢do da resposta

imunolégica celular (WILLIAMS, 1999: WILLIAMS, 1999).

A resposta imunoldgica celular esté relacionada com as citocinas associadas a0
Th1 (IL-2, TL-3,JL-12,1L-15, IL-18, TFNy, TNFa, TNF). A resposta imunoldgica humoral
(IgF) esta relacionada ao Th2 (IL-4, IL-5, 1L-6, IL-10 ¢ IL-13). A 1L-12 e o [FNy induzem
as células Thi, a IL-4 e 2 [L-10 induzem as células Th2 (Del PRETE, 1991; MOSMANN,
1996, ISOBE, 1997). A IL-6 também ¢ capaz de participar da ativagdo, crescimento ¢

{ntraducdo
32



diferenciacio dos linfocitos T (UENO, 1989) ¢ dos linfocitos B (Del PRETE, 1991). AIL-
10, que ¢é sintetizada pelos mondcitos e linfocitos T, contribui para a proliferacdo dos
linfocitos B e inibe a sintese das citocinas associadas ao tipo-1, dependente das CAA
(macréfagos). A TL-10 é uma citocina antiinflamatéria, com aces anti IFNy e anti IL-12. A
sintese da TL-10 e IL-1 ¢ regulada pelo TINF dos monécitos (ISOBE, 1997; HSIEH, 1992;
HSIEH, 1993). A IL-12 ¢é também sintetizada pelos mondcitos e células dendriticas, e
estimula a producéo do IFNy pelos linfocitos T, que por sua vez estimulam a sintese da IL-
12. O TFNy inibe a fun¢fo da IL-4 promovendo uma resposta Thl por “down-regulation”
das citocinas tipo Th2 (TRINCHIERI, 1998). O IFNy estimula a sintese do TNF e é
também importante para a proliferacéo e diferenciacdo dos linfocitos. O GM-CSF aumenta
a sintese das citocinas, em resposta aos LPS, e também aumenta a ativag@o dos monocitos e

macréfagos. O GM-CSF induz a expressio do TNF mnas células mononucleares
(WILLIAMS, 1995; BUNDSCHUH, 1997).

A GVHD e os mondcitos

4 uma baixa incidéncia de GVHD-A, ndo esperada, apés TMO com CPP.
Esse fato tem sido interpretado de varias maneiras. Em principio, haveria uma correlago
positiva entre a ocorréncia da GVHD-A e o nimero de células T infundidas, que ¢ muito
maior no CPP em comparagio ao TMO. O que aumenta o risco de GVHD-A
(STORB, 1982; KERNAN, 1986). Porem, esse maior nimero de linfocitos T nfo parece
Jevar a um aumento da GVHD-A (VIGORITO, 1998, BENSINGER, 2001; VIGORITO,
2001, ZAUCHA JM, 2001). Outros estudos clinicos, entre estes uma meta-analise, sugerem

que tanto a GVHD-A como a GVHD-C sfo mais freqlientes no transplante com CPP
(SCHMITZ, 2000; CUTLER,2001).

As funcBes efetoras inflamatérias dos fagécitos mononucleares sdo estimuladas
pelas citocinas JL-2 e IFN-y, secretadas pelas células T ativadas, do tipo Thl. As IL-4 e IL-
10 sio secretadas pelas células Th2 ativadas e pelos monécitos (MOSMANN, 1996;
HSIEH, 1993). O desenvolvimento da GVHD-A € correlacionado com os linfocitos T alo-
reativos do doador ¢ com as citocinas Thl. A inibigio da secregdio do IFN-y pelos linfocitos

Th?2 e mondcitos, causa uma diminui¢io na mortalidade pela GVHD-A. A IL-10 8 uma
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interleucina com importante funcdio antiinflamatéria, com propriedades de inibigdo da

resposta do tipo-1, promovendo assim a resposta do tipo-2 (MOWAT, 1989; HSIEH, 1992;
ALLEN, 1993; KRENGER, 1995 ; KRENGER, 1996 ;ISOBE, 1997).

O tratamento com G-CSF pode alterar a fungdo dos linfécitos T do doador.

O seu uso leva a uma polarizaciio das células T do tipo Thi para linfocitos T do tipe Th2,
com propriedades antiinflamatorias (PANN, 1595).

O enxerto estimulado pelo G-CSF pode conter uma populagio celular capaz de
inibir a resposta dos linfocitos T alogénicos. Essas células sdo os CD14+. Ha uma
significante diferenca entre os enxertos estimulados e ndo estimulados pelo G-CSF, com
maior nimero de células no CPP, tanto em nimero relativo como em nimero abscluto.
Essas células apresentam a mesma funcfio no transplante tanto de MO como no CPP.
As diferengas dos resultados clinicos podem ser, ao menos em parte, atribuidas a essa
diferenca quantitativa entre os enxertos (MIELCAREK, 1996).

As células CD14+ expressam menores niveis das moléculas B7 — que séo
moléculas co-estimulatérias para os linfécitos T — € assim reduzem a capacidade das
células CDA+ para utilizar a via de sinalizagio CD28 e secretam maiores quantidades de

11-10, o que serve para diminuir a resposta dos linfécitos T aos alo-antigenos
(TANAKA, 1998).

Os mondcitos estimulam as reagdes imunoldgicas e inibem a proliferacdo dos
linfocitos T por mecanismos dependente e independente do contato. A ocorréncia da
GVHD-A poderia ser dependente do ntimero dos mondcitos (quantidade de células CD14+)
no enxerto (MUNN,1996; MIELCAREK, 1997).

As caracteristicas funcionais dos monocitos ¢ semelhante tanto no CPP como
na MO como fonte de células para o TMO (MIELCAREK, 1997, TANAKA, 1999).

Portanto, a sua aglo parece depender da quantidade infundida e nfio da diferenca funcional
entre os mondcitos do CPP e da MO.

Nfo hi nenhum estudo na literatura, pelo menos do nosso conhecimento, no

sentido de correlacionar o niimero de células CD14+ da medula dssea transplantada e a
fregiiéncia de GVHD.
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Num grupo de pacientes submetidos a0 TMO tendo medula éssea como

fonte de células progenitoras, estudar a propor¢io dos diversos tipos de

células no enxerto.

Amalisar a relacio entre o nimero dos monéeitos infundidos e a freqiiéncia
da GVHD

Obter o methor ponto de corte nos diversos tipos de células do enxerto e

idade do receptor que melhor dividiam em grupos com e sem GVHD

Estudar na amostra analisada os principais paramétros que influiram na

sobrevida e na ocorréncia da GVHD

Objetivos
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PACIENTES

Foram analisados retrospectivamente todos os pacientes que receberam TMO
na Unidade de Transplante de Medula Ossea da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP}, entre setembro de 1993 até dezembro de 2000.

Foram incluidos nesse estudo os pacientes que cumpriam os seguintes critérios
de inclusio para andlise: dados completos sobre a composicio celular do enxerto (células:
nucleadas, mononucleadas, CD34+, CD3, CD3/CD4, CD3/CD8, CD19 e CD14+), uma
sobrevida maior que 100 dias pés TMO ou uma sobrevida menor que 100 dias quando a
causa do obito foi GVHD-A. Os dados foram correlacionados com a ocorréncia da doenga
do enxerto-versus-hospedeiro tanto aguda como cronica. Uma explicacio detalhada sobre
o procedimento € as suas complicacBes foi dada aos pacientes e seus doadores, € um termo

de consentimento, de acordo com os regulamentos da nossa instituicdo, foi assinado pelo

paciente, pelo doador e por testemunhas.

Doadores

A MO foi obtida dos doadores pelo método padrdo de coleta no centro
cirtirgico sob anestesia geral. O volume aspirado foi de 10 ml/Kg de peso do receptor para

as doengas neoplésicas e de 15 ml/Kg de peso do receptor para as doengas néo neopldsicas.

Avaliacdes ¢ defini¢cbes

Os produtos da MO foram analisados para células CD34+, subtipos dos
linfocitos T CD3/CD4, CD3/CDS, linfocitos B, CD19+ e CD14+. Todos os dados
coletados foram analisados em equipamento de citometria de fluxo FACScalibur (Becton

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), com software Cell Quest ¢

com os respectivos anticorpos monoclonais.

Pacientes e Métodos
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As CNT sio calculadas conforme a equagio: o mimero de leucécitos da bolsa
da medula 6ssea (ml), multiplicado pelo volume da bolsa e dividido pelo peso do receptor.
O caleulo das CMT segue a equagdo: nimero de linfocitos e mondcitos da bolsa,
multiplicado pelo volume da bolsa e repartido pelo peso do receptor. Todos esses nameros

foram obtidos em contador hematolégico.

ONT= N° leucocitos da bolsa x Volume coletado

Peso do receptor

CMT= N° linfocitos e mondcitos da bolsa x Volume coletado

Peso do receptor

Os pares de anticorpos monoclonais utilizados foram CD45 FITC/CDI14 PE,
CD3 FITC/CD4 PE, CD3 FITC/CD8 PE, CD3 FITC/CD19 PE, CD4 FITC/CD8 PE, CD14
FITC/1gG1 PE e CD14 FITC/CD34 PE. No citdmetro de fluxo, foram adquiridos 60000

eventos e realizados os seguintes célculos:

CD34+/Kg = nimero de eventos CD34 positivos menos o nimero de eventos
CD34 negativos multiplicado pelo niimero de leucocitos por ml multiplicado pelo volume
da bolsa, realizado em cima do nimero de eventos do “gate” e finalmente dividido pelo

peso do paciente.

CD34=N° CD34+ - CD34- x N° leucécitos x Volume da bolsa

Peso do receptor

CD3,4,.8,45,19 eld4+/Kg = numero de eventos CD3,4,8,45,19 e 14 positivos
multiplicado pelo niimero de leucocitos por mi multiplicado pelo volume da bolsa,
realizado em cima do nimero de eventos do “gate” e finalmente dividido pelo peso do

paciente.

CD3/4/8/19/14= N° Eventos + x N° leucdcitos x Volume da bolsa

Peso do receptor

Pacientes e Métodos
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A “pega” dos neutrdfilos foi definida como o primeiro dia e dois dias
consecutivos com contagem absoluta dos neutréfilos > 0.5 X 10°71, apds o periodo de
aplasia da medula 6ssea pelo regime de condicionamento. A “pega” das plaquetas foi

definida como o primeiro dia dos 7 dias consecutivos, com contagem das plaquetas > 20X

10°/1, sem transfuséo de concentrado de plaquetas.

A avaliagiio e graduaciio da GVHD-A e GVHD-C foram realizadas segundc os
critérios de Glucksberg e Shulman , respectivamente.

Grau da GVHD-A

Gravidade do envolvimento individual de 6rgéos

Pele
+1: erupgio maculopapular envolvendo menos do que 25% da superficie
corporal (SC).
+2: erupcio maculopapular - 25-50% SC
+3: eritrodermia generalizada.
+4: eritrodermia generalizada com formagfio de bolhas e freqliente
descamacio.
Figado

+1: bilirrubina entre 2 - 3 mg/dL
+2: bilirrubina entre 3,1 - 6mg/dL
+3: bilirrubina entre 6,1 - 15 mg/dlL

+4: bilirrubina > 15 mg/dl.

Pacientes ¢ Métodos
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Intestino
+1: diarréia > 500 ml/dia.
+2: diarréia > 1000 ml/dia.
+3: diarréia > 1500 mi/dia.

+4: > 2000 mi/dia; ou dor acentuada.

Gravidade da GVHD-A
Grau I
Pele +1 a+2.
Sem envolvimento intestinal.
Figado nfo maior a +1.

Sem piora da performance status ou febre.

Grau II
Pele +1 a +3.
Intestino +1 a +2 e/ou figado +1 a +2.

Diminui¢do leve da performance status.

Grau 111

Pele +2 a +4 ¢ intestino +2 a +4, com ou sem figado +2 a +4.
Diminuiggo acentuada do performance status, com ou sem febre.

Grau IV

Gravidade da GVHD semelhante ao grau III, com sintomas constitucionais
exiremos.

Pacientes ¢ Métodos
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Classificacic da GVHD-C
Limitada
Envolvimento de pele localizada /ou
Disfuncio hepética devida 3 GVHD.
Extenso
Envolvimento de pele generalizada, ou

Envolvimento de pele localizada e/ou disfungdo hepatica devida a GVHD mais

histologia hepatica mostrando hepatite crdnica agressiva, cirrose, Ou
Envolvimento dos olhos (teste de Schimmer menor que Smmj), ou

Envolvimento de glandulas salivares ou mucosa oral demonstrados por

biopsia, ou
Envolvimento de outros 6rgéos.
Cuidados gerais

Os cuidados de suporte foram os seguintes: os quartos eram isolados e
equipados com filtros HEPA; as transfusbes foram realizadas com concentrado de
plaquetas e de hemacias irradiadas; utilizou-se antibiotico profilatico (ciprofloxacina), de
amplo espectro, € anti fingico (fluconazol). Até final da década de 90, o antibidtico
Cefetazidina e depois a Cefepime era iniciado quando a contagem dos neutréfilos era
menor que 0,5X 10°/1, que ndio apresentassem quadro febril, todos os pacientes com doenga
onco-hematologica receberam ganciclovir (Smg/Kg/dia), 3 vezes por semana, COmMO

profilaxia para citomegalovirus, desde a “pega” da MO até o dia +75 pés TMO.

O suporte nutricional, incluindo nutrigo parenteral periférica, foi fornecido

para assegurar um balango nutricional adequado.

Pacientes e Métodes
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Métodos estatisticos

ROC

O periodo de observago de todos 08 pacientes teve como data de corte 17 de
julho de 2001 O nosso objetivo foi estudar a relagfio entre 0 nGmero de cada tipo celular

infundido ¢ aidade e coma GVHD-A, e a GVHD-C.

Para calcularmos o ponto de melhor sensibilidade © especificidade, usamos ©
método denominado de ROC, “Receiver operating characteristics curve”, que foi
desenvolvido para detecgdo de sinais para operadores de radares (ALTMAN, 1999).

Tabela exemplo

GYVHD+GVHD-

>PONTO A B
DE COR

<PONTO
DE CORTH C D

SENSIBILIDADE= A/A+C
ESPECIFICIDADE= D/B+D

CUT =538

Sensibilidade
06 [¢3:]
| 1

Especificidade

0.4
1

Variavel em ordem crescents

Figura 5: Curva de sensibilidade e especificidade, para exemplo do método ROC na

escolha do ponto de corte das varidveis analisadas

Pacientes ¢ Métodos
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Para cada ponto da varidvel continua é construida uma tabela igual & do
exemnplo acima. Dessa maneira, para cada ponto da varidvel continua temos um valor para
a curva de sensibilidade e outro ponto para a curva de especificidade. Assim, construimos

as duas curvas. O ponto de cruzamento dessas duas curvas foi o ponto de corte utilizado

em nosso trabalho.

Andalises estatisticas ¢ curvas de sobrevida

Usamos 0 método da regressiio logistica para avaliar a influéncia das variaveis
clinicas e das varidveis referentes aos tipos celulares na ocorréncia da GVHD aguda e

cronica.
Os modelos parciais foram comparados por meio da anilise de varidncis,

utilizando-se o teste de xz. Todos os valores de P eram “bicaudais”. Foram considerados

significantes os valores de P<0,05.

Para cada modelo, calculamos a razio de chance, o intervalo de confianca e a

probabilidade de ocorréncia do evento.

A analise multivariada foi realizada por meio da andlise de variancia
vy 2z ., . . . - .
utilizando-se o teste de x’, para as varidveis que foram significativas no modelo parcial.

Todos os valores de P eram “bicaudais”. Foram considerados significantes os valores de

P<0,05. E a probabilidade de ocorréncia do evento foi calculada.

Para as varidveis de tempo — a sobrevida global — utilizamos o modelo de
regressio de Cox, empregando o teste da razio da verossimilhanca. Calculamos o risco

relativo e o intervalo de confianc¢a, considerados significantes os valores de P< 0,05.

O teste da correlag@o de Spearmann foi realizado para demonstrar a penetragéo
entre as varidveis. Somente para as varidveis do tipo celulares. Quando essa correlagdo era

maior que 0,50 consideramos que havia uma relagfo entre as varidveis.

As curvas de probabilidade de sobrevida global e estratificadas pela GVHD-A
e GVHD-C foram construidas pelo método de Kaplan-Meier. Para compararmos curvas de

sobrevida realizamos o teste de “log rank”. Quando o valor de P foi menor que 0,03, foi

considerado como diferenca estatistica significante.
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Entre setembro de 1993 e dezembro de 2000, avaliamos 83 pacientes, que

foram incluidos no estudo.

A mediana de seguimento dos pacientes foi de 696 dias (33-2273). Até a data
de corte, 1° de jutho de 2001, 70% desses pacientes estavam vivos. Os diagnésticos mais
freqiientes foram LMC, AA e LMA, perfazendo 83% dos pacientes. A maioria dos
pacientes eram do sexo masculino (75%). Houve paridade entre os doaderes do sexo
masculino e femininoc. 37% dos transplantes foram entre doadores e receptores do sexo
masculinos ¢ 37% entre doador do sexo masculino e receptor do sexo feminino.
As caracteristicas dos pacientes, dos doadores e as caracteristicas do tratamento sdo

mostradas na Tabela 1 e 2.

A Tabela 3 € um sumério da composicio do enxerto infundido nos transplantes

de medula dssea e seus diversos tipos de células.

As caracteristicas de “pega” dos granuldcitos e das plaquetas € o tempo de

hospitalizago dos pacientes estudados sfo mostrados na Tabela 4.
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46



Tabela 1: Dados clinicos pré-TMO dos 83 pacientes submetidos ao TMO

Pacientes (n°} 23
idade anos, mediana {min-max) 27,5 (3,4-59,3)
Sexo paciente n°(%5) M=62 (75%)

F=21 (25%;)
Sexo doador n°(%%) M=40 (48%;)
=43 (52%;)
Sexo doador — Sexo paciente n°(%) M-»M=31 (37%)
F—F=12 (15%)
M—F=31 (37%)
F—M=9 (11%)

Diagndstico n (%)

LMC 39 (47%)

AA 18 (22%)

LMA 11 (14%)
SMD 4 (5%)
ILLA 6 (7%)
MM 2 (2%)
Diseritropoese congénita 2 (2%)
LNH 1 (1%)

LMC- leucemia mieléide cronica; AA- anemia aplastica; 1.MA- Jeucemia mieldide aguda; SMD-
sindrome mielodisplasica; LLA- leucemia linféide aguda; MM- mieloma multiplo, LNH-

linfoma ndo Hodgkin; n’- niimero; %- porcentagem

Resuitados
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Tabela 2: Dados clinicos, tipo de condicionamento e profilaxia para GVHD-A pés TMO

Vivos n (%0) 58 (70%)
Mortos 11 {%6) 25 (30%%)
Tempo de sobrevida dias {min-max) 696 (33-2278)
Regimes mieloablatives

BUSCY n° {96) 67 (81%)
Qutros n° {(%o) 16 (19%)
Profilaxia GVHD

MTX+CSPA n° (%) 76 (91%)
CSPA+Corticside n° (%) 4 (5%
CSPA n° (%) 3 (4%)

BU- bussulfan; CY- ciclofosfamida; MTX- metotrexate; CSPA- ciclosporina

Tabela 3: Caracteristicas das células do enxerto em 83 pacientes

Tipo células Mediana (min-max)
CNT (x10%) 2,64 (1,46-5,74)
CMT (x10%) 1,16 (0,45-2,25)
CD34/Kg (x10%) 4,26 (0,57-29,36)
CD3/Kg (x10%) 37,75 (13,21-170)
CD4/Kg (x10°%) 19,6 (8,04-78)
CD8/Kg (x10%) 15,63 (5,19-97,48)
CD19/Kg (x10%) 16,1(3,36-179,2)
CD14/Kg (x10%) 5,73 (0,4-49,86)

CNT- céhulas nucleadas totais; CMT- células mononucleadas totais
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Tabela 4: Dados da “pega” do enxerto e o tempo de hospitalizagio [mediana (min-max)]

em dias
“Pega” neutrdfilos 20 (11-34)
“Pega” plaguetas 19 (10-60)
Hospitalizagso 26 (14-49)

A pega de neutrdfilos e de plaquetas foram praticamente sem diferengas, houve

pega mais rapida em 1 dia para os granuldcitos.
A Tabela 5, mostra o teste de Spearman para a correlacfo entre as varidveis.

Tabela 5: Teste de Spearman para correlagfo entre as células do enxerto

CNT MNT Ch34 CD3 CDh4 CDhs D19 Chi4

CNT 0,83 0,15 0,06 0,08 0,05 0,30 0,48
MNT 0,13 0,12 0,14 0,10 0,27 031
CD34 0,52 0,50 0,50 0,59 0,20
CD3 0,93 0,94 0,56 0,06
Ch4 6,84 0,52 0,04
CD8 0,57 0,67
Ccp1y 0,15
CDh14

CNT- células nucleadas totais; MINT- células mononucleadas totais
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Os resultados da analise univariada estudando a influéncia de cada tipo de
célula no enxerto, bem como os dados demograficos, estdo na Tabela 6. Nenhum dos

arametros estudados apresenta relacfio com a “pega”.
p peg

Tabela 6 : Analise univariada da “pega” dos neutréfilos ¢ das plaquetas (P)

“PEGA”
ENXERTO
NEUTROFILOS PLAQUETAS

Idade 0,13 0,65
Sexo receptor 0,09 0,39
Sexo doador 0,08 0,21
Sexo doador—>Sexo receptor 0,65 0,63
CNT 0,1t 0,06
CMT 0,31 0,30
CD34 /Kg (x10% 0,80 0,32
CD3/Kg (x10% 0,97 0,62
CD4/Kg (x10% 0,97 0,77
CD8/Kg (x10%) 0,89 0,85
CD19/Kg (x10% 0,54 0,33
CD14/Kg (x10% 0,99 0,50
Maligna x Nio maligna 0,20 0.43

CNT- células nucleadas totais; CMT- células mononucleadas totais; Maligna- doenca onco-

hematologica; Nio maligna- doenca niio oncoidgica

Doenca do enxerto-versus-hospedeiro aguda e cronica

Entre os pacientes avaliados, 12 tiveram GVHD-A grau 1I a IV (Tabela 7).
Destes 10 tiveram GVHD grau Il e IV (10/12, 83%).

A freqiéncia da GVHD-C foi de 31/77 pacientes (40%). sendo avaliada como
extensa em 20 deles. Como doenga limitada tivemos 11/31 (35%).

Resultados
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Tabela 7: Fregiiéncia de GVHD-A e GVHD-C

GVHD-A »° Avaliados 83
Grau [-IV n° (%) 12/83 (14,5%)
GVHD-C »° Avaliados 77
Total afetado n® (%) 31777 {409%)

Analise univariada e muitivariada - GVHD-A e GVHD-C

A Tabela 8 contém os pontos para cada tipo de célula do enxerto utilizando o

método denominado de ROC.

Tabela 8: Pontos de corte para cada célula

GVHD-A GVHD-C

Idade (anos) 27,2 26,8
CNT (x10°%) 2,31 2,685
CMT (x10% 1,065 1,095
CD34 (x10°) 3,96 3,94
CD3 (x10% 40,95 35,60
CD4 (x10%) 19,535 19,28
CDS$ (x10%) 16,715 15,485
CD19 (x10% 15,135 15,475
CD14 (x10% 4,78 5,81

CNT- células nucleadas totais; CMT- células mononucleadas totais
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Na Tabela 9 estio os dados da analise univariada examinando a influéncia dos
dados demograficos, bem como dos componentes do enxerto sobre a GVHD aguda. A
idade, disparidade de sexo entre doador e receptor, CNT e as células CDI4+ foram

significativas neste modelo.

A probabilidade dos pacientes com idade menor do que a do corte (27 anos)
apresentarem GVHD-A foi de 8%. Quando os pacientes receberam no TMO numero de

células maior que o ponto de corte, para as CNT e CD14+, a probabilidade de apresentarem

GVHD-A foi de 7% para as duas variaveis.

Entre doadores e receptores com O mesmo sexo, a probabilidade de
apresentarem GVHD-A foi de 0,7%. Quando o doador ¢ o receptor de medula 6ssea
tiveram sexos diferentes a probabilidade de adquirirem GVHD-A foi de 4,6%. O maior
risco para a presenga da GVHD-A foi quando o doador era do sexo feminino e o receptor
do sexo masculino. O risco nesse caso foi de 33%, isto €, 15 vezes maior do que quando
comparado com o TMO realizado entre doador e receptor do sexo masculino. O risco da
GVHD-A entre doador masculino e receptor feminino foi 9 vezes maior em relagdo ao
TMO realizado quando o pareamento foi de masculino para masculino, a probabilidade foi
de 22%.

Na analise multivariada, as tinicas varidveis que permaneceram importantes
foram as CNT e a idade do receptor para um menor risco de GVHD. A probabilidade foi de
3,2% para idade menor que 27 anos e quantidade das CNT infundidas maior que o ponto de
corte. Um maior risco de GVHD-A com uma probabilidade de 51,5% ocorreu quando a

idade era maior que 27 anos e a quantidade das CNT infundidas menor que 2,31 X IGS/Kg

de peso do receptor.

Encontramos uma relagio de 7,20 entre CD3:CD14. Quando separamos os
pacientes em dois grupos — que receberam células CD14+ em maior ¢ menor quantidade
que o ponto de corte — verificamos que a relagdo foi de 5,84 no primeiro e de 14,75 no

segundo. O grupo que recebeu mais células CD14+ teve aproximadamente 3 vezes mais
mondcitos que O outro grupo.
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Tabela 9: Analise univariada através da regressio logistica em relagio a ocorréncia
G VHD-A em 83 pacientes

P RR ic
Idade 0,03 0.26 0,07-0,93
Sexo de recepior 0,50 1,59 0,43-5,93
Seso de doador 0,26 2,05 0,57-7,44
Sexo doador —W Sexo recepior $.04 6,83 1,40-33,43
CNT 0,004 0,15 0,04-0,58
CMT 0,26 0,49 0,14-1,70
CD34/Kg (x10% 0,26 0,49 0,14-1,70
CD3/Kg (x10% 0,30 1.91 0,55-6,60
CD4/Kg (x106°) 0,90 0,97 0,28-3,30
CDS8/Kg (x10%) 0,39 1,71 0,50-5,89
CD19/Kg (x10%) 0,19 0,49 0,14-1,71
CD14/Kg (x10°) 0,02 0,24 0,07-0,87
Maligna x N&io maligna 0,94 0,94 0,23-3,89

CNT- células nucleadas totais; CMT- células mononucleadas totais; Maligna- doenca onco-
hematoldgica; Nio maligna- doenga nfo oncolbgica
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Na Tabela 10 estfio os dados da analise univariada examinando a influéncia dos
dados demograficos, bem como dos componente do enxerto sobre a GVHD crénica.
O Gnico fator de risco encontrado foi o antecedente de GVHD-A. Nesse grupo a
probabilidade de adquirir GVHD-C foi de 71%.

Tabela 10: Analise univariada através da regressio logistica em relagfo a ocorréncia
GVHD-C em 83 pacientes

P RR IC
idade 0,13 2,22 0,79-6,26
Sexo de receptor 0,52 1,45 0,46-4,53
Sexo do deader 0,10 2,38 0,83-6,82
Sexo doador —— Sexo receptor 0,45 8,17 0,82-4,05
CNT 0,84 1,11 0,40-3,08
CMT 0,17 0,48 0,17-1,39
CD34/Kg (x10% 0,09 0,42 0,14-1,18
CD3/Kg (x10% 0,95 0,97 0,35-2,67
CD4/Kg (x10% 0,39 0,64 0,30-1,78
CD8/Kg (x10% 0,95 0,97 0,35-2,67
CD19/Kg (x10%) 0,74 0,84 0,30-2,32
CD14/Kg (x10% 0,39 0,64 0,23-2,32
GVHD-A 0,008 9,17 1,62-52
Maligna x Nio maligna 0,23 2,21 0,57-8,50

CNT- células mucleadas totais; CMT- células mononucleadas totais; Maligna- doen¢a onco-
hematolégica; Nio maligna- doenca nio oncologica
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As figuras 2 e 3 sfio as representages das variaveis que foram significantes na
analise univariada das varidveis (as CNT e as células CD14+). Ha uma evidéneia grafica

importante de que os pacientes que receberam maior nimero dessas células foram os do

grupo sem GVHD-A.

A figura 6 ¢ 0 “boxplot” das células nucleadas versus a presenga ou ndo da
GVIID-A. A mediana, o intervalo de confianca para cada grupo, um sem € outro com
GVHD-A, foi de 280 x 10%Kg de peso do receptor (IC=276 a 324) e de 216 % 10%/Kg de
peso do receptor (IC=184 a 291}, respectivamente.

A figura 7 é o “boxplot” das células CDI4+ versus a presenca Ou ndo da
GVHD-A A mediana, o intervalo de confianca para cada grupo, um sem ¢ Outro com
GVHD-A, foi de 6,11 x 10%/Kg de peso do receptor (IC=6,07 2 9,39) e de 4,16 % 10%Kg de
peso do receptor (1C=2,88 a 5,89}, respectivamente.

—

CNT

SiM NAO
GVHD-A

Figura 6: Boxplot da regressdo logistica em relagio 4 GVHD-A, para CNT
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GVHD-A

Figura 7: Boxplot da regressio logistica em relagio & GVHD-A, para CD 14
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Analise da sobrevida

A analise das relagSes entre as células, a GVHD-A, a GVHD-C, os dados
clnicos do receptor, o dia de “pega” dos granuldécitos e das plaquetas com a sobrevida

global estdo demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11: Anélise da sobrevida global com modelo de Cox em 83 pacientes

P RR iC
1dade 0,20 1,02 0,99-1,05
Sexo de receptor 0,20 0,50 0,17-1,46
Sexo do doador 0,53 1,29 0,58-2,83
Sexe doador —¥ Sexo receptor 0,32 1,48 0,67-3,27
CNT 0,45 1,00 0,99-1,01
CMT 0,91 1,00 0,99-1,01
CD34/Kg (x10°) 0,06 1,06 1,00-1,14
CD3/Kg (x10°%) 0,15 1,01 0,99-1,02
CD4/Kg (x10°) 0,22 1,01 0,99-1,04
CD8/Kg (x10%) 0,17 1,01 0,99-1,03
CD19/Kg (x10%) 0,32 1,01 0,99-1,02
CD14/Kg (x10%) 0,89 0,89 0,94-1,07
“Pega” granulécitos 0,99 1,00 0,94-1,07
“Pega”plaguetas 0,39 1,02 0,98-1,05
GVHD-A 0,008 2,57 1,70-3,88
GVHD-C 0,37 1,24 0,78-1,96
Maligna x Nio maligna 0,53 1,37 0,51-3,64

CNT- células nucleadas totais; CMT- células mononucleadas totais; Maligna- doenca onco-

hematolégica; Ndo maligna- doenca nie oncolégica
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probabilidade

A figura 8 ¢ a representagio da sobrevida global para o TMO desses pacientes,

com sobrevida global de 66 %,

1.0

0.8

0.6

04

0.2

0.0

]

;

N=83 (66%)

1 1 ¥ T H
500 1000 1500 2000 2278 dias

Figura 8: Sobrevida global - MO
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A figura § representa as curvas de sobrevida global estratificadas pela GVHD-
A. Bvidenciamos diferencas enire as curvas construidas quando estratificamos para essa
varidvel de interesse. A sobrevida no grupo com GVHD-A foi de 23% e no grupo sem

GVHD-A foi de 73%, com £<0,001.

100
o i =
2 R
= - e, GVHDA -
2 by e
2 w (73%)
o 0.8
0.4 S
| , GVHDA+
02 (25%)
P<0.001
0.0
'"rm T 1 T A
500 1000 1500 2000 2278 41

Figura 9: Sobrevida global x GVHD-A
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A figura 10 mostra as curvas de sobrevida global estratificadas pela GVHD-C.

Para a varigvel GVHD-C encontramos = 0,37, sem diferenga entre as curvas, com

sobrevida de 73% e de 61% em cada grupo respectivaments, com e sem GVHD-C.

probabilidade

0.8

D4

0.2

0.0

GVHD -C-=1 57 (73%)

GVHD-C=n 20(61%) -

P=037

500 1000 1500 2000

Figura 10: Sobrevida global x GVHD-C
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pacientes avaliados. Houve 12 eventos e a mediana foi de 100 dias (21-100).

probabilidade

0.20

0.15

0.16

0.05

0.0

Na figura 11, a probalidade de ocorrer GVHD-A, que foi de 14,5%, dos 83

N=12 (14.3%)

20 40 60 80

Figura 11; Probabilidade de ocorrer GVHD-A grau I - 1V
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pacientes avaliados. Houve 20 eventos e a mediana foi de 378 dias {101-2278).

probabilidade

Na figura 12, a probalidade de ocorrer GVHD-C que foi de 50%, dos 7

N=20
05
(30%)
04
03 ‘
;
e
0.2 r
0.1
7 s
s
00 et
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[ i H 3 ¥ b .
0 100 500 1000 1500 2000 2278 dias

Figura 12: Probabilidade de ocorrer GVHD-C extenso
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Esse estudo foi idealizado para analisar as diversas caracteristicas do enxerto no
TMO alogénico, utilizado como fonte de célula hematopoética a medula ossea, sua
influéncia em relag@io & “pega” do enxerto e a correlacdo com a GVHD-A ¢ a GVHD-C.
O objetive central foi avaliar, principalmente, o comportamento das células CD14+ do
enxerto e o efeito sobre a GVHD. O racional desse estudo partiu da possibilidade potencial
dos mondcitos exercerem alguma acfio protetora contra a GVHD-A, como nos transplantes
por CPP (MIELCAREK, 1996, VIGORITO, 1998, BENSINGER, 2001; VIGORITO,
2001, ZAUCHA JM, 2001). A aglio dos monocitos € semelhante tanto no CPP come no
MO como fonte de células para o TMO quando infundidos em quantidades iguais
(MIELCAREK, 1997, TANAKA, 1999). Portanto, a sua agdo parece depender da
guantidade infundida e nfio da diferenga funcional entre os monéceitos do CPP e da MO.

N2#o hé nenhum estudo na literatura, pelo menos do nossc conhecimento, no

sentido de correlacionar as células CD14+ da medula 6ssea e GVHD.
GVHD-cronica

A GVHD-C tem aumentado em freqiiéncia, sendo um dos grandes problemas
clinicos atualmente na pratica do TMO (ARAI, 2000}. A melhora da terapéutica para as
complicagbes peri-transplante com aumento da sobrevida, a realizagio do TMO com
doador ndo aparentado ¢ o CPP como fonte de células hematopoética, sdo alguns dos
motivos para o aumento da freqii€ncia da GVHD-C (VIGORITO, 1998; ARAI, 2000).

Analisando os nossos pacientes em relagio 8 GVHD-C, a mediana de tempo

para aparecimento de 230 dias (101-712 dias) ¢ encontramos como Unico fator de risco a
presenga da GVHD-A.

Essa forte associagio com a GVHD-C nos pacientes que apresentaram GVHD-

A ja foi relatada em outros estudos (STORB, 1983; TKINSON, 1990; BOSTROM, 1990).

A idade € um outro fator de risco importante para a GVHD-C. Quanto maior a

idade do receptor, maior o risco de desenvolvé-lo (ATKINSON, 1990; STORB, 1983;
BOSTROM, 1990).
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Quando o paciente nfo apresenta GVHD-A ou GVHD-A grau I, os riscos para
a presenca da GVHD-C sdo: a idade maior que 20 anos, a utilizagdo do enxerto sem os
linfécitos T e disparidade do sexo entre doador e receptor. A GVHD-A graullalV éo
gnico fator de risco para a presenca da GVHD-C e nfioc depende de outros fatores
adicionais. O nosso estudo confirma esses dados anteriormente apresentados.
(GALE, 1987; ATKINSON, 1990; SULLIVAN, 1991; WAGNER, 2000).

Um outro fator de risco para a GVHD-C ¢ o diagndstico de doenca maligna,
principalmente a LMC, que ¢ a grande maioria dos casos indicados e transplantados por
nos. Bostrom et al (1990) acreditam que a esplenectomia realizada nesses pacientes
aumenta o risco da GVHD-A, consequentemente aumenta a freqgiiéncia da GVHD-C.
Atualmente acredita-se que o tratamento anterior com interferon aumentaria a expressfio
das moléculas de adesfic e aumentaria o risco de GVHD (CARLENS, 1998). Os nossos
pacientes foram tratados, em quase sua totalidade, com hidroxiuréia (HYDREA®) e
nenhum havia sido submetido 2 esplenectomia. Portanto, ndo hé entre 0s nossos pacientes
nenhum fator de risco anterior que pudesse aumentar a probabilidade da ocorréncia da
GVHD-C.

Tivemos 20 casos com a GVHD-C extenso. Entre esses pacientes ndo ha outros
fatores preditivos da ocorréncia da GVHD-C, além da prépria GVHD-A. A grande
freqiiéncia de pacientes com GVHD-A grau II a IV nos nossos casos deve ser uma das

explicagdes para o Unico fator de risco encontrado para a GVHD-C (ATKINSON, 1990).
GVHD-aguda

Atualmente ha varias modalidades de profilaxia e tratamento para a prevengéo ¢
o controle da GVHD-A, esta continua a ser uma das maiores complicagbes apés o TMO. A
GVHD-A pode ocorrer até trés meses apds o TMO. Os principais orgios envolvidos sfo a
pele, o TGI e o figado (FERRARA, 1991; ARAL, 2000).

Encontramos nesse trabatho uma relacfio entre os ntimeros das células CD14+
infundidas ¢ a GVHD-A. Os pacientes que receberam células acima do ponto de corte, isto

é, 4,78 X 10°/ Kg de peso do receptor, apresentaram um risco para a GVHD-A 4 vezes

menor que o oulro grupo.
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O transplante alogénico utilizando CPP contém 10 vezes mais células T quando
comparado ao TMO. Entretanto, a prevaléncia e a gravidade da GVHD-A apés o
transplante com CPP ndo sdo diferentes daquela observada com MG (VIGORITO, 1998;
RENSINGER, 2001; VIGORITO, 2001). Isto pode ser explicado por um efeito direto do
G-CSF sobre a fungfo das células T, polarizando as células Thl em direciio de Th2, com

secrecdio de citocinas antiinflamatorias (PAN, 1995).

O CPP contém 50 vezes mais células CD14+ quando comparadas ac TMO
(MIELCAREK, 1996, MIELCAREK, 1997). Sdo células que podem suprimir a resposta
das células T alogénicas (MIELCAREK, 1997; INO, 1997, NAWA, 1997, TANAKA,
1999). No CPP, as células CD14+ podem inibir a proliferacéio das células T do doador e
essa inibico € dose dependente (MIELCAREK, 1997, TANAKA, 1999). As células
CD14+ quando usadas em quantidades comparaveis podem suprimir a resposta das c€lulas

T, independentemente da fonte de células utilizadas no transplante (MIELCAREK. 1997,
TANAKA, 1999). '

Os mondécitos ndo aumentam a resposta imunolégica somente como células
apresentadoras de antigeno (MUNN, 1996; MIELCAREK, 1998). Demonstrou-se também
que ha aumento da producdo de IL-10 pelos mondcitos e inibiglo da resposta das células T
(MUNN, 1996; MIELCAREK, 1998). A deplecio dos monécitos pode restaurar as
propriedades proliferativas e funcionais das células T ¢ NK (AGEITOS, 1997). Aqueles
individuos — com predisposiciio genética — que expressam baixos niveis de IL-10 e altos
niveis de TNFa detectou-se maior freqiiéncia de GVHD-A e, portanto, maior mortalidade

em relaciio aos individuos que expressavam altos niveis de IL-10 ¢ baixos niveis de TNFa
(CAVET, 1999; HOLLER, 2000)

Mielcarek et al (1997) observaram que a relagfo entre as células CD3 e CD14 ¢
muito importante no efeito supressivo dos monécitos sobre os linfécitos T. No seu estudo
compararam a relagdo CD3:CD14 no CPP, no TMO e no sangue periférico. Constataram
que no CPP ha cinco vezes mais mondcitos em relagdo aos outros grupos. No sangue

periférico ¢ TMO a relagio entre CD3:CD14 sio comparaveis (MIELCAREK, 1997;
TANAKA, 1999).
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Neste presente trabatho encontrou-se a relagio entre CD3:CD14 igual a 7,20.
Quando separados em dois grupos que receberam células CD14+ em maior € menor
quantidade que o ponto de corte, verificou-se que no grupo que recebeu menor quantidade
de células CD14+ a relacdio CD3:CD14 foi de 14,75 ¢ no grupo que recebeu maior
quantidade de células CD14+ a relagio CD3:CD14 foi de 5,84. Portanto, o grupo que
recebeu maior numero de células CD14+ teve aproximadamente 3 vezes mais mondcitos

em relacdo Ao Outro grupo.

Nestes pacientes, verificou-se que o grupo sem GVHD recebeu mais células
CD14+ ¢ apresentou uma relagdo CD3:CD14 menor. Portanto, esse dado estd de acordo
com os achados anteriormente encontrados (MIELCAREK, 1997; TANAKA, 1999).
E parece provavel o efeito imunossupressor dos monécitos sobre as células T alogénicas.
Podemos também afirmar que quanto maior o nimero de células CD14+ infundidas no
TMO maior seria seu efeito imunossupressor. O efeito dos mondcitos €, portanto, dose
dependente e com a mesma capacidade funcional tanto no CPP quanto na MO, como ja foi

relatado por outros autores (MIELCAREK, 1997; TANAKA, 1999).

A idade ¢ um fator de risco para a GVHD-A previamente estabelecido
(BROSS, 1984; GALE, 1987; WEISDORF, 1991). Nesse estudo também encontrou-se a
idade como fator de risco para GVHD-A. Utilizou-se essa variavel como categdrica e o
ponto de corte foi de 27 anos, préxima & mediana das idades dos nossos pacientes.
Esse ponto de corte alto pode ser responsavel por essa associaglo, pois se sabe que acima
dos 20 anos ha maior risco de GVHD-A. Realmente deve-se sempre pensar na idade como
fator de risco. Pois, reconhecidamente, os pacientes com mais idade apresentam maior risco
de terem GVHD-A (BROSS, 1984; GALE, 1987; WEISDOREF, 1991).

Qutro fator de risco encontrado por nés foi a incompatibilidade entre sexo do
doador e receptor, principalmente quando o transplante € realizado entre doador do sexo
feminino e receptor do sexo masculino (P=0,04). O maior risco de GVHD-A deve-se as
gravidezes anteriores das doadoras, quando as mutheres podem ser sensibilizadas pelo feto,
e somando-se a maior idade da doadora como causa de risco aumentado de GVHD-A
(BROSS, 1984; ATKINSON, 1986, WEISDORF D, 1991; NASH, 1992).
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Encontramos que a infusio das CNT maior que 2,31 X 10%Kg de peso do
receptor ( ponto de corte), diminui a probabilidade de GVHD-A.,

Przepiorka et al (1999), afirmaram que a maior quantidade de CNT infundida se
relaciona com uma sobrevida melhor, devida a uma diminuicio na incidéncia de
pneumnonite intersticial e outras complicagbes relacionadas ao periodo inicial do TMO.
Fm varios estudos, as CNT néo foram identificadas como fator de risco independente para
a GVHD-A apoés o TMO HLA idéntico (BROSS, 1984; GALE, 1987). Os estudos que nio
relacionam CNT com GVHD sfo antigos. Os tnicos dois estudos que mostram essa

associagdo sfo o de Morariu-Zamfir e o presente estudo, ambos realizados em 2001.

Na analise multivariada, a interagiioc das CNT e a idade do receptor
apresentaram associacfo com menor risco de GVHD. A probabilidade era de 3,2% quando
a idade era menor que 27 anos ¢ a quantidade de CNT infundida era maior que o ponto de
corte. Houve um maior risco de GVHD-A com uma probabilidade de 51,5% quando a

idade era maior que 27 anos e a quantidade de CNT infundida era menor que 2,31 X 10%Kg

de peso do receptor.

As outras varidveis que foram significativas na analise univariada nfo foram

importantes no modelo de analise multivariada.

Na anélise multivariada somente as CNT e a idade mantiveram significado

estatistico.

As células CD14+ apresentaram uma forte interagiio com as CNT. Apesar

disso, as células CD14+ ndo mantiveram a significincia estatistica na andlise multivariada.
A “pega” do enxerto

Varios fatores influenciam a “pega™ dos neutréfilos e das plaquetas, como por
exemplo, a disparidade da tipagem do sistema HLA entre doador e receptor, a quantidade
de células precursoras e dos linfécitos T do enxerto, a profilaxia para a GVHD, infec¢des

virais, a doenga veno oclusiva hepatica (SCHMITZ, 1995).

N#o encontramos nenhuma relagfio entre a “pega” dos neutrdfilos e das
plaquetas com a idade, o sexo do doador, o sexo do receptor e as células do enxerto € nem

com o diagnodstico de doenga maligna e nfo maligna.

Discussiio

o8



A cinética de “pega” deve apresentar outros fatores além dos fatores
demograficos dos receptores ¢ doadores e das caracteristicas do enxerto. Os precursores do
enxerto do TMO sofrem um atraso na sua proliferacdio, causado pela presenca de células
estromais da MO, podendo também alterar a cinética dessas células progenitoras para a
circulagiic (GORDON, 1997).

Sobrevida

A sobrevida global dos nossos pacientes, estimada em 6 anos foi de 66%, com
intervalo de confianca entre 55% - 79%. Esse dado esta dentro do observado em trabalhos

anteriores.

Na andlise univariada, o nico fator encontrade em relacdo 4 sobrevida foi a
auséncia da GVHD-A (P<0,001). Uma tendéncia de melhor sobrevida foi encontrado para
os pacientes que receberam maior niimero de células CD34+ (P=0,06), como descrito por
Morariu-Zamfir et al (2001),

Consideracoes finais

Nosso trabalho pode levar uma nova direcio para a pesquisa clinica do TMO.
Estudos prospectivos controlados sd0 necessdrios para tentar-se uma melhor compreenséo
da relagéio do produto do enxerto, em especial os monécitos ¢ a GVHD-A. Assim, pode-se
tentar estabelecer metas novas de tratamento ou um outro fator prognéstico em relacdo ao

procedimento.

Acreditamos que esse estudo pode estimular, além de novos trabalhos clinicos,
também estudos funcionais entre monécitos do enxerto e GVHD, na tentativa de conseguir
responder com maior clareza as relagbes entre essas células acessorials ¢ a fisiopatologia da

GVHD e seus possiveis usos na pratica clinica.

Discusséo
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Esse trabalho demonstrou:

» (s mondcitos no TMO parecem exercer um efeito protetor contra a GVHD-

A, quando 2 fonte de céluias progenitoras utilizada foi a medula 6ssea
e Osriscos para a presenga da GVHD-A, da andlise univariada, foram:
% Idade do receptor maior gque 27 anos.

% O nimero das células nucleadas totais infundidas no enxerto menor que

ponto de corte determinado.

» O ntmero de células CD14+ infundidas no enxerto menor que ponto de corte

determinado.
» Sexo doador versus sexo do receptor, principalmente:
= Feminino —#® Masculino

= Masculino —¥% Feminino

e Um risco maior para ocorréncia da GVHD-A, na analise multivariada, foi
associado ao nimero das células nucleadas totais infundidas no enxerto menor que o ponto

de corte e a idade do receptor maior que 27 anos.Um risco maior para ocorréncia da

GVHD-C foi associado a presenca da GVHD-A.

e (s riscos para sobrevida global (analise de Cox)

» A presenca da GVHD-A.

» O nmero das células CD34” infundidas no enxerto (tendéncia).

Conclustes
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The influence of graft monocytes on graft-versus-host disease (GVHD) has not
yet been established in clinical trials. To further understand this association, we evaluated
the influence of bone marrow graft monocytes aiming, primarily, to analyse the correlation
with acute (a-GVHD) and chronic {c-GVHD), and secondarily, with engraftment and

survival.

Eligibility criteria were: age <60 years; patients with primary malignant or non-
malignant hematological disease receiving bone marrow from an HLA-identical sibling;
availability of enumeration of CD34+ cells, T cells subsets, B cells and monocytes in the

graft. We analyzed 83 patients. Conditioning was mainly BuCy2 and GVHD prophylaxis
CSA-MTX.

The median day to reach peripheral neutrophils > 0,5x10°/1 and platelet count
>20x10°/1 was 20 days (11-34) and 18,5 days (10-60) respectively. In univariate analysis,
any parameter was correlated with a faster engrafment. The frequency of a-GVHD, grades
2-4 was 12/83 (14,5%). In univariate analysis, total nucleated cells (TNC) 2 2,31x10%Kg
and CD14+ cells >4,78x10%Kg were correlated significantly with lower rates of a-GVHD
(p=0,04, p=0,02, respectively). Furthermore, patients >27 years old and donor gender
mismatch had higher rates of a-GVHD (p=0,03 and p=0,04, respectively). In a multivariate
analysis, both TNC and age maintain significance for lower risk of a-GVHD.
The probability was 3,2% when age <27 years and TNC infused <2,31x10%Kg. A higher
risk of a-GVHD was found (51,5%) when age >27 years and TNC infused 22,31x10%Kg
(p=0,01). The number of CD14+ celis showed a correlation with TNC (R=0,48 Spearman
correlation). Clinical ¢c-GVHD of all grades developed in 31/77 (40%) available patients.
There was a correlation between previous a-GVHD and higher risk of ¢-GVHD (P<0,01).

There was a trend for a better survival in patients receiving more CD34+ cells (p=0,06).

The CD14+ cells had no impact on overall survival.

These data suggest that monocytes may have a protective effect, reducing the

frequency of acute grafi-versus-host disease, in allogeneic BMT.
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NPAC § SO DX DTDX  IDADE TMIO HOSP P1 P2 REC DTREC OBITC  CAUSA

200 200 UA 21740/84  27.92  O2/0B/95 1800 14.00 1200 1.00 15/08/95 17107/96  T0.00

3

2 200 100 LMC 28/07/94 2053 06/O4/95 2200 21.00 12.00 Q.00 NA NA NA
3 100 100  IMC 04/04134 5686 27/04/85 3600 3400 4200 000 NA 2410396 6000
4 200 100 LiA 15110/94 1587  18/05/85 19.00 1600 1200 1.00 30/08/95 151286 7000
5 200 100 AA 28/12/34 3565  OB/OG/GS  28.00 2200 2000 1.00 NA NA NA
] 1.00 100 WA ol/0e8/e4 2260 08/07/85 3300 30.00 2600 100 16110/85 19/03/96  70.00
7 100 200 SMD 15/02/84 4488 27/07/95 2100 14.00 2400 0.00 NA 09/09/85 5000
8 100 200 LWC 27/07/94 5684  10/08/85 2100 16.00 1300 000 NA NA NA
] 100 100 LMA 16/02/95 3851 22/08/95 39.00 28.00 17.00 000 NA NA NA
10 100 100 LMA O/08/85 3236 04/01/86 2500 20.00 2200 000 NA NA NA
1 206 100 LMC 18/04/85 3881  25/0w/es 2800 16.00 15.00 Q.00 NA NA NA
{2 100 100 LMC 24/04/95 4300 O4/04/96 2100 1500 10.00 D00 NA NA NA
13 100 100 LLA 181295 3662  25/04/96  18.00 13.00 13.00 0.00 NA NA A
14 100 100 MG 1403795 3BT70 2056 2500 2000 1400 100 21/90/88 NA NA
15 1.00 200 iMC 190188 4858 20/08/96  33.00 2200 1800 oLo NA 230796 0.0
16 10O 1.00  SMD 15/03/98  9.26 TUQ7ISe 2200 17.00 1206 0.0C NA NA NA&
17 240 200 AR Ouoefes 1968 25/07/96 1800 17.00 1800 000 NA NA A
18 200 200 LMC 15/06/33 3127 19/08/96 4700 22.00 3500 0.00 NA 0t/10/e8 5000
19 1.00 200 AA 15/02/96 1003 23V0S8/86  38.00 28.00 3800 100 15/03/88 i6/08/00 22,00
20 200 200 MG OHOBIZE 2095 05/0S/06 2800 2800 18.00 GO0 NA NA NA
21 1.00 200 ABD 18/068/90  7.22 10/10/96 2500 16.00 13.00 GO0 NA NA NA
22 100 200 AA 10/10/96 2082 14/11/96 25.00 23.00 16.00 0.00 NA NA NA
23 10D 200 1MC 15M111/83 27.286 211196  49.00 28.00 4000 0.00 NA NA NA
24  1.00 200 LMA 16/06/96 24.04 28/11/86 3200 2000 2600 000 NA NA NA
25 1.00 200 SMD 300796 3687  1GOUET 2000 17.00 13.00 000 NA 03/05/97 5000
26 200 100 MM 1510/20 4830 30/01/67 4200 1300 19.00 Q.00 NA NA NA
27 100 200 IMC 270396 4248 OB/OI/B7 2700 18.00 2100 Q00 NA, 26/08/97  80.0C
28 100 100 AA 141796 2623 13/03/97  28.00 Z3.00 2500 Q.00 NA 27/C5197  50.00
20 100 100 LNH 220284 Z7.07 OXO4/97 1800 13.00 16.00 000 NA 16/08/87  31.00
30 100 200 MG 9/11/85  390.08 10/Q4/97  25.00 19.00 17.00 000 NA NA NA
31 1.00 200 WM 25/1/85 4618 OB/QS/MOT  26.00 18.00 21.00 000 NA 231297 21.00
32 100 100 LMA 06/1G/38 1573 280897 18.00 1500 16.00 Q.00 NA NA NA
33 100 200 LMC 09/08/%4 4258 QL0887  32.00 2600 3200 000 NA NA MNA
34 100 100 LMC oeM2e 544 QIOTIET7 N, NA  NA 10D 22n1ue7 10/0498 70.00
35 200 200 LNMC 201295 2839 21/08/97 23.00 22.00 13.00 Q00 NA NA NA
3% 1.00 200 AA 16/04/97 2658  28/08/97  27.00 27.00 2000 200 NA NA NA
37 1.00 200 Disertre 19/07/96 339 1HO9/97 3800 30.00 8000 100 0O7/04/98 NA NA
38 1.00 200 LMC 24/0196 3458  1311/97 3600 1900 1600 000 NA 02/03/88  50.00
a8 1.00 1.00  LMC 1HO0I96 4419 19/02/98  27.00 1600 Z7.00 Q.00 NA 17/02/00 21.00
40 100 20 AA 1712/97  25.02  12/03/98  Z8.0C 19.00 2800 0.0C NA 0B/C2/98 NA

41 100 1.0 LA 050897 1647 19/03/98  18.00 18.00 2500 0.00 NA NA NA

42 100 100 LLA Q40496 2070 O02/04/98 2000 14.00 16.0C D00 NA 0s/cg/es 21.00
43 100 1.00  LLA 10787 1176 30/04/98 36.00 2900 23.00 1.00  30M11/88 22Mtes 70.00
44 100 100 AA 18/07/96 1642 18/09/96 2400 17.00 1400 1.00 2H08/38 NA NA
45 200 100 LMC 00B/A7 4189 O4/06/98 2300 21.00 1800 COO NA NA NA
45 100 200 AR 030O3B8  v.27  2806/08 3200 2300 2800 000 NA NA NA

47 100 200 LMMC 230w97 1718  168/07/98 3200 31.00 41.00 1.00 23/11/88 12/01/88  50.00
48 200 200 ILMC 1404197 38.01  24/07/88 3200 29.00 3800 00O NA NA NA

48 100 200 AA 09r12/97  27.81  30/07/88 2600 23.00 1200 100 05/04/99 NA NA

50 100 200 LMC o117 2106 13H08/88 3000 2900 2400 1.00 02/02/99 20/08/98  70.0C
51 200 1.00 iMC 150397 4389 03/09/98 4400 1200 20.00 0.00 NA NA NA

52 100 100 IMC 32T 14687 1709/88 2600 2100 1300 0.00 NA NA NA

53 200 200 AA 1601/88 1171 08/10/98 4100 2500 3200 0.00 NA Na NA

54 1.00 100  AA 2002/38 2003 29M10/98 2600 29.00 24.00 Q.00 NA NA NA

55 200 200 LMC 290497 1800 12/11/98 3400 1800 1500 0.00 NA NA NA

56 200 200 LMC 2302796 1209 280190 2200 1500 13.00 0.00 NA NA NA

57 100 100 LMC 28/09/97 4518 18/02/99 24.00 20.00 2200 0.00 NA NA NA

58 100 100 1MA 15/10/98 3607 10509 21.00 1800 13.00 000 NA NA NA

55 100 200 LMC QR/O2/88 2420 20005/29 13.00 13.00 1800 CO0 NA NA NA

60  1.00 2.00 iMC 26/08/98 5929 10/06/93 18.00 1400 18.00 0.00 NA NA NA

81 100 200 iMC 141197 2754 24/06/99  31.00 29.00 16.00 000 NA NA NA

52 200 100 AA 1807191 31.96 OH0B/98 1400 1200 1400 000 NA NA NA

3  1.00 1.00 1MC 2304188 4367 1208/ 3200 2800 4000 0.00 NA NA NA

64 200 100 AA 18/07/198 2673 19/08/%9 1700 11.00 17.00 0.00 NA 0612198 3100
65 100 100 LMC 070698 2188  26/08/89 31.00 1800 18.00 Q.00 NA NA NA

66 100 200 MA 15/05/88  B.27 02/09/99 2600 23.00 18.00 0.00 NA NA NA

87 1.00 1.00 LMC 16/09/98 1375 09D9/99 2000 19.00 1200 000 NA NA MNA

68 200 200  AA 08/09/98 1208 OV/10/92 21.00 2000 27.00 Q.00 NA NA NA

§9 200 200 LMA 24/08/98 3321 28M10/99 2000 2000 14.00 Q.00 NA NA NA

70 1.00 100 LMC 15/03/98 3420 111199 2500 17.00 1800 0.00 NA 191100 8400
71 100 100 MC 10/05/99 17.417 181192 31.00 30.00 53.00 0.00 NA NA NA

72 400 200 LMC 18/03/95 3258  25M1/98 3200 2400 23.00 200 NA 20/06/00  21.00
73 1.00 200 LMA 17/06/99 5218  13/Q100 2300 1600 2500 0.00 NA NA NA

T4 200 200 LMC 15/02/198 2430 2000100 2000 17.00 2000 0.00 NA NA NA

7S 1.00 200 |LMA 24/06/99 3257  10/02/00  31.00 2200 31.00 0.00 NA NA NA

76 100 1.00 LMC 28/05/98 29.52  2303/00 2000 2000 1500 0.00 NA NA NA

77100 100 AA 08/02/89 2518 OH/OS/00  12.00 19.00 1300 0.00 NA NA NA

78 1.00 100 LMC Q20729 37,35  OUOE/0  29.00 26.00 39.00 Q.00 NA NA NA

78 1.00 200 AA 28I02/00 3742  OB/06/00  28.00 2500 24.00 0.00 NA O1/10/00  21.00
80 100 100 LMA 19050C 2018 O5M0/00 19.00 1500 2500 GO0 NA NA MA

81 1.00 200 LMC 1402100 4528 231100 17.00 1600 27.00 000 NA NA NA

g2  1.00 100 IMC 141198 2338 31100 18.00 1790 1200 000 NA NA NA

83 100 200 AA 28MUDG 1204 2811200 2000 2300 28.00 0.00 NA NA NA
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N PAC GVA DGVA GVC DGVC SIT SVIDATMO SVIDADX MNT CNT CD3  CD4 CD8 CD34 CD14 Chia
503.00

1 0.00 100.00 C.00 1 63500 182 3.04 4700 20895 1B66 331 243 1838
2 0.00 100.00 GO0 2278.00 Q 2278.00 2206 00 149 3.08 2637 1099 1343 1755 868 7038
3 .00 10000 200 10100 1 332.00 7000 142 237 4770 ZTED 1510 108 B850 440
4 0,00 10000 000 21100 1 211.00 42600 146 435 17005 7599 BG59 2036 851 17822
5 0.00 100,00 000 221500 © 2215.00 2183.00 1.39 351 2220 1960 1400 368 120 1820
8 o000 10000 000 25700 1 257.00 56500 1.94 257 54.85 27.32 2449 487 1220 1520
7 3.00 2500 NA NA 1 44.00 57100 113 232 2882 11677 823 25 08B3 682
8 G.00 100.00 GO0 NA Q 2152.00 21220C 167 .96 7515 4287 2663 D46 040 1880
2 0.00 10000 100 10100 © 1881.0C 206800 139 334 B487 2014 2251 515 563 1870
10 000 0000 160 40400 O 1852.00 2087.00 120 264 3598 2152 1482 187 076 1064
11 200 9000 200 7200 O 1678.00 1961.00 110 291 101.02 5128 4608 275 663 2264
12 000 10000 100 21100 O 1586.00 193200 083 251 6554 3637 2685 137 626 2230
13 400 WON0 100 27800 O 1421.00 1RE300 084 2568 7814 4123 3417 811 2468 1610
14 000 10000 100 18800 O 1705.00 214100 129 323 2994 2312 980 1743 678 4940
15 400 21.00 NA NA 1 33.00 ES1.00 124 287 2448 5157 4260 982 487 4360
16 000 100060 100 TOSOD O 1814.00 473200 073 177 Ti48 2147 2667 1025 1553 5349
17 000 10000 1.00 42500 © 1837.00 1681.00 118 2968 3083 2512 1351 1310 140 1683
1 400 2800 NA NA 1 47.00 120400 064 187 9426 3672 38856 (275 476 4.87
9 0,00 10000 000 164400 1 1454.00 1644600 083 217 14623 3725 4437 1817 17.04 2142
20 000 10000 100 138060 O 1760.00 195800 1.02 297 BY7.B3 4802 3787 564 312 940
1 0.00 10000 100 38200 O 1725.00 3BE7.00  0HE 253 10096 4000 4130 040 885 1460
22 000 10000 200 22200 ¢ 1690.00 1499.00 107 3.11 12628 4808 6600 1162 742 1575
23 Q00 10000 200 34800 O 1683.00 258400 073 155 7617 32585 31862 305 071 1620
24 (.00 1000 100 62800 O 1676.00 1535.00 070 1.54 9933 57.96 4472 692 496 1101
25 400 3400 000 27700 1 107.00 277.00 086 2.10 6800 3580 3500 17.50 303 19.00
25 000 0000 D00 181300 O 1613.00 IT000 109 259 4020 2345 1530 1100 426 2430
¢ A00 8000 200 10100 1 M200 AS6.0C 116 230 41.00 2865 1887 119 373 1474
28 400 31.00 NA NA 1 75.00 19400 1.02 206 9080 5400 3870 655 358 2300
28 000 000 000 127100 1 135.00 127100 155 341 12243 8432 5780 832 M0 3218
an 000 0000 200 1200 O 1543.00 186500 0.80 238 1966 1076 V.83 228 327 585
31 000 10000 200 22800 1 229.00 70,00 147 295 15727 5200 OF48 328 567 3814
32 0.00 10000 D00 149500 O 148500 1606.00 086 223 07.00 5240 4180 523 T43 5010
33 000 100.060 1.G60 83000 O 11268.00 2218.00 093 175 61.14 3380 2608 269 068 1485
34 000 10000 000 84500 1 B46.00 2679.00 116 276 4090 2200 1470 637 561 1440
35 000 10D00 000 NA o] 410.00 181400 087 238 9670 4480 51900 7.94 480 3410
38 0.00 000 000 NA 4] 1403.00 41314.00 144 419 18500 7800 82300 4.04 580 5I.74
47 0.00 10000 000 NA 2 1389.00 1607.00 120 304 9710 5080 4740 535 1140 T9S0
38 400 860G NA NA, 1 108.00 768.00 045 146 4438 1837 2518 Tt 183 5543
38 000 10000 200 21800 1 728.00 143800 135 324 5239 3401 2824 1437 357 2268
40 300 9900 200 28800 1 331.00 41600 080 2090 2425 1119 1073 144 460 753
41 0.00 10000 GO0 NA [+ 882.00 1169.00 0668 1.91 2148 11285 1086 260 589 865
42 0.00 10000 GO0 12500 1 125,00 B5300 128 285 3511 11.74 1838 155 717 466
43 000 10000 000 57100 4 571.00 858.00 132 407 3281 12982 1486 B4z 1587 1694
44 000 10000 000 174600 O 1746.00 1615.00 084 2725 7252 2248 3896 565 555 2448
45 080 1000 000 12300 O 1123.00 1039.00 1.03 220 2702 1521 1048 408 357 1434
46 000 10000 000 110200 O 110200 1058.00 096 248 2564 10.9% 1204 1073 1449 2235
47 0,00 10000 000 180.00 1 180.00 53800 073 203 3302 1930 1349 276 875 594
48 000 10000 200 34000 O B44.00 131000 064 162 1894 1008 1286 363 365 659
49 0.00 10000 000 108700 O 1067.00 1137.00 1.22 273 3486 14380 1884 416 611 1081
¢ 0.00 10000 00C 31100 1 311.00 50400 1.04 254 3397 1485 1843 226 447 1043
51 200 2600 200 23000 O 1032.00 1368.00 1.02 223 2723 1494 1135 193 546 455
52  0.00 10000 200 28700 O HHB.OG 1066.00 1.06 462 2330 1047 988 482 2707 1504
53 000 19000 000 99700 O 897.00 100500 1.068 237 3522 17.24 1646 H.24 810 17.83
54 000 10000 000 87600 Q 976.00 91400 088 258 2076 1378 675 385 8068 87/
55 000 10000 000 96200 O 862.00 131400 068 1.88 1903 WS 860 282 473 1188
55 4000 10000 200 13800 D B8B5.00 1601.00 201 504 3482 1740 1563 545 618 2820
&7 000 10000 00C 88400 QO 864.00 1201.00 1.26 257 3185 18.05 1408 370 6089 591
58 000 10000 0.00 78000 O 780.00 75000 153 3.07 3232 1474 1610 426 255 1814
56 000 10000 000 59800 O 588.00 1033.00 122 330 4021 2562 1130 323 573 t5.15
s0 0.00 10000 200 246800 © 752.00 B4B.D0 124 3.26 2417 1183 11.74 448 652 1832
51 000 19000 00O 73800 O 738.00 1021.00 119 283 2876 1497 1554 3.03 435 24583
62 300 69.00 0.00 £9600 © £96.00 342300 170 468 2780 1488 1110 253 1006 7.83
63 000 1000C 000 63900 O 639.00 97I00 121 235 1953 953 1025 315 530 785
&4 000 10000 Q.00 10200 1 10800 144.00 171 480 4348 2052 1812 934 2181 3383
85 Q.00 10000 Q00 67500 O 87500 92000 225 557 49.09 2829 2068 648 B804 1795
66 Q.00 10000 000 e&880C O €68.0C 29500 171 438 5107 2228 2688 S84 1043 3008
87 000 000 000 8100 O £561.00 FEROO 080 225 2089 903 98 286 800 1512
68 000 10000 200 23100 0 833.00 45400 217 574 5622 2118 3815 480 1607 39.84
89 000 10000 NA NA ) 812.00 55000 0597 2.8) 2848 1635 1272 3987 453 1610
7o 000 10000 200 27500 4 $83.00 81500 084 283 321 831 519 18t 83% 7.36
71 o.00 1000 200 22000 O 591.00 56000 088 181 11818 822 947 260 208 1485
72 300 300 200 13800 1 584.00 192400 066 185 1680 204 813 121 315 5987
73 0.00 1000C Q00 53508 O© 535.00 538.00 073 196 2434 1373 1184 279 483 587
74 000 10000 200 15800 O 528.00 638.00 091 197 3775 1214 2484 208 45 710
75 000 10000 200 B20C O 507.00 54500 1.90 525 6045 30.70 3001 417 S06 2648
76 000 0000 000 46500 O 455,00 E53.00 187 451 3096 14.37 1488 481 201 787
77 000 10000 200 42200 O 422,00 S52.00 131 334 4076 1947 953 3483 238 2260
78 4000 10000 000 39500 O 385.00 52000 137 296 2885 1731 1132 375 985 690
75 400 100000 000 38800 1 388.00 21800 148 401 2767 1321 1272 458 715 1632
80 O.0C 10000 GO0 28800 40 268.00 22800 107 232 2003 1088 848 0587 451 740
a1 0.00 NG00 00D 22000 0 220.00 NA 180 485 2422 1661 1060 174 783 430
82 000 19000 GO0 21300 © 213.60 43600 1.70 436 21.67 1180 822 160 4885 336
g3 000 10000 000 18500 © 185.00 31000 225 451 4551 1826 2461 438 1272 2042
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THE INFLUENCE OF THE GRAFT MONOCYTES IN THE OUTCOME OF
ALLOGENEIC BONE MARROW TRANSPLANTATION

Sir,

The influence of graft monocytes on grafi-versus-host disease (GVHD) has not yet been
established in clinical trials. To further understand this association, we evaluated the
influence of bone marrow graft monocytes aiming, primarily, to analyse the correlation
with acute (a-GVHD) and chronic GVHD (¢c-GVHD), and secondarily with engrafiment

and survival

Allogeneic peripheral blood progenitor cells (PBPC) contain at least 10 times more T celis
than bone rnarrow. Most studies have demonstrated that the incidence and severity of a-
GVHD after allogeneic PBPC transplantation has not been higher than that observed after
allogeneic bone marrow transplantation (BMT) 12 This may be due to a direct effect of G-
CSF on T-cell function ° or the presence of cells that can suppress donor T cell
responsiveness 436 The CD14" monocytes in mobilized peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) suppress donor T cell proliferation in a dose-dependent fashion. Normal CD14"
cells, when used in comparable numbers, can also suppress T cell response, suggesting a
similar functional state as those present in mobilized PBMC or normal bone marrow (BM)
47 However, recent studies suggest that both a-and ¢-GVHD are more frequent after PBPC

traﬂspiamss’g.

We analyzed retrospectively our data from the Bone Marrow Unit in the State University of
Campinas. Eligibility criteria were: age <60 years; patients with primary malignant or non-
malignant hematological disease receiving BM from an HLA-identical sibling; availability
of enumeration of CD 34+ cells, T cell subsets, B cells and monocytes in the graft. All
patients had at least 100 days of follow-up after transplantation, except those who died of
GVHD before day 100. The analysis was based on July 1¥,2001.
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The Kaplan-Meier method was used for estimating the probability of GVHD, and overall
survival. Each outcome was evaluated using Cox proportional hazard regression models or
logistic regression, and +* test, when appropriated. Significance level was p< 0.05. S-Plus
Software version 2000 was used. Cut-off values having simuitaneously the best sensitivity
and specificity for the variables analyzed were chosen according to the receiver operating

characteristics curve {ROC) method. Patients were grouped according these values for

analysis of acute and chronic GVHD.

We analyzed 83 patients. The patients, donors characteristics, and graft composition are
shown on Table 1. The median day to reach peripheral leukocytes = 0.5x10%/1 and platelet
count >20x10° /1 was 20 (11-34) and 18.5 (10-60) respectively. In univariate analysis, any

parameter was correlated with a faster engrafment.

The frequency of a-GVHD, grades 2-4 was 12/83 (14.5%). In univariate analysis, total
nucleated cells (TNC) infused 22.3 lxi()s/Kg and CD14" cells >4.78x1 06/Kg were
correlated significantly with lower rates of a-GVHD (p=0.04, p=0.02, respectively).
Furthermore, patients >27 years old and donor gender mismatch had higher rates of a-
GVHD (p=0.03 and p=0.04, respectively) (Tabie 2), In a multivariate analysis, both TNC
and age maintain significant for lower risk of a-GVHD. The probability was 3.2% when
age < 27 years and TNC infused > 2.31 X 10%Kg. A higher risk of a-GVHD was found
(51.5%) when age > 27 years and TNC infused < 2.31 X 10%Kg (P<0.001).The number of
CD14" cells showed a correlation with TNC (R=0.48 Spearman correlation). This
interaction might be the cause for the loss of significance for monocytes in the multivariate
analysis. Clinical c-GVHD of all grades developed in 31/77 (40%) available patients. It was
extensive in 20 cases and limited in 11 cases. In univariate analyses there was a correlation

between previous a-GVHD and a higher risk of c-GVHD (p<0.001) (Table 3). CD14" cells
did not influence in c-GVHD.

The estimate of 6-year overall survival (OS) was 66% (95% Cl: 55%-79%). In univariate
analyses, the absence of a-GVHD was correlated with a higher survival (p<0.001).
Furthermore, there was a trend for a better survival in patients receiving more CD34" cells

(p=0.06), as described by others '. The CD14 cells had no impact on overall survival.
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These preliminary data suggest that CI> 14+ cells (monocytes) may have a protective effect
in allogeneic BMT. Further controlied studies should be dome in order to clarify this
important point.

Francisco J P Aranha Bone Marrow Transplantation Unit
Afonso C Vigorito State University of Campinas, SP/Brazil
Carmino A De Souza Bone Marrow Transplantation Unit
Gislaine B Oliveira P.O. Box 6198 — Baréio Geraldo
Roberto Zulli Campinas — S8o Paulo - Brasil
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Table 1: Features of the patients

(median and range).

and donors, and composition of the grafi

Patients nr

Patients gender nir (%)

Donors gender—>Patients gender nr (%)

Disease
CML nr (%)
AAnr (%)
AML or (%)
Others nr (%)

Alive nr (%)

Pead nr (%)

Overall survival (days)
TNC/Kg (10%)
TMNC/Kg(10%
CD34/Kg(10%)
CD3/Kg(10%)
CD3/CD4/Kg(10°%)
CD3/CD8/Kg(10°)
CD19/Kg(109)
CD14/Kg(10°%

83
M=62 (75%)
F=21 (25%)
M—M=31{37%)
FF=12 {15%)
M—F= (37%)

F—>M=9(11%)

39 (47%)
18 (22%)
11 (14%)
15 (17%)
58 (70%)
25 (30%)
696 (33-2278)
2.64 (1.46-5.74)
1.16 (0.45-2.25)
426 (0.57-29.36)
37.75 (13.21-170)
19.6 (3.04-78)
15.63 (5.19-97.48)
16.1 (3.36-179.2)

5.73 (0.4-49.86)

Abreviations: (n°) number; M: male; F: female; CML: chronic myeloid leukaemia; AA: aplastic anaemia;

AML: acute myeloid leukaemia, TNC: total nucleated cells; TMNC: total mononuclear cells
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Table 2: Univariate analyses examining the influence of the characteristics of the transplant

and GVHD.
ACUTE GVED CHRONIC GVHD
(7 [OR(CD)] F) IOR (D]
Age 0.03 [0.26(0.07-0.93)] 0.13 12.22(0.75-6.26)]
Patients gender 0.50 [1.59(0.43-5.93)} 0.52[1.45(0.46-4.53)]
Donors gender 0.26 [2.05(0.57-7.44)] 0.10[2.38(0.83-6.82)]

Donors gender meismatch
THNC

TMNC

Ch34

D3

Ch4

CD8

Ccb19

CD14

Malignant X Non malignans

Previous a-GVHD

0.04 [6.83(1.40-33.45)]
0.004 [0.15(0.04-0.58)]
0.26 [0.49(0.14-1.70)]
0.26 [0.49(0.14-1.70)]
0.30 [1.91(0.55-6.60)]
0.90 [0.97(0.28-3.30)]
0.39 [1.71(0.50-5.89))
0.19 [0.49(0.14-1.71)]
0.02 0.24(0.07-0.87)]

0.94[0.94(0.23-3.89)]

0.45 [2.37(0.82-4.05)]
0.84 [1.11(0.40-3.08)]
0.17 [0.48(0.17-1.39)]
0.09 [0.42(0.14-1.18)]
0.95 [0.97(0.35-2.67)]
0.39 [0.64(0.3-1.78)]
0.95 [0.97(0.35-2.67)]
0.74 [0.84(0.30-2.32)]
0.39 [0.64(0.23-2.32)]
0.23 [2.21(0.57-8.50)]

0.008 [9.17(1.62-52)]

‘Abreviations: OR: odds ratio; CI: confidence interval

Arexes
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