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APRESENTACAO

O transplante de células-tronco hematopoéticas €, muitas vezes, a unica esperanca
de cura de um paciente. Varios sao os obstaculos que eles tém de enfrentar durante todo
0 processo de busca de um doador: a remissao da doenca para possibilitar o procedimento,
a neutropenia decorrente do condicionamento, além de todas as complicacées no pos-
-transplante. Esse € o dia a dia de pacientes e médicos em uma unidade de transplante: lidar
com tais problemas, tornando possivel ndo so a cura de um percentual de pacientes, mas

também a qualidade de vida apos o transplante.

O comprometimento e o preparo da equipe multidisciplinar que atua nesse acom-
panhamento diario € fundamental para o bom resultado, e manter essa equipe sempre
atuante e decidida a continuar na busca de melhores solucdes ndo € uma tarefa simples. No
Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO) do Instituto Nacional de Cancer José Alen-
car Gomes da Silva (INCA), os profissionais sdo estimulados a procurar o aprofundamento
de conhecimentos em trabalhos que investigam as questées mais preocupantes na area do

transplante de células-tronco hematopoéticas.

Este livro € o resultado dessas investigacdes. Espera-se que essa revisdo de assuntos

tdo importantes na area seja util a outros transplantadores.

Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO)
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CAPITULO 1

A questdo da compatibilidade no transplante de
células-tronco hematopoéticas

A toxicidade a medula dssea € uma séria limitacdo do tratamento do cancer em
geral. O transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) permite a administracdo de
doses elevadas e potencialmente curativas de drogas quimioterapicas associadas ou nao a
radioterapia. Sob essas circunstancias, a terapéutica estaria limitada principalmente pela

toxicidade nao hematopoética'™.

Ha cerca de sessenta anos, pesquisadores demonstraram a capacidade da medula
ossea de proteger animais previamente irradiados com doses letais através da reconstitui-

cdo do sistema hematopoético'.

As principais etapas do desenvolvimento do TCTH no mundo estdo representadas
esquematicamente na Figura 1, mostrando as conquistas cientificas e tecnologicas que

permitiram avancos nos resultados e na aplicagcdo dos transplantes.

45.000 Remisséo com
40.000 Cura de linfoma por Transplante bem H:fl:j?:dgf linfGcitos
TCTH autdlogo sucedido de sangue
35.000 de corddo umbilical
Autdlogo
30.000 . TCTH .
TCTH bem-sucedido Reconhecimento

alogénico

Ne de transplantes

25.000 - em linhagem canina para leucemia (é(\)/ffelto Cura de
20.000 - anemia
TCTH para acidentes falciforme
15.000 - com radioativo TCTH com TCTH
alogénico
10.000 Experimentos para
de HLA com anemia
5.000 L
> enlxertos de aplésica
0 pele & & A<
1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
Transplante entre _
gémeos TCTH alogénico Cura de talassemia Mesilato de imatinibe
para o por TCTH para leucemia
imunodeficiéncia mieloide cronica

Primeiros relatos de uso de
TCTH como tratamento para cancer

Transplante bem-sucedido de
doador néo relacionado

Inibidores de calcineurina L .
para prevenir DECH Publicacéo de estudo negativo

Introducéo de transplantes com de cancer de mama

intensidade reduzida

Figura 1 = Principais etapas de desenvolvimento do transplante de células-tronco hematopoéticas no mundo
Fonte: adaptado de Appelbaum F.Hematopoietic-cell transplantation at48. N Eng J M. 2007; 357: 1472-5.
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A evolucdo da pratica clinica do TCTH somente foi possivel no final da década de
1960, ap06s inumeros insucessos, com os conhecimentos adquiridos nas areas de imunologia
e histocompatibilidade (sistema de antigenos leucocitarios humanos - HLA, do inglés human

leukocyte antigen)'*S.

Nessa €época, um pequeno numero de criancas portadoras de imunodeficiéncia grave
e com leucemia avancada recebeu infusdes de medula 6ssea de doadores familiares HLA
idénticos'*. Assim surgiram os primeiros resultados bem-sucedidos que impulsionaram o

método.

Inicialmente, o TCTH foi usado como derradeira e desesperada medida em pacientes
que nao respondiam ao tratamento convencional existente, porém os avancos nos cuidados
de suporte e a compreensao ampla do método, que estabeleu suas principais indicacoes,
bem como as suas limitacdes e complicacdes, tornaram esse procedimento uma estratégia
terapéutica cada vez mais utilizada para diversas enfermidades. Entre as principais limita-
coes, pode-se destacar a escolha do doador que, preferencialmente, além de estar saudavel,

deve ser compativel com o receptor’-®.

Sao tipos de doador de medula dssea:
® singénico (irmdo gémeo);
® alogénico;
- relacionado ou aparentado (irméo ou familiar);
- néo relacionado ou nédo aparentado (ndo familiar, por exemplo, os do Registro
Brasileiro de Doadores Voluntarios de Medula Ossea - Redome);
® autdlogo ou autogénico (medula dssea originaria do proprio paciente com ou sem tra-

tamento in vitro).

As fontes de células-tronco hematopoéticas (CTH), com padrdo de compatibilidade
ideal (exemplo: singénicas), sdo raras e nem sempre podem ser utilizadas. A maioria dos
transplantes alogénicos realizados tem como doador os membros da familia geneticamente
idénticos para o HLA. Em geral, sdo irmaos com os trés loci HLA-A, -B, -DR idénticos com
o receptor. A probabilidade de um individuo obter um irmao compativel ¢ de 25%, sendo
influenciada pelo numero de irméaos existentes em cada familia. Para outros membros da

familia, a probabilidade € inferior a 5%"®.



As complicacdes relacionadas ao TCTH aumentam na proporcdo da disparidade de
compatibilidade, que inclui o risco de rejeicdo, de desenvolvimento tardio ou incompleto do

enxerto e de doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH)

1.1 Complexo maior de histocompatibilidade

A importancia do complexo maior de histocompatibilidade (MHC, do inglés major
histocompatibility complex) foi primeiramente observada em camundongos, em estudos de
rejeicao de tecidos entre diferentes membros da mesma espécie. Posteriormente, verificou-
-se que todos os vertebrados possuem genes do MHC e seus produtos e que as respostas de
rejeicao a transplantes eram mediadas por células T14. Trata-se de uma familia génica que
inclui varios genes altamente polimorficos e que participa ativamente na defesa de verte-
brados contra parasitas e outros patogenos. Os antigenos codificados pelos genes do MHC
estdo expressos virtualmente em todas as células nucleadas do organismo. O MHC controla
a atuacdo do sistema imune em todos os vertebrados e tem-se mantido durante a evolucado
dessas espécies. Foi inicialmente identificado na década de 1950, sequindo observacdes
de que soro de pacientes com reacoes febris pos-transfusionais poderia causar a agluti-
nacao de leucdcitos oriundos de seus doadores bem como de outros individuos. Estudos
subsequentes também demonstraram que anticorpos contra proteinas leucocitarias (glico-
proteinas) de outros individuos da populagdo poderiam estar presentes em soro de mulheres

multiparas'’-*.

O MHC de organismos distintos recebe denominacdo especifica para cada espécie.
O humano, localizado no braco curto do cromossomo 6, € conhecido como HLA. Esse termo
é derivado da combinacdo human-1 (HU-1) e leukocyte antigen (LA), designagdes usadas
por Dausset e Payne para descrever o novo sistema de antigenos leucocitarios desco-
berto?'. Até hoje, o termo HLA € usado como sindnimo de proteinas do MHC humano. Desde
1964, uma série de 13 reunides colaborativas internacionais ampliou os conhecimentos
do sistema HLA e contribuiu para a padronizacdo dos métodos de tipificacdo bem como

da nomenclatura’®10-4,

Durante a resposta imune, células do sistema imunoldgico interagem através do
reconhecimento de moléculas da superficie celular codificadas por genes do MHC humano.
células T reconhecem antigenos estranhos presentes como fragmentos de peptideos em

associacdao a moléculas do MHC. Para que ocorra o reconhecimento de um antigeno,
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esse deve ser processado por células apresentadoras de antigenos (APC, do inglés antigen
presenting cells), ligadas as moléculas do proprio MHC, e transportado para a superficie
celular. Muitos antigenos (peptideos) diferentes* podem ser processados e apresentados as
células T, incluindo aqueles derivados de bactérias, virus, toxinas, tecidos e células de outros
organismos, bem como aqueles oriundos de produtos celulares e tissulares autologos. A defi-
nicdo das caracteristicas da ligacdo da molécula de HLA com os peptideos fornece importante
subsidio para o papel do sistema HLA na apresentacdo de antigenos, resposta imune e susce-
tibilidade a doencas. O papel do MHC na apresentacdo de antigenos, por sua vez, explica
seu extenso polimorfismo em nivel populacional, ou seja, quanto maior o polimorfismo
do MHC, maior a gama de peptideos estranhos que serdao apresentados ao sistema imune.
Dessa forma, os genes MHC podem influenciar a resposta imune mediada por células T pela

selecdo de antigenos que podem ser ligados e apresentados para o seu reconhecimento*’#,

As moléculas do MHC tém um efeito importante nos transplantes de 6rgéos, tecidos e
células, devido ao papel fundamental que exercem sobre a ativacdo de células T e a iniciagcdo

da resposta alogénica.

Com o advento de métodos de tipificacdo por acido desoxirribonucleico (DNA),
tornou-se possivel definir cada classe de molécula HLA pela identificacdo de sua sequéncia

especifica.

A diversidade significativa entre os genes do sistema HLA ultrapassou as expecta-
tivas. Portanto a analise do seu polimorfismo € claramente importante para o entendimento
de como os antigenos de histocompatibilidade funcionam como determinantes nos

transplantes®'™13,

1.2 Estrutura das proteinas do complexo maior de
histocompatibilidade

Existem dois tipos de moléculas do MHC:
e MHCde Classe | - presentes em todas as células nucleadas, ligam-se aos peptideos para
apresenta-los aos linfocitos T CD8* (Figura 2a).
e MHC de Classe Il - presentes em linfocitos B, macrofagos e células dendriticas (APC),

ligam-se aos peptideos para apresenta-los aos linfocitos T CD4* (Figura 2b).



CD8 TCR CD4 TCR

membrana celular

MHC Classe | MHC Classe Il

Figura 2 — As moléculas do complexo maior de histocompatibilidade sdo ancoradas na membrana celular e podem se ligar
a receptores de células imunoldgicas. As de Classe | ligam-se a receptores de célula T (TCR) CD8*; as de Classe Il ligam-se
a TCR CD4*

Fonte: adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/Major_histocompatibility_complex. Acesso em 25/ 01/ 2011.

A molécula de Classe | do MHC apresenta trés cadeias a1, a2 e a3 e é expressa na
superficie de uma célula em associagdo com a cadeia B, microglobulina (8,m) que é codi-
ficada por genes localizados fora do complexo HLA. Assim, essa molécula apresenta quatro
dominios, sendo que a.3 e 3,m se justapdem a membrana, e a1 e a2 formam uma fenda
que constitui o local de ligacdo do peptideo. Essa abertura, composta por oito ou nove ami-

noacidos, é fechada em ambas terminacdes (Figura 3a).

Cada molécula de MHC pode se ligar a varios peptideos diferentes, mas apenas a
um por vez. Toda molécula do MHC, tanto Classe | quanto Classe Il, apresenta uma regido
ndo polimorfica ou ndo variante (semelhante a todas as formas alélicas das Classes | e |l)
e uma regido variavel ou polimdrfica, que apresenta uma sequéncia unica aquele alelo. A
molécula CD8, expressa na membrana do linfocito T, liga-se a regido nao variante de todas
as moléculas de Classe | do MHC, do mesmo modo que a molécula CD4 liga-se a essa regiao

nas moléculas de Classe I17#.
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A molécula de Classe Il do MHC apresenta duas cadeias (a e b) formando quatro
dominios: a1, a2, B1 e 2. A fenda de ligacdo ao peptideo € formada por interacdes entre

os dominios a1 e B1, com o receptor de célula T (TCR, do inglés T cell receptor - Figura 3b)’.

Quadro 1 - Propriedades das moléculas do complexo maior de histocompatibilidade de Classes | e Il

CLASSE | CLASSE Il
Locus genético Humanos: HLA-A, -B, -C Humanos: DP, DQ, DR ...
Estrutura da cadeia Cadeia a + 2 microglobulina Cadeia o + cadeia 3

Células apresentadoras de
Distribuicéo celular Maioria das células nucleadas antigeno (macrofago, células
dendriticas entre outras)

Envolvidas em apresentar

. Células T citotoxicas Células T helper
antigeno

Membrana plasmatica endocitada

Fontes de fragmentos peptidicos | Proteinas produzidas no citosol .
e proteinas extracelulares

Dominios polimorficos al + a2 al+ 1

Fonte: adaptado de Mackay e Rosen, 2000

a o) Oy b B Oy
oy ! . B-microglobulina B, ! ! o,
membrana celular membrana celular
MHC Classe | MHC Classe Il

Figura 3 - Estrutura detalhada das moléculas do complexo maior de histocompatibilidade Classes | (a) e Il (b), quanto &
composicado das cadeias
Fonte: adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/Major_histocompatibility_complex. Acesso em 25/ 01/ 2011.

1.3 Genética dos loci do complexo maior de
histocompatibilidade humano

Os antigenos HLA sdo codificados por uma série de genes estritamente ligados e
localizados na regido p21.3 do braco curto do cromossomo 6. Esse complexo génico ocupa

aproximadamente 4 mil kb de DNA, equivalente a 0,1% do genoma humano. Os genes



sao distribuidos em trés regides distintas denominadas Classes |, Il e lll. Os trés loci o da
Classe | (HLA-A,-B e -C) estdo juntos em um lado dessa regido, enquanto os trés da Classe
Il (HLA-DR,-DQ, -DP, cada um com seus sete genes a e b) ocupam o outro lado (Figura 4).
A combinacdo particular de alelos encontrados nesses seis /loci, em qualquer um dos
cromossomos do par, € herdada em conjunto e € denominada haplotipo. A combinacado de
dois haplotipos parentais herdados por um individuo compreende o genotipo HLA desse
individuo. Em funcdo do polimorfismo extenso, a maioria das pessoas € heterozigoto em

cada locus HLA7811.13-15

Os genes do MHC sdo expressos de forma codominante, ou seja, cada célula expressa
as proteinas que sao traduzidas a partir das mensagens contidas nos cromossomos maternos
e paternos. Os seis alelos de Classe | sdo expressos juntos na superficie de cada célula
nucleada. Entretanto, o HLA-C ¢ geralmente mostrado num nivel mais baixo do que o HLA-A
e o HLA-B. Os /oci da Classe Il também sdo expressos de forma codominante, porém sao
apenas ativos no subgrupo de células que expressam a Classe Il bem como a Classe |. O HLA-DR

tende a ser expresso em niveis mais altos do que o HLA-DP ou HLA-DQ"™.

O polimorfismo proporcionado pelos genes HLA, associado a sua tendéncia de estar
fortemente ligados uns aos outros, tem implicacdo importante na identificacdo de histo-

compatibilidade entre doador e receptor em TCTH"'>""7,

Humano: HLA

(cromossomo 6) Locus do MHC

Locus do MHC Classe Il Classe Il Locusdo MHC Classe |
DP DQ DR |_ —| § C A

Iie ol

Genes do Proteinas de  Citocinas: LT Genes Classe I-like
proteassomo; complemento: C4,  TNFa, LT e pseudogenes

TAP 1,2 ator B, C2
Murino: H2
(cromossomo 17) DM
K ,&—‘ I-A  I-E

-

\

I_IZZIU

|—| Locus do MHC | | | Locus do
Locus do Locus do MHC
MHC Classe | Classe l Classe IlI MHC Classe |

Figura 4 - Esquema representativo da disposi¢cao dos genes para o complexo maior de histocompatibilidade Classes | e Il
em humanos e camundongos
Fonte: adaptado de http://www.ufpe.br/biolmol/Aula-Imunogenetica/aula-imuno-05.htm. Acesso em 25/ 01/ 2011.
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1.3.1 Polimorfismo genético do complexo maior de
histocompatibilidade

O polimorfismo genético € a variabilidade em um /ocus génico, isso €, existem mui-

tas versoes alternativas de cada gene que codificam proteinas ligeiramente distintas’.

O MHC ¢ o sistema genético mais polimdrfico no organismo, por conseguinte, na
populacao. Esse polimorfismo extenso torna pouco provavel que dois individuos escolhidos
aleatoriamente expressem grupos de moléculas MHC idénticas. E ele a base para a rejeicdo

rapida de enxerto entre individuos geneticamente diferentes®.

Mais de 2.800 variantes alélicas ja foram identificadas até o momento nesses mul-
tiplos loci MHC humanos (HLA), incluindo cerca de 2.187 de Classe | e acima de 800 de
Classe [I""3158 Entre os loci HLA Classe |, o HLA-B € o mais polimorfico, com 1.109 alelos.
Os loci HLA-A e HLA-C apresentam 697 e 381 alelos, respectivamente. O locus HLA Classe
Il que tem maior variabilidade ¢ o DRB1, com 690 alelos, enquanto HLA-DQA1 tem 34, e
DQB1 95 alelos ja identificados Essa variabilidade alélica, que cresce continuamente pela
descoberta de novos alelos, resulta na codificacao de proteinas que diferem umas das outras
em um ou mais residuos de aminoacidos'. Sequndo o banco de dados www.hla.alleles.org,
até 25 de janeiro de 2011, ja haviam sido cadastrados 6.189 alelos. Os antigenos HLA
mostram ainda variacOes caracteristicas de um grupo racial para outro. As frequéncias de
alelos HLA individuais variam fortemente dentro de uma populacdo e entre populacdes
distintas. Por exemplo, o alelo que codifica HLA-B8 € muito comum em populacdes
caucasianas (frequéncia génica de 7,7% a 16,3%), mas muito pouco frequente em
populacées asiaticas (frequéncia génica de 0% a 0,2%). Por outro lado, o alelo que codifica
HLA-B46 é comum em populagdes asiaticas (frequéncia génica de 4,7% a 12,5%), mas
virtualmente ausente em caucasianos. Essa diversidade mais uma vez reforca a necessidade

do conhecimento das frequéncias de alelos e hapldtipos em populacdes especificas’#20-22,

1.3.2 Desequilibrio de ligacao

O fato de certas combinacdes de alelos (hapldtipos) serem encontradas com uma

frequéncia significativamente diferente da esperada, a qual corresponde ao produto da



frequéncia génica dos alelos na populacao, deve-se ao fendmeno do desequilibrio de ligacéao.
Ele é definido como a diferenca (A) entre a frequéncia observada de uma determinada combi-
nacao de alelos em /oci ligados e a frequéncia esperada, podendo ser positivo ou negativo

conforme a frequéncia observada seja maior ou menor que a esperada, respectivamente.

Certos alelos de HLA sdo encontrados associados a outros mais frequentemente que
o esperado isoladamente. Em contrapartida, outros alelos sdo raramente ou nunca encon-
trados associados a outros. O desequilibrio de ligacdo €, portanto, uma associagcdo nao
randomizada de alelos HLA. As bases exatas para explicar esse fendmeno sao desconhecidas.
Por exemplo, uma determinada populacdo apresenta a frequéncia génica de 0,14 (14%)
para o HLA-A1 e 0,09 (9%) para o HLA-BS, entéo, espera-se que HLA-A1 e HLA-B8 estejam
presentes, no mesmo haplotipo, com uma frequéncia de 0,0126 (1,26% ou 0,14 x 0,09).
Entretanto, a frequéncia de 0,08 (8%), observada nessa populacédo, é muito mais elevada do

que a esperada, caracterizando um desequilibrio de ligacao positivo™.

As explicacdes possiveis incluem mutacgdes, migracoes, miscigenacao racial e selecao
positiva. Uma hipotese mais remota propde que alguma vantagem evolutiva € derivada da
associacao de certos alelos de HLA e que essa vantagem seria suficiente como justificativa
para que os mecanismos habituais randomicos e de recombinagdo genética nao ocorram.
Os pacientes que possuem haplotipos com alelos com ligacdes mais fracas terao mais difi-

culdades para encontrar doadores’.

1.4 O sistema de antigenos leucocitarios humanos e a
histocompatibilidade

1.4.1 Tipificacdo do sistema de antigenos leucocitarios humanos

Nos ultimos trinta anos, ocorreram avancos significativos nos métodos de laboratorio
usados para definir a tipificacdo de genes e aloantigenos HLA. A evolucdo tecnoldgica cul-
minou na disseminacgao do uso de técnicas de tipificacdo baseadas no DNA para a definicao

dos alelos HLA7823,
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1.4.1.1 Método soroldgico

Historicamente, antigenos HLA Classe | foram definidos por métodos sorologicos,
utilizando um ensaio de microcitotoxicidade dependente de complemento e painéis de

antissoros alogénicos contendo anticorpos anti-HLA.

Esses antissoros foram altamente selecionados por especificidade HLA e foram
geralmente obtidos de gestantes imunizadas a antigenos HLA durante a gravidez.
O conjunto de antissoros utilizados deve ser capaz de reconhecer todas as especificidades
sorologicas oficialmente aceitas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A tipificacdo
HLA demonstrou que aloantigenos HLA expressam multiplas especificidades ou epitopos.
Os epitopos comuns a mais de um antigeno sao denominados publicos, enquanto os que sao
especificos de um unico antigeno, particulares ou privativos. As especificidades particulares
sao também denominadas splits. Em geral, detectam-se duas especificidades para cada locus
analisado, em razdo da frequéncia de individuos heterozigotos, por exemplo: HLA-A68S,
-A3, -B7 e -B44. Se o individuo for homozigoto para um determinado /ocus, sera identifi-
cada apenas uma especificidade para tal /ocus, por exemplo: HLA-A68, -B7 e -B44. A falta
de identificacdo de uma seqgunda especificidade em um /ocus (Ax ou blank) pode ser em
razdo da falta de expressdo do antigeno (alelo nulo), de sua baixa expresséo, ou da inexis-
téncia de anticorpos, no painel, capazes de caracterizar uma determinada especificidade.
A homozigose ¢ comprovada somente pelo estudo da familia, que permite a determinacao
do genotipo do individuo, por exemplo, HLA-A3, -B7 (haplotipo paterno) e HLA-A3, -B44

(haplotipo materno)™.

Um numero cada vez maior de alelos de Classes | e || tem sido definido por métodos
de tipificacdo por DNA e ndo por sorologia, a qual identifica varias especificidades soro-
logicas (antigenos), mas nao discrimina todo o polimorfismo das proteinas HLA. A fim de
criar uma transicdo na nomenclatura da sorologia para os métodos baseados em DNA, uma

designacdo "equivalente soroldgica” foi estabelecida’.

1.4.1.2 Tipificacao celular

Um segundo método de tipificacdo HLA envolve o teste de células T in vitro para sua

habilidade em reconhecer certos antigenos HLA. O ensaio celular’ mais utilizado € a reacéo



cultura mista de linfocitos (CML), na qual disparidades para antigenos Classe Il da regido
HLA-D induzem ativacao e proliferacao de linfocitos. As células que proliferam nesse ensaio

sdo do tipo Th e a medida quantitativa correlaciona-se com o grau de incompatibilidade™.

Outro método baseado em atividade celular é a chamada linfolise mediada por

células que correlaciona a resposta a antigenos de Classe | de células citotoxicas CD8".

O método denominado crossmatch ou prova cruzada de linfdcitos, realizado por cito-
toxicidade dependente de complemento (método classico) ou por citometria de fluxo,
investiga a presenca de anticorpos pré-formados no receptor que tenham especificidade
para antigenos expressos nas células do doador. Esse método complementar deve ser analisado
com cautela em funcdo da variedade de antigenos expressos na membrana dos linfdcitos

e da possibilidade de existirem autoanticorpos, fatores que podem falsear os resultados®.

1.4.1.3 Métodos de tipificacdo por acido desoxirribonucleico

O desenvolvimento de métodos de tipificacdo baseados em DNA para a analise de
genes HLA aumentou o conhecimento da diversidade do MHC, do papel das moléculas de
Classes | e Il na resposta imune e dos fatores importantes na selecdo de doadores volunta-

rios ndo aparentados de CTH"2>,

A maioria dos métodos atualmente em uso em laboratdrios clinicos ou de pesquisa
¢ baseada em amplificacdo de genes HLA especificos do DNA gendmico usando a reacao
da cadeia de polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain reaction). Os métodos baseados
em PCR fornecem tanto a determinacéo direta da sequéncia inteira da regido de codifica-
céo de um alelo (SBT - Sequence based Typing ou tipificacdo baseada em sequenciamento)
quanto a informacédo parcial da sequéncia, a qual permite a inferéncia do alelo HLA (SSOP
- sequence-specific oligonucleotide probe por hibridizacado, ou tipificacdo por sequence-

-specific primer - SSP)”".

Esses métodos esclareceram a relagcdo entre os genes HLA e os antigenos codifica-
dos por eles. Para um dado /ocus HLA (exemplo HLA-A), o gene variante nele é denominado
alelo (exemplo A*0201), e os alelos expressos pelos dois haplotipos parentais constituem o

genotipo (exemplo A*0201,*0301). Cada alelo HLA consiste em' uma sequéncia Unica de
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nucleotideos, que codifica a molécula de HLA especifica expressa na superficie celular. As
moléculas sdo caracterizadas e classificadas pela sua reacdo com anticorpos anti-HLA e
denominadas antigenos HLA. A combinacdo de dois antigenos em um dado /ocus, codificada
por alelos dos dois cromossomos parentais, é denominada fenotipo (exemplo: HLA-A2, -A3).
Em razdo da ampla reatividade dos anticorpos HLA, duas ou mais sequéncias especificas
(exemplo: HLA-A*0201, A*0205 e A*0213) podem ser definidas por sorologia como o mesmo
fenotipo (exemplo HLA-A2)’.

Os métodos baseados em DNA variam de acordo com o nivel de discriminacdo que
fornecem na definicdo da sequéncia de nucleotideos de um gene HLA. Quando o método de
tipificacao por DNA permite a identificacdo de um antigeno com equivaléncia sorologica
(exemplo: HLA-A2), é denominado de baixa resolucdo. Os métodos que fornecem informacées
sobre o nivel soroldgico, porém com definicdo menor que o nivel de alelos, sdo denominados
métodos de resolucdo intermediaria. Finalmente, os que geram a informacao da sequéncia de
nucleotideos, permitindo a precisa identificacio de um alelo HLA (exemplo HLA-A*0201), séo
denominados de alta resolucao. A tipificacdo de alta resolucdo pode ser obtida por sequencia-
mento direto automatizado de um gene HLA (SBT) ou pelo uso de amplos painéis de sondas

para oligonucleotideos que testam todas as regides conhecidas de um determinado gene.

No sentido de interpretar os resultados da tipificacdo HLA e de selecionar doadores
para transplantes, € necessario saber qual € o nivel de resolucdo utilizado nos testes. Um
paciente e um doador que sao compativeis nos antigenos HLA-A e -B por método de baixa

resolucdo podem néo ser idénticos para alelos HLA-A e/ ou -B em métodos de alta resolucéo.

Os estudos populacionais que fornecem informacdes antropoldgicas, essenciais para
fins de transplante, sao basicos para as abordagens de predisposicdo genética e dos mecanis-
mos moleculares relacionados ao desenvolvimento de enfermidades. As analises profundas
do polimorfismo do sistema HLA em populagcdes miscigenadas podem revelar diferentes
frequéncias de alelos e haplotipos de HLA, em comparacdo com outros grupos raciais
e étnicos, o que pode influenciar as associacoes entre HLA e doencas. Essas diferencas
contribuem para a discriminacdo entre alelos diretamente envolvidos no desenvolvimento

de doencas e aqueles apenas intimamente ligados.

Nesse sentido, alguns estudos ja foram conduzidos em populacdes da América do

Sul. Pesquisas realizadas entre mesticos, na Venezuela, que representam uma mistura de



aborigenes mongoloides primitivos, imigrantes caucasoides europeus e negros trazidos da
Africa ocidental, incluiram analises moleculares de HLA-DRB1, -DQA1 e -DQB1 e respecti-
vas frequéncias de alelos e haplotipos. Os alelos mais frequentes foram HLA-A*02, -B*35,
-CW*7, -DRB1*0407, -DRB1*1407 e -DRB1*0411. Entre os haplotipos, foram encontrados o
HLA-A*29B*44 e o HLA-B*44 DRB1*0701°°.

Em outro estudo realizado no Uruguai em 2003, com 346 receptores de TCTH, 298
foram analisados quanto ao polimorfismo do HLA-A, -B e -DR, observando-se as respec-
tivas frequéncias dos alelos. Os mais prevalentes foram: -A*02 (28,97%), -B*35 (12,49%)
e -DRB1*04 (15,24%). Somente para o locus HLA-DRB1 o desvio do equilibrio de Hardy-
-Weinberg (HW) foi altamente significativo. Os hapldtipos mais comuns foram A*02B*51 e
A*02B*07 para HLA-A, -B, e A*"02DRB1*01 e A*02- DRB1*04 para HLA-A-DRB1%7%,

Ja no Brasil, em 2002, o Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (Hemepar)
publicou analise de 1.600 doadores voluntarios de medula dssea cadastrados no Registro
Brasileiro de Doadores Voluntarios de Medula Ossea (Redome), caracterizados como cauca-
soides (1.183), orientais (13), e negroides (333) que incluiam negros, mulatos e cafuzos, além
de um grupo de 71 individuos nado identificados por etnia. Os hapldtipos mais frequentes
na amostra total foram HLA-A*01B*08DR*03 (0,02%), HLA-A*29B*44DR*07 (0,01%) e HLA-
-A*03B*07DR*15 (0,01%). Para essa analise, foi considerado um cut off de 0,001 para as
frequéncias dos haplotipos mais prevalentes. Nesse estudo, foi ainda ressaltado que o grupo
oriental apresentou distribuicdo peculiar, ndo sendo verificado nenhum dos 20 haplotipos
mais frequentes encontrados em outros grupos étnicos. Entre os orientais, o hapldtipo mais
frequente foi o HLA-A*33B*44DR*13%.

Adicionalmente, em concordancia com estudos anteriores realizados na populacao
paranaense, foi verificado que os grupos alélicos HLA-A*02 (0,229) e HLA-B*35 (0,114) sio
os mais frequentes, diferindo, no entanto, dos estudos de Prado et al.,, no qual HLA-B*05

(0,132) foi o0 mais frequente?.

Esses estudos populacionais sao importantes porque, conhecendo as frequéncias HLA,
podem-se estimar as chances de se encontrar um doador compativel para um paciente de
um grupo étnico especifico. Contudo, apenas esse conhecimento da frequéncia nao € sufi-
ciente e depende da existéncia de um amplo registro de doadores voluntarios com diversidade

genética, suficientemente abrangente e com frequéncias igualmente prevalentes.
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A nomenclatura das especificidades HLA ¢ definida por um comité internacional que
se reune periodicamente para nomear alelos recentemente descobertos e rever a nomencla-

tura vigente, e esta exemplificada no Quadro 2 e na Figura 5.

Quadro 2 - Nomenclatura do antigeno leucocitario humano segundo a classificacdo de 2002

Exemplos L
de Nomenclaturas Significado
CLASSE |
HLA-A, -B, -C Genes do HLA de Classe | que codificam as moléculas de Classe | classicas

Moléculas ou antigenos do HLA de Classe | definido por sorologia, mostrando
exemplos de antigenos em cada tipo

HLA-A*, -B*, -C* HLA de Classe |, definido por biologia molecular

HLA-A2, -B1, -Cw2

HLA de Classe I, locus A, antigeno 02 (codificado por varios

HLA-A"02 alelos), anteriormente definido pela sorologia como HLA-A2

HLA-A*0201 HLA de Classe |, locus A, grupo alélico 02, alelo especifico 01

CLASSE Il

HLA-DR, -DQ, -DP Principais regides do HLA de Classe I

HLA-DR1 HLA de Classe Il, locus -DR, antigeno 1, definido por sorologia

HLA-DRB1* HLA de Classe Il, locus -DR, cadeia 3, gene 1, definido por biologia molecular
HLA-DRB1*13 HLA de Classe I, locus -DR, cadeia B, gene 1, grupo alélico 13 (codificado por varios

alelos), antes definido pela sorologia como HLA-D

HLA de Classe I, locus -DR, cadeia B, gene 1, grupo alélico 13, alelo 1 (representa um

HLA-DRB1*1301 . ~
alelo especifico e ndo um grupo de alelos)

HLA-DRB1*1301N Alelo nulo

HLA-DRB1*130102 Alelo que difere por uma mutagéao sindénima
HLA-DRB1*13010102 Alelo que contém uma mutacéo fora da regido codificadora
HLA-DRB1*13010102N Alelo nulo com uma mutacdo fora da regido codificadora

Fonte: adaptado de Marsh et al., 2002.

Separador Sufixo usado para denotar

Hifen usado para separar o nome do .
Separadores de campo mudancgas na expressio

gene do prefixo de HLA

e HLALA¥02:101:01:02N

P o o T T

Campo 1: grupo alélico Campo 4: usado para mostrar
diferencas na regido néo codificante

Campo 2: proteina HLA especifica

Campo 3: usado para mostrar
substituicoes sindbnimas na regido codificante

Figura 5 - Nomenclatura atual do antigeno leucocitdrio humano. Cada alelo de HLA tem um ndmero unico, correspon-
dendo a até 4 campos de digitos separados por ":". O tamanho da designacéo do alelo é dependente da sequéncia do alelo
e genes proximos. Todos os alelos recebem pelo menos um nome de 4 digitos, que correspondem aos campos 1 e 2; os
campos 3 e 4 s6 sdo designados quando necessario

Fonte: adaptado de http://hla.alleles.org/announcement.html. Acesso em 25/ 01/ 2011.



1.5 ldentificacdo de doadores voluntarios ndo aparentados
para transplante de células-tronco hematopoéticas

Um doador compativel pode ser identificado para, aproximadamente, de 50% a

809% dos pacientes para os quais uma busca de doador nao aparentado foi iniciada.

A probabilidade de se identificar um doador aumenta se ele e o paciente possuem
a mesma origem étnica ou racial. As chances de encontrar um doador idéntico também
aumentam quando o paciente tem dois haplotipos e gendtipo de HLA estendido comuns.
Um desequilibrio de ligacao fortemente positivo entre HLA-B e -C e entre HLA-DR e -DQ
aumenta as possibilidades que um doador HLA-A, -B, -DR idéntico seja também para HLA-C
e -DQ. Por outro lado, a falta de identidade em HLA-B e -DR aumenta as chances de HLA-C

e -DQ também serem incompativeis, respectivamente.

Quando um doador compativel HLA-A, -B, -DR ndo estiver disponivel, a selecdo sera
feita entre doadores parcialmente idénticos. Nesse caso, deve-se evitar a incompatibilidade
em HLA-B e -DR, pelo risco de aumento do numero total de incompatibilidades. A importancia

da tipificacdo HLA-DP e -DQ ainda precisa ser explicitada na selecao de doadores para TCTH.

Em 1994, Anasetti e Hansen demonstraram a relevancia do vetor da compatibili-
dade HLA no risco de faléncia do enxerto e DECH aguda (DECHa) em TCTH haploidéntico
aparentado. O vetor (direcdo) pode ser definido por: enxerto-contra-hospedeiro (ECH) ou
hospedeiro-contra-enxerto (HCE) alorreacéo. A presenca de antigenos e alelos no doador
nao compartilhados pelo receptor determina o reconhecimento HCE. Por outro lado, a pre-
senca de antigenos e alelos no receptor ndo compartilhados pelo doador determina o vetor
no sentido ECH. A falta de identidade entre paciente e doador pode ser ainda bidirecional
se ambas as situacoes estdo presentes. A incompatibilidade unidirecional em que prevalece
o vetor ECH ocorre quando o doador € homozigoto e o receptor € heterozigoto e compar-
tilha um alelo ou um antigeno com o doador (exemplo: paciente A*0201,*0205 e doador
A*0201,*0201). O sentido inverso (HCE) ocorre quando o paciente é homozigoto e o doador
é heterozigoto e compartilha um alelo com o paciente (exemplo: paciente A*0201,*0201 e
doador A*0201, *0205)"2529-32,
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Enquanto os genes do MHC e suas proteinas representam a maior barreira para os
transplantes de 6rgaos e tecidos, a disparidade para antigenos codificados por genes locali-
zados fora do MHC, denominados antigenos menores de histocompatibilidade (mHA), tam-
bém pode provocar significativa resposta imune alogénica. Os mHA sdo pequenos peptideos

enddgenos polimorficos que sdo reconhecidos pelas células T de uma forma MHC restrita.

O sistema génico HLA ndo € o unico que codifica moléculas que se comportam como
marcadores da histocompatibilidade. Os antigenos secundarios de histocompatibilidade
(MiAgs), H-Y e ABO, também se relacionam com o sucesso e o insucesso de um transplante.
No entanto, o sistema HLA € considerado um dos mais importantes fatores genéticos, pois
seus produtos, fortemente imunogénicos, sao de maior impacto no processo de rejeicao. Ja
os antigenos secundarios sao codificados por genes muito menos polimdrficos em compa-

racdo com o MHC e nao foram abordados com detalhes nesta revisao?5333°,

O impacto da compatibilidade entre o doador e o receptor na evolucéao clinica apds
os TCTH assumiu vital importancia, principalmente nos transplantes com doadores nao apa-
rentados. O desenvolvimento do conhecimento tem produzido informacdes detalhadas para
a escolha do melhor doador possivel no que concerne a prevencao tanto das complicacoes
imediatas quanto das tardias e ao aumento significativo dos individuos que passam a ser

beneficiados com essa técnica?*0%,

A utilidade clinica da tipificacdo por método baseado em DNA para a selecao de
doadores esta bem clara em pelo menos dois aspectos:

e A identificacdo e a priorizacdo de doadores com a melhor compatibilidade possivel (a
compatibilidade acurada e completa reduz os riscos de faléncia do enxerto e de DECH,
com impacto positivo na sobrevida).

e Aidentificacdo e a ndo utilizacdo de doadores incompativeis para inimeros alelos (dis-
paridades em varios /oci estdo associadas com o aumento dos riscos de faléncia do

enxerto, de DECH e de mortalidade).

Os requisitos minimos para a compatibilidade HLA podem variar com a situacédo
clinica. Existem dados comprovando que, na auséncia de doadores compativeis em nivel
alélico, o uso de um doador com um Uunico alelo diferente ndo necessariamente reduz a

sobrevida®®. Os fatores que regem em que situacOes a incompatibilidade genética sera ou



nao tolerada sao extremamente complexos e dependentes das diferencas entre os alelos ou
antigenos do bindmio doador-receptor, do procedimento relacionado ao transplante (regi-

me de condicionamento e imunossupressdo) e de outras variaveis nao ligadas ao HLA.

As analises para a compreensao das disparidades de Classes | e Il em populagdes
etnicamente diversas submetidas aos transplantes sdo necessarias no sentido de entender
como diferencas em qualidade e quantidade, no que concerne as incompatibilidades, podem

ser adicionadas as permissividades identificadas sem comprometer os resultados'®'3143537-40,

1.6 Os registros brasileiros de doadores voluntarios para os
transplantes de células-tronco hematopoéticas — uma
Politica de Saude

A constituicdo de registros internacionais de doadores ndo aparentados permitiu a
expansao do numero de pacientes que se beneficiam com o procedimento de TCTH. Contudo,
as limitacdes ainda sdo grandes, ja que esses registros, com cerca de 14.500 milhdes de
doadores voluntarios, ttm, em sua maioria, uma grande representacao de individuos cauca-
sianos (85%), ndo atendendo adequadamente, portanto, as populacées mais miscigenadas

€ as minorias étnicas, como orientais, negros e indigenas?"#3641,

As alternativas viaveis para populacdes como a brasileira, com caracteristicas tao
peculiares quanto a miscigenacao, sao o estabelecimento de um' Registro Brasileiro de
Doadores Voluntarios de Medula Ossea (Redome) representativo e de uma Rede Nacional de
Bancos Publicos de Sangue de Corddao Umbilical e Placentario para Transplantes de Células-

-tronco Hematopoéticas (BrasilCord)22641,

1.6.1 O Registro Brasileiro de Doadores Voluntarios de Medula Ossea

O Redome foi criado em 1993, na Fundacao Pro-Sangue, em Sdo Paulo. Entretanto,
somente a partir de 1999, com sua incorporacao, por determinacgao do Ministério da Saude,
ao Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), foi possivel a amplia-

cdo e a aplicacao de recursos especificos na busca de doadores. Para tal, foi fundamental a
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contribuicdo do Ministério da Saude por meio da requlamentacdo e do ressarcimento dos
procedimentos envolvidos com o cadastro e a selecdo de doadores, pesquisas em registros

nacionais e internacionais, testes laboratoriais, coleta e transporte de unidades de CTH.

Nesse periodo de transicao, de 2000 a 2003, cerca de 45 mil doadores foram cadas-
trados no registro, e apenas dois centros de referéncia (Hospital Universitario da Universi-
dade Federal do Parana - HCUFPR e INCA), realizavam os transplantes proporcionados pelo

sistema Redome.

Em funcdo da crescente demanda de doadores ndo aparentados no pais e da comple-
xidade que envolve o procedimento, foram iniciados esforcos no sentido de reestruturar e
ordenar o Sistema Nacional de Transplantes de Células-tronco Hematopoéticas, conferindo
a ele, principalmente, equidade, agilidade e confiabilidade. Dessa forma, através de
regulamentacdo especifica, foi centralizada a geréncia técnica dessa atividade no INCA,
estabelecida uma divisdo estrutural e operacional do Redome e do Registro Nacional de
Receptores de Medula Ossea (Rereme), bem como o credenciamento de oito novos centros

de transplante.

Como estratégia operacional para o crescimento do Redome em numero de doadores,
na abrangéncia das caracteristicas populacionais e na agilidade da disponibilidade para
busca, foi desenvolvido, em 2005, o sistema Redome-net, através de cooperacdo entre o
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS) e o Setor de Tecnologia
da Informacéo do INCA. Esse sistema permite a inclusdo de doadores no cadastro através
de conexao direta com hemocentros e laboratorios de imunogenética em todo o pais. Essa
acdo, somada a intensa atividade na area de comunicacdo e as campanhas estruturadas
envolvendo empresas, organizacdes publicas, privadas e representantes da sociedade em
geral, modificou o cenario existente, proporcionando, em apenas seis anos, uma evolugao

do cadastro para mais de 2 milhdes de doadores, até dezembro de 2010.

1.6.2 A Rede Nacional de Bancos Publicos de Sangue de Cordao Umbilical
e Placentario para Transplantes de Células-tronco Hematopoéticas

Na ultima década, varios estudos demonstraram o potencial das células obtidas do

sangue do corddo umbilical e placentario (SCUP) que, contendo niimero suficiente de células



progenitoras, pode ser utilizado como fonte para reconstituicdo hematopoética. Essas
c€lulas sdo menos imunorreativas que as da medula dssea, permitindo a sua utilizagdo num
projeto de banco ou registro de SCUP e proporcionando transplantes ndo aparentados idén-

ticos ou parcialmente idénticos com menos complicacdes®*2

Nos ultimos 15 anos, o SCUP de irmao recém-nascido ou existente em um Banco foi
utilizado como fonte de células progenitoras em mais de 10 mil transplantes. Para seu uso,é
necessario, portanto, o estabelecimento de um amplo painel de doadores ou um Banco de
SCUP (BSCUP).

No mundo inteiro, existem mais de 450 mil unidades de SCUP armazenadas. A propor-
cao de células-tronco por volume no SCUP pode ser maior do que nas coletas de medula
o0ssea. Quanto as doencas infecciosas, recomenda-se muita cautela, processando as amostras
com testes de rastreamento para as principais afeccdes prevalentes no ambito materno-fetal
e as transmitidas pelo sangue. Da mesma forma, a principal maneira de se reduzir a possi-
bilidade de transmissdo de doencas genéticas ¢, além dos testes disponiveis, a obtencdo de
questionarios bem delineados e aplicados a fim de identifica-las na histdria familiar®4546,

Quanto aos aspectos éticos, trata-se de material de facil obtengéo e descartavel. E
necessaria a obtencdo de consentimento materno para sua coleta e armazenamento, bem
como para a utilizacdo no BSCUP. No sentido de preservar possiveis solicitacdes futuras,
todas as informacdes sao confidenciais e a identificacdo nos questionarios e nos prontuarios

maternos € substituida por cddigos logo que a unidade seja liberada para uso do registro.

A menor reatividade imunologica das CTH do SCUP facilita a utilizacdo em
transplantes com maior grau de disparidade entre doador e receptor, o que aumenta a poten-
cialidade de utilizacdo de cada amostra, fazendo com que um estoque muito menor de
doadores possa atender a populacdo. Duas grandes desvantagens desses bancos, no entanto,
em relacdo aos registros de doadores nao aparentados, sao a limitacao representada pela
necessidade de um numero minimo de CTH (portanto esses bancos atendem preferencial-
mente a criancas, pelo baixo peso corporal) e a necessidade de estabelecer um banco com
armazenamento fisico de amostras. Nos registros, ha apenas a coleta de amostras € o
armazenamento de dados. A coleta de CTH ocorre apenas no momento do transplante,

quando o doador e o receptor ja foram identificados.
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Desde o primeiro transplante de SCUP bem-sucedido em um paciente com anemia
de Fanconi, em 1988, os conhecimentos na area evoluiram e bancos se desenvolveram em
todo o mundo. A Associacdo Eurocord foi organizada para padronizar métodos de coleta,
testes e criopreservacao de SCUP de doadores aparentados ou ndo aparentados, para estu-
dar as propriedades dessas células e para criar um registro proprio para esses transplantes
na Europa. Até 2002, varios centros faziam parte desse registro com 650 transplantes ja

realizados®4647.

Em 2001, foi inaugurado no INCA, no Rio de Janeiro, o primeiro Banco publico de
SCUP do pais que, desde entdo, vem contribuindo para o desenvolvimento dessa area com
treinamento de pessoal; difusdao de conhecimentos e tecnologia; apoio aos orgaos com-
petentes como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa); desenvolvimento da

regulamentacao especifica; projeto-piloto para o estabelecimento da BrasilCord.

Esse Banco possui a capacidade instalada para armazenar 10.600 unidades e encontra-
-se em pleno funcionamento. Os procedimentos de captacdo de doadores, coleta, transporte,
processamento, criopreservacao e fornecimento de unidades de SCUP estdo bem estabele-
cidos e sequem as normas vigentes nacionais e internacionais. A média de unidades coletadas

¢ de 100 por més, e cerca de 4.500 unidades foram armazenadas até setembro de 2010.

O estabelecimento da BrasilCord se concretizou pela publicacdo da Portaria do
Gabinete Ministerial do Ministério da Saude (GM/ MS) n° 2.381, em outubro de 2004, incor-
porando imediatamente os Bancos do Hospital Israelita Albert Einstein, do Hemocentro de
Campinas e do Hemocentro de Ribeirdo Preto. A rede prevé o estabelecimento de um total
de 13 Bancos em diferentes capitais do pais a fim de atender a diversidade étnica. Para
cumprir essa meta, o INCA, responsavel pela organizacdo, pelo desenvolvimento e pela
implantagdo da BrasilCord, obteve financiamento através de projeto de cunho social do
Banco Nacional do Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES) e, até dezembro de 2010,
11 BSCUP ja foram inaugurados, contemplando as seguintes cidades: Rio de Janeiro, Sdo
Paulo (2), Campinas, Belém, Recife, Brasilia, Florianopolis, Fortaleza, Porto Alegre, restando

ainda Curitiba e Belo Horizonte a inaugurar.

As unidades de SCUP armazenadas também fardo parte do Redome por meio do
Registro Nacional de Sangue de Corddo Umbilical (Renacord), que retne as informacdes das

unidades armazenadas pela BrasilCord. A distribuicdo geografica dos BSCUP nao deve ser



uma preocupacao, em virtude de o acesso estar disponivel a qualquer centro de transplante
que necessite. O transporte das células para transplante em qualquer ponto do pais nao

representa dificuldade operacional maior.

A rede pode ser expandida futuramente, de duas maneiras: aumentando o numero
de centros de captacdo e processamento, e criando um ou mais centros de grande capa-
cidade de armazenamento. Isso devera ocorrer depois que a rede inicial de 13 centros for

implantada e sua viabilidade técnica e econdmica demonstrada.

1.6.3 0 Registro Nacional de Receptores de Medula Ossea

Em 2 de maio de 2006, foi publicada a Portaria n° 931 do Ministério da Saude, que
aprova o Regulamento Técnico para Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas e con-
trola toda a atividade no Brasil. Ressalta-se que cerca de 90% desses procedimentos no pais

ocorrem em instituicdes publicas, credenciadas ou filantropicas, com recursos publicos.

A portaria estabeleceu as regras necessarias, considerando a importancia de orga-
nizar o acesso com equidade e otimizar a aplicagdo dos recursos para a manutencado e a

atualizacdo do cadastro nacional de doadores nao aparentados de CTH.

Em seu art. 6°, Paragrafo Unico, estabeleceu que o Sistema Nacional de Transplantes
contara com a assessoria técnica do INCA* nas atividades relacionadas ao TCTH. Estabeleceu
ainda o programa informatizado de gerenciamento do Rereme, que contribuira para o cadastro
unico de pacientes candidatos ao TCTH alogénico. Dessa forma, o INCA, que desenvolveu esse
sistema de registro, mantera os cadastros do Redome, que incluem os dados da BrasilCord

e do Rereme, atualizados com as situacoes clinicas dos receptores e dos doadores.

1.7 Planejamento estratégico dos registros

A pesquisa de doadores e a obtencdo de uma unidade de CTH nao aparentada no
Redome vem superando anualmente o procedimento com unidades de procedéncia inter-
nacional. Com o crescente numero de doadores cadastrados, sera alcancada, em um futuro

breve, a possibilidade de encontrar um doador compativel para a maioria dos pacientes

37



38

necessitados. Trata-se de uma alternativa concreta a necessidade de doadores internacionais,
reduzindo o custo de obtencdo e distribuicdo por unidade, que atualmente €, em média,
60 mil reais (sem incluir o valor referente ao TCTH propriamente dito). Tratando-se de
procedimento que, em geral, envolve maiores complicacdes e complexidade em razdo das
possiveis disparidades imunoldgicas existentes (DECH, rejeicéo, etc), torna-se fundamental

buscar outras solucdes para a aplicacdo adequada de recursos no pais.

Esse crescimento foi alcancado com o auxilio de politicas publicas que acarretaram
um esforco multiplicador de diversas instituicdes publicas no sentido de ampliar a captacao
de novos doadores e melhorar a infraestrutura dos registros de modo a atender a demanda

crescente.

Além disso, a constituicdo da BrasilCord, que levou a um aumento de unidades de
SCUP armazenadas e disponibilizadas através do Renacord, tem possibilitado uma progres-
siva utilizacdo de CTH de SCUP, principalmente no contexto de uma populacdo jovem e com

grande diversidade étnica'.

A partir de agora, faz-se necessario um planejamento estratégico que gere agoes
integradas para um crescimento dos Registros que levem a autossuficiéncia. Uma dessas
acoes € o estudo das frequéncias dos alelos e haplotipos detectados nos cadastros do Redo-
me, do Renacord e do Rereme, por etnia e por naturalidade do doador, o que pode encurtar
a procura de um doador ideal, pois a busca inicial podera ser efetuada dentro do proprio
grupo étnico do paciente no qual ha, teoricamente, maiores possibilidades de encontrar-se
um doador compativel. Por outro lado, o conhecimento dessas frequéncias permite estimar
as reais chances de um paciente em lista de espera encontrar um doador HLA idéntico ndo

relacionado, além de facilitar e direcionar o planejamento do crescimento do Registro.

Nesse sentido, a analise das frequéncias dos alelos e dos hapldtipos encontradas
para os doadores inscritos no Redome, representa uma excelente amostragem da constitui-
cao genética da populagdo brasileira. Esses dados podem servir de controle para a analise e

para pesquisas de inumeros segmentos de uma populacdo a ser estudada.

Torna-se importante, para a abrangéncia do Registro, que mais centros de captacao
sejam agregados em todas as regides do pais, 0 que contribui para a maior diversidade gené-

tica representativa da populacao brasileira. Isso € especialmente importante no planejamento



de novas unidades de coleta de SCUP, pois o conhecimento da origem de haplotipos raros
necessarios para a populacdo doente permitira o direcionamento para o estabelecimento de

novos bancos em diferentes regides do pais, onde esses haplotipos sejam mais frequentes.
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CAPITULO 2

A doenca do enxerto-contra-hospedeiro

O TCTH vem sendo utilizado ha pouco mais de 50 anos como terapia para o tratamen-
to de doencas hematoldgicas benignas e malignas, autoimunes e diversas outras, inclusive

em alguns tipos de tumores solidos.

Esse transplante consiste em injetar células-tronco em pacientes imunossuprimidos.
Essas células podem ter origem na medula 6ssea, no sangue periférico mobilizado ou no
sangue de corddao umbilical. Quanto ao tipo de doador, o TCTH pode ser autologo, no qual o
doador € o proprio paciente, alogénico, em que o doador € alguém compativel geneticamente
(sistema HLA) com o paciente, podendo ser um parente ou alguém néo relacionado, e, por

fim, singénico, que ocorre entre irmaos gémeos.

Um dos problemas que persistem no TCTH € a DECH. A maioria dos receptores do
transplante alogénico desenvolve algum grau da DECHa apds o transplante. A DECH é media-
da por fatores imunoldgicos e € definida como uma enfermidade sistémica que rapidamente
progride, caracterizada por imunossupressao e injuria tissular em varios 6rgaos como pele,

figado e intestinos'.

A doenca pode se manifestar da forma aguda ou cronica. A DECHa ocorre nas pri-
meiras semanas apos o transplante, sendo mais frequente e severa quando os HLA ndo sao
idénticos ou no transplante nio relacionado. A DECH crénica (DECHc) é uma doenca ainda
pouco conhecida. Antigamente, o paciente que apresentasse a doenca depois de 100 dias
pos-transplante, ou uma DECHa continuada até depois do dia 100 pos-transplante, era
classificado como DECHc. Na verdade, hoje em dia, sabe-se que a DECHa pode se manifestar
apods trés meses do transplante, assim como os sintomas da DECHc podem se desenvolver

juntamente com a aguda, ou seja, as duas formas podem ocorrer concomitantemente®.

A primeira descricdo da DECH veio de experimentos documentados em roedores
que tiveram reconstituicdo hematopoética apos irradiacdo letal da medula*. Animais que
receberam enxertos de células-tronco singenéicas, ou seja, células retiradas de animais
isogénicos, recuperaram-se da toxicidade da radiagdo (doenca primaria) e aparentaram nor-

malidade. Animais que receberam os enxertos de células-tronco de descendéncia diferente,

o
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ou seja, com diferentes MHC, recuperaram-se da doenca primaria, porém desenvolveram
uma doenca secundaria, que hoje é conhecida como DECH. Esses animais desenvolveram
eritema, diarreia, doenca hepatica, e todos esses sintomas levavam a uma destruicdo severa
que resultava em morte. Anos antes, outros pesquisadores descreveram o efeito enxerto-
-versus-leucemia em animais. Animais que receberam células-tronco alogénicas e células
leucémicas conseguiram se livrar da leucemia apos o transplante, enquanto os animais que

receberam células singénicas nao ficaram curados da leucemia.

Billingham® postulou as condi¢bes necessarias para a inducao da DECH. Primeiro, o
enxerto deve conter células imunologicamente competentes. Segundo, o hospedeiro tem que
parecer estranho para o enxerto e deve ser capaz de estimular as células do doador. Final-
mente, o sistema imune do hospedeiro deve ser incapaz de gerar resposta imune (evitando
assim a rejeicdo do enxerto), por um tempo suficiente para que o enxerto seja sensibilizado
e o ataque imunologico ao hospedeiro seja aumentado. Diferencas antigénicas estimulam
os linfoécitos do doador a atacar primeiramente as células epiteliais e as membranas mucosas

na pele, no trato gastrointestinal (TGI) e nos ductos biliares.

Ainda que Billingham tenha desenvolvido esse modelo para descrever as observacoes
vistas apos o TCTH, existem outras descricdes para apresentacdes incomuns da DECH. Por
exemplo, pacientes imunoincompetentes, tais como pacientes que tenham recebido quimio-
terapia intensiva produzindo aplasia, ou criancas que nasceram com imunodeficiéncias,
desenvolveram DECH apos receberem transfusdes de sangue contaminadas com linfocitos
viaveis®. Esses pacientes ndo podem aumentar a resposta imunoldgica suficientemente para
rejeitar esses linfocitos e, por isso, podem desenvolver DECH. A transfusional difere da sequida
ao transplante alogénico em um aspecto significante: a primeira causa aplasia da medula
e muitos pacientes apresentam nao somente rashs, diarreia e elevada fungdo hepatica, mas
também pancitopenia. A DECH causada pela transfusdo de sangue pode ser prevenida com a
remocao ou a destruicdo dos linfdcitos que sao recolhidos através de irradiacdo ou filtracdo.
Existem ainda outros casos de DECH ndo relacionadas com o TCTH, tais como DECH relacio-
nada aos transplantes de figado ou de pancreas”®. Em ambos os casos, dois fatores de risco

sao considerados os principais: a idade do receptor do 6rgao e a correlacdo dos HLA.

O MHC ¢ uma regido genética definida inicialmente pela rejeicdo dos enxertos de
pele entre camundongos geneticamente incompativeis. Em humanos, o MHC, conhecido
como regido do HLA, compreende cerca de 3 megabases (Mb) localizadas no braco curto do

cromossomo 6. Essa regido contém cerca de 200 genes, dos quais muitos estdao envolvidos



com resposta imune e alguns exibem um extensivo polimorfismo genético. Os genes que
codificam moléculas HLA Classe | (A, B e C) e Classe Il (DR, DQ e DP) sdo os loci com maior
polimorfismo humano, nos quais cada locus (por exemplo o HLA-B ou -DRB1) tem mais
de 300 alelos. Os HLA de Classe | estdao envolvidos na apresentacdo de peptideos para as

células T CD8*, e as moléculas de Classe Il apresentam antigenos para as células T CD4+.

Na DECH, o ataque aos tecidos do receptor do enxerto de células-tronco é mediado
pelas células T alorreativas®. Moléculas de HLA tém um efeito maior no transplante, devido
ao papel fundamental que desenvolvem na ativacdo das células T e na alorresposta. Uma
quantidade significativa das cé€lulas T circulantes sao alorreativas, isso €, elas reconhecem
HLA estranhos, ou “nonself. As diferencas estruturais codificadas pelas sequéncias de poli-
morfismos no HLA de Classes | e Il induzem a ativagao das células T e as reac6es imunoldgicas

mediadas pelas células T alorreativas e pelos anticorpos anti-HLA produzidos pelas células B.

Mesmo com HLA idénticos entre pacientes e doadores, um grande numero de pacientes
ainda desenvolve DECH. Isso esta relacionado a diferencas nos antigenos de histocompa-
tibilidade menor. A existéncia de sistemas de antigenos segregados nao HLA tem sido
mostrada em diversos modelos animais. Entretanto, esses nao foram precisamente definidos
em humanos. A maioria dos antigenos menores € expressa na superficie celular como pep-
tideos degradados ligados a moléculas de HLA especificas. Por isso, a selecdo de um doador
sem familiares € limitada. O paciente tem cerca de 20% a 30% de chances de encontrar
um doador compativel entre sua familia. Quando esses nao existem, ha a possibilidade de
se recorrer a um banco de doadores voluntarios ou banco de sangue de cordao umbilical™.
Contudo, transplantes alogénicos nao aparentados aumentam ainda mais a chance de o

paciente desenvolver a DECH.

2.1 A doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda

Mesmo com uma terapia imunossupressora adequada no pos-transplante, a DECHa
€ ainda a maior causa de morbidade e mortalidade no pos-TCTH, mesmo em pacientes que
receberam enxertos com HLA idéntico". Mais de 30% dos pacientes que recebem o TCTH de
doadores relacionados, ou seja, com HLA idéntico, e a maioria dos pacientes que recebem
enxertos de outras fontes, ou seja, doadores nao aparentados, desenvolvem DECHa grau |,

independente da profilaxia imunossupressiva'2

ar.
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A disparidade entre os HLA é o fator de maior predisposicao dos pacientes a
desenvolverem a DECHa. Entretanto, outros fatores relevantes tém sido identificados como
de predisposicdo para o desenvolvimento da doenca, por exemplo, idade do paciente, idade do
doador, diferencas de sexo (doadora feminina e paciente masculino), antigeno de histocom-
patibilidade menor em transplantes HLA relacionados, fonte e dose das CTH, intensidade do

regime de condicionamento e profilaxia da DECH'™.

O modelo proposto para o aparecimento da DECHa tem trés fases'®. Na primeira,
o regime de condicionamento produz injuria tissular, em que quimiocinas e citocinas
inflamatdrias sdo liberadas e as células dendriticas do receptor sdo ativadas no baco e nos
tecidos periféricos. Apos a infusao das CTH, as células T do doador reconhecem antigenos
do receptor manifestados pelas APC ativadas e fazem uma expansao clonal. Assim, mais
quimiocinas e citocinas sao liberadas e as células efetoras nao especificas, como células
NK, monocitos e macrofagos, sao ativadas. Na terceira fase, a injuria do tecido ocorre.
Queratindcitos morrem por apoptose na pele, no figado e nos intestinos, em razado do
desequilibrio entre as citocinas, e as células T autorreativas do doador atacam o restante

do sistema imune do receptor.

As manifestacdes clinicas da DECHa sdo, basicamente, dermatite, enterite e hepatite.
A graduacdo clinica da doenca € obtida de acordo com o grau de comprometimento da
pele, volume de diarreia e niveis de bilirrubina encontrados no sangue’. A Tabela 1 mostra
o sistema de estadiamento da DECHa, e a Tabela 2 mostra a graduacéo da doenca de acordo

com o acometimento dos 6rgéos.

Tabela 1 - Critérios para o estadiamento dos 6rgaos com doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda

Estagio Pele Figado TGl

0 Nada Bilirrubina < 2 mg/dl Nada

| Rash macropapular < 25% da superficie Bilirrubina de 2 mg/dl a | Diarreia > 500-1000 ml/dia,
corporal sem outros sintomas associados 3 ml/dl nausea e emese

Rash macropapular ou eritema com prurido
Il ou outro sintoma associado cobrindo de >
25% a < 50% da superficie corporal

Bilirrubina de 3 mg/dl a | Diarreia > 1000-1500 ml/dia,
6 ml/dl nausea e emese

Eritroderma generalizado ou erupgéo vesi-
] cular com formacéo de bolhas cobrindo >
50% da area da superficie corporal

Bilirrubina de 6 mg/dl a | Diarreia >1500 ml/dia,
15 ml/dI nausea e emese

Dermatite esfoliativa generalizada ou der- S Dor abdominal severa e
\Y . : , Bilirrubina >15 ml/d| A ;
matite ulcerativa ou formagao de bolhas paralizacdo do ileo

Fonte: adaptado de Przespiorka et al., 1995.



Tabela 2 - Graduacdo da doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda

Estagio
Grau Pele Figado TGl Deoiamerto
0 (nenhuma) 0 0 0 0
I (leve) la2 0 0 0
Il (moderada) 1a3 1 1 1
Il (severa) 2a3 2a3 2a3 2
IV (risco de vida) 2a3 2a3 2a3 2a4

Fonte: adaptado de Przespiorka et al., 1995.

A pele é um alvo inicial da doenca e geralmente é o 6rgdo mais comprometido,
comecando pelas palmas, méos, planta dos pés, orelhas e mucosa oral (Figura 6). Em geral,
os achados na pele precedem aos achados no figado e no TGI. Inicialmente lesdes eritema-
tosas sao vistas. Em casos mais severos, as manchas se juntam em um eritema confluente
(grau 1ll) e pode haver comprometimento da subepiderme, levando a formacédo de bolhas
(grau IV - Figura 7). O principal sinal do envolvimento do TGl é a diarreia, com ou sem
sintomas de acometimento do TGI alto, como anorexia, nauseas e emese. A forma mais
severa de DECH nesse trato se manifesta com caimbras abdominais, sangramento ocasional

e paralisacdo do ileo™.

A DECHa no figado se manifesta por uma hiperbilirrubinemia e um aumento da fosfa-
tase alcalina', e, em menor grau, niveis de transaminases'. No entanto, a elevacdo isolada

dos niveis de fosfatase alcalina pode ser a unica manifestagdo do envolvimento do figado.

Figura 6 - Lesdes eritomatosas observadas na palma da méo e na planta dos pés de pacientes submetidos ao transplante
de células-tronco hematopoéticas, caracterizando estadiamento de pele graus | e Il
Fonte: banco de imagem CEMO.
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Figura 7 - Lesdes eritrodérmicas com formagédo de bolhas observadas na face de um paciente submetidos ao transplante
de células-tronco hematopoéticas, caracterizando estadiamento de pele grau IV
Fonte: banco de imagem CEMO.

O diagnostico e o gerenciamento da DECHa sao realizados através de bidpsias dos
tecidos envolvidos na doenca. Embora esteja descrito que sdo desprovidas de sensibilidade
e especificidade, quando as bidpsias sao positivas, podem ser utilizadas para a confirmacao
do diagndstico, mesmo com manifestacoes nao especificas, predizendo resultados e guian-

do a terapia imunossupressiva'®.

Tanto o tratamento como a prevencdo da DECHa sdo baseados na tentativa de inter-
romper o ciclo patofisioldgico da doenca (modelo de trés fases). Todos os tratamentos
atuais para a doenca afetam mais de um evento nesse ciclo por meio da imunossupressao
nao especifica relativa e de mecanismos anti-inflamatorios. Deve existir sempre o constante
balanco e a revisdo dos beneficios da terapia contra as duas principais complicacoes que
sao resultantes da imunossupressao e dos efeitos anti-inflamatorios: infeccdo e recaida da
doenca maligna. A recorréncia da doenca maligna € resultante do bloqueio do efeito benéfi-
co do enxerto-versus-leucemia, que esta associado a DECH. Entdo, os beneficios e a duragado
de todas essas terapias precisam ser balanceados constantemente contra as complicacoes
que elas trazem para o paciente, colocando sua vida em risco. Os principais tratamentos
contra a DECHa sdo divididos em duas fases, conforme visualizados na Figura 8 e explicados

mais adiante.



2.1.1. Terapia primaria

O gerenciamento inicial da DECHa usualmente € realizado com esteroides. Esteroi-
des em combinacdo com ciclosporina® ou com tacrolimus* tém sido considerados como
terapia padrdo para a administracdo da DECHa. Seus mecanismos de acdo ainda nédo sado
claros, mas estao relacionados a supressao da atividade de citocinas. A maioria dos centros
utiliza metilprednisolona (MP) em doses de 2,0 mg/kg. Altas doses também sio efetivas,
porém causam diversos efeitos colaterais e danos metabolicos severos, incluindo hipergli-
cemia, retencao de liquidos, enfraquecimento muscular e aumento na taxa de complicagdes
infecciosas. Entretanto, uma vez que seja notada melhora clinica, ndo existe nenhum
consenso relativo a melhor forma de diminuir os esteroides nos pacientes responsivos, mas

uma rapida diminuicdo, pode resultar em uma menor complicacdo relacionada aos esteroides.

Diagndstico da
DECH aguda Retirar MP

.-V gradativamente
Responsivo

o

Metilpredinisolona
2 mg/kg/dia | e

/S o .
Nao responsivo
v

22 linha de tratamento
R MP 2-5mg/kg
ATG, anti-IL-2, antiCD147

Dia O

12 linha de tratamento

Dia 7

Figura 8 - Fluxograma do tratamento da doenca do exerto-contra-hospedeiro aguda apos o seu diagnostico (Dia 0).
Primeira linha de tratamento consiste na administracio de MP 2 mg/kg/dia. No Dia 7, se ndo houver resposta do paciente,
¢ iniciada uma segunda linha de tratamento, na qual, além da MP continuada, sdo associadas uma ou mais terapias,
conforme discussao a sequir

Fonte: adaptado de Bacigalupo, 2007.

Aproximadamente 50% dos pacientes que sao tratados com esteroides na fase
inicial da doenca alcancam uma resposta parcial ou completa a terapia. O restante dos
pacientes necessita de uma terapia secundaria para o tratamento da DECHa refrataria a
esteroides.
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2.1.2. Terapia secundaria

Atualmente, ndo existe nenhum consenso sobre a definicdo da DECHa refrataria
a esteroides, nem sobre a melhor forma de administra-la. Numerosos agentes tém sido
testados, mas, infelizmente, com baixos resultados uniformes. A globulina antitimocitica
(ATG, do inglés antithymocyte globulin) tem sido a forma mais comum de imunossupresséo.
A ATG une-se aos linfocitos T circulantes, originando linfopenia e diminuicao das respostas
imunoldgicas das células T. Diferentes trabalhos tém mostrado a sua eficacia?*%, porém com
morbidade e mortalidade significantes, principalmente em razdo de complicacdes infec-
ciosas. A ATG pode causar reacdes febris, hipotensao, trombocitopenia €, em casos raros,
reacOes anafilaticas. Pacientes pré-tratados com ATG podem desenvolver desordens linfo-
proliferativas no pos-transplante, geralmente associadas ao virus Epstein-Barr (EBV).
Entretanto, cerca de 20% a 50% dos pacientes melhoram com a administracao do ATG, e,

no caso da DECH cuténea, sdo observadas respostas em cerca de 60% a 75% dos pacientes®.

Anticorpos monoclonais tais como daclizumab, visilizumab, infliximab e alemtuzumab
tém sido avaliados no tratamento e na prevencdo da DECHa. Daclizumab é um anticorpo
monoclonal imunoglobulina G1 (IgG1) que se liga diretamente ao CD25, que é o receptor de
interleucina 2 (IL-2). Assim, esse anticorpo compete com o IL-2 na ligagcdo ao seu receptor
(CD25). O infliximab é um anticorpo monoclonal quimera (camundongo-humano) IgG1 que
se liga tanto a subunidade soluvel quanto ao precursor de ligacdo na membrana do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o)?, o maior mediador da terceira fase na patogenia da DECHa.
Infliximab inibe uma larga quantidade de atividades biologicas do TNF-a pelo bloqueio
da interacao dessas moléculas com os seus receptores. Ele também pode causar a lise das
células que produzem o TNF-a*. Outro anticorpo humanizado, visilizumab, liga-se a cadeia
a ¢ de CD3, o receptor de células T. Visilizumab induz seletivamente a apoptose das células
T ativadas26, afetando predominantemente a segunda fase (fase efetora) na patogenia da
DECHa. O anticorpo antiCD52, alemtuzumab, utilizado para a deplecdo de células T, tam-
bém tem sido usado para o tratamento da DECHa. Como esse anticorpo € reativo tanto com
células T quanto com células B, o risco de desordens linfoproliferativas associadas a EBV ¢

baixo?’?. Esse anticorpo € muito utilizado no tratamento da DECHc.

Uma estratégia para aumentar a eficacia dos anticorpos monoclonais ou ligantes bio-
l6gicos tem sido associa-los a uma toxina (imunotoxina) que pode se grudar na célula-alvo

apropriada. Denileucina diftitox, que se liga ao receptor da IL-2, tem recebido consideravel



atencdo. Sequida a ligacdo do CD25, o fragmento catalitico A da toxina € translocado para

o citoplasma, interferindo na sintese proteica da célula, levando-a a morte®.

Em paralelo com as variadas experiéncias com anticorpos monoclonais e imunoto-
xinas, velhas e novas drogas quimioterapéuticas ou imunomodulatorias tém sido utilizadas
no tratamento da DECHa refrataria. Micofenolato mofetil (MMF) é o etiléster morfolino
do acido micofendlico (MPA) e possui atividade imunossupressora, assim como atividades
antibactericida, antiviral e antifungica. O composto ativo MPA inibe a iosina monofosfato
desidrogenase, interferindo assim na sintese de guanosina trifosfato. Como os linfocitos nao
possuem uma via alternativa para a sintese de guanosina trifosfato, eles preferencialmente
sdo atacados pelo MMF*,

Outras drogas também sdo utilizadas no tratamento da DECHa, de acordo com os
diferentes centros. Pentostatina, um analogo de nucleosideo que inibe a adenosina desa-
minase, € outro imunossupressor que tem sido utilizado para o controle da DECHa*. Sua
administracdo leva a um acumulo de 2'desoxiadenosina 5'trifosfato, que leva predominan-

temente as células T e natural killer (NK) & morte.

Outra abordagem para o tratamento da DECHa é a fotoférese extracorporea (ECP,
do inglés extracorporeal photopheresis), na qual o paciente é ligado a uma maquina de
aférese e seus leucacitos sdo recolhidos em uma bolsa. Assim, cerca de 5 x 10° leucocitos
do paciente sdo expostos extracorporeamente ao 8-metoxipsoraleno, sequido de radiacao
ultravioleta do tipo A (UVA) antes de retornarem ao paciente. A ECP resulta na apoptose
de todos os leucocitos ativos dentro de 24 a 48 horas seguintes. As células apoptoticas sao
utilizadas pelas APC, e esse processo leva a supressao da reatividade das células T, a dimi-

nuicao das citocinas liberadas e a inducao das células T requlatérias®.

Portanto, existem varias terapias para o tratamento da DECHa. Entretanto, antes
mesmo da ocorréncia da doenca, € iniciada uma profilaxia, baseada na administracao de
agentes imunossupressores.

2.1.3. Profilaxia da doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda

A prevencdo da DECHa ¢ iniciada antes mesmo do TCTH e € baseada na imunossu-

pressao. Os primeiros regimes de prevencao eram baseados em uma longa administracao
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de metotrexato (MTX), porém a ciclosporina A (CSA) passou a ser reconhecida como agente
imunossupressor que induz menos mucosite e que possui uma atividade de supressao equi-
valente ao MTX em prevenir a DECH. A combinacédo dos dois - uma curta administracdo de
MTX e uma longa administracdo de CSA - tornou-se o padrao global na profilaxia da DECH.
Estudos randomizados mostraram diminuicdo no aparecimento de DECH graus Ill e IV e
subsequente melhora na sobrevida dos pacientes com leucemia e anemia aplastica (AA)*'.
A introducdo da CSA foi acompanhada das suas toxicidades especificas, tais como danos
renais, hipertensao, tremores e neurotoxicidade®?, o que requer uma terapia de suporte para
os danos da CSA, além do monitoramento concomitantemente dos niveis séricos da CSA. No

caso de neurotoxicidade, deve ser suspensa imediatamente.

Novos agentes farmacoldgicos que interferem na ativacdo das células T, como o
Tacrolimus (FK506) e o Sirolimus (rapamicina), foram introduzidos nos ultimos 10 anos.
Em transplantes HLA-idénticos com doador nao relacionado, a combinacdo de tacrolimus e
MTX resultou em significante reducdo da incidéncia de DECH quando comparada com CSA/
MTX, da toxicidade renal e da taxa de recaida, sugerindo que o tacrolimus € uma alternativa

apropriada a CSA.

2.2. Bases moleculares da doenca do enxerto-contra-
~hospedeiro aguda

Levando-se em consideracdo que a DECHa manifesta-se na forma de dermatite,
hepatite e enterite, podemos dizer que essa doenca nada mais € do que uma inflamacao
sistémica do organismo do individuo transplantado. A partir da ideia de que a DECH € um
processo inflamatdrio, comecou-se a estudar na doenca as mesmas moléculas que estdo
envolvidas no processo inflamatdrio, principalmente as que atuam no recrutamento dos

leucocitos para os locais de inflamacao.

O modelo original de migracdo de leucocitos para os sitios de inflamagéo é carac-
terizado por um processo de multiplos passos. Com a inflamacéo, o tecido libera moléculas
de citocinas e quimiocinas, que promovem a ativacdo das vénulas do tecido inflamado.
Esse consiste em um aumento da expressdao de moléculas de superficie endotelial, como as
selectinas. Além disso, as citocinas funcionam como moléculas quimioatrativas promovendo

a atracdo dos leucdcitos para os sitios de inflamacao. Assim, quando ha essa atracao, ocorre



0 passo inicial do processo de migracao dos leucocitos. Esse passo envolve o tateamento e
o rolamento dos leucocitos pela superficie das vénulas endoteliais ativadas, primeiramente
pela interacdo das selectinas e seus ligantes de carboidratos. Em seguida, os leucocitos que
estdo rolando encontram quimiocinas ligadas a superficie das vénulas por proteoglicanos.
A sinalizacdo que ocorre através dos receptores de quimiocinas presentes nos leucocitos
leva a um aprisionamento do leucocito na superficie da vénula. A transmigracdo através da
superficie da parede endotelial envolve interagcdes entre as integrinas dos leucocitos e as

moléculas de adesdo®.

Portanto, varias moléculas sdo importantes no recrutamento de leucocitos, desta-

cando-se as citocinas, as quimiocinas e seus respectivos receptores.

Citocina € o termo genérico empregado para designar um grupo muito extenso de
moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamento das
respostas imunes. Todas as citocinas sdo pequenas proteinas, algumas contendo moléculas
de acucar ligadas a elas®. As diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas
categorias: interferons (IFN), IL, fator estimulador de col6nias (CSF), fator de necrose tumoral
alfa e beta (TNF-o. e TNF-p), e fator de transformacéo de crescimento (TGF-f3).

As quimiocinas pertencem a uma grande familia de proteinas com cerca de 8-12
kD, que tém como funcdo primaria serem moléculas quimioatrativas de leucdcitos®*. Essas
proteinas tém funcdes adicionais em processos como angiogénese, hematopoese e ativacao
de células do sistema imune. As familias sdo subdivididas baseadas no numero e na posicao
do amino terminal (NH,) - terminal dos residuos de cisteina. A maior parte das quimiocinas
é das subfamilias CC (CCL1-28) e CXC (CXCL1-16), enquanto a familia C contém dois mem-
bros (XCL1 e XCL2) e a subfamilia CX3C apenas um membro (CX3CL1).

Duas classes de quimiocinas foram definidas. A primeira € a classe das homeostati-
cas, cujas moléculas funcionam especificamente na migracao de leucdcitos para os tecidos
linfoides, assim como na hematopoese. Nessa classe, estdao as quimiocinas como a CCL19,
CXCL12 e 13, que se ligam aos seus receptores especificos. Ha também a classe das qui-
miocinas inflamatarias, que inclui um grande numero de moléculas envolvidas na migracao
das células da imunidade inata e adaptativa para os sitios de inflamacdo (Figura 9).
Quimiocinas desse grupo sao expressas em resposta a um estimulo inflamatorio, incluindo

produtos moleculares associados a patégenos e a citocinas inflamatdrias tais como TNF-a
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e IFN**. Sao expressas por células teciduais, fibroblastos, células endoteliais, células dendri-
ticas, monacitos, células NK e células T. Varias quimiocinas desse grupo estdo envolvidas na
recirculacdo de células T de memdria restritas a tecidos especificos tais como o intestino
delgado (CCL25/ CCR9)*¢*” e a pele (CCL17, CCL22/ CCR4)%.

Ainda que as interacdes entre as células T e as células efetoras durante a DECHa
sejam um processo complexo de multiplos passos, € considerado que essa doenca pode ser
sumarizada em um processo de trés fases com uma fase aferente e outra eferente®. Injurias
no epitélio e no endotélio do hospedeiro geram sinais que recrutam células T do doador
(fase I). Nesse meio inflamatorio, as células T do doador reconhecem aloantigenos, resultan-
do na ativacdo e na proliferacéo (fase Il). As primeiras duas fases constituem a aferéncia da
DECHa. Finalmente, as células T causam injuria adicional através de mecanismos especificos
e ndo especificos durante a fase eferente (fase Ill). Esse modelo de trés fases esta exempli-

ficado na Figura 10.

Expressdo do receptor no leucdcito

Células Produtoras Quimiocinas Receptores B D E L MaMp N NK P T1 T2
APCs, endotélio - CXCL8 EIGLF-(%) P CXCRT X
. o o
células epiteliais CXCL2 (GRO) CXCR2 X
0 ok aliad CXCL9 (Mig)
APCs, endotel!o: celu!as epltel|a|s, XeL10 (1P210) ; CXCR3 X X X
neutrofilos, timo, células T CXCL11(I-TAC)
APCs — CXCL16 —————— CXCR6 X

Endotélio, células epiteliais ] gMCP_1;
' { CCL7 (MCP-3
fibroblastos, mondcitos é CCL8 (MCP-2) > CCR2 XX X X XX
CCL13 (MCP-4) <<
APCs — CCL15 (HCC-2) —> CCR1 X | X X X X X

T, B, NK, células epiteliais, fibroblastos, < CCL3 (MIP-1a)

endotélio, neutrdfilos, plaquetas, APCs (ngl[g[g\f\w{ég]] CCRs X X X X X

Endotélio, células epiteliais, ;
p e CCL11 (Eotaxin)

fibroblastos, células T CCL24 (Eotaxin-2) CCR3 X X X
Timo, endotélio da pele, APCs < SE17 (FC) cCRa X X X
e 5 iteli CCL27 (CTACK
Queratindcitos, células da mucosa epitelial < Clos EMEC) ) CCR10 X X X X
Epitélio timico e do intestino delgado —— CCL25 (TECK) CCR9 X X
Células T, NK e mastocitos < XCL1 (Lymphotactin @ ——— ycR X X X X
! XCL2 (Lymphotactin B)

Endotélio, células epiteliais, DC —— CX3CL1 (Fractalkine) CX;CR1 X X | X X X X

Figura 9 - Quimiocinas inflamatérias e seus receptores. Todos os leucocitos apresentam pelo menos um receptor de
quimiocina na sua superficie celular, sendo que alguns receptores sao encontrados em mais de um tipo de leucécito
Fonte: adaptado de Wysocki et al., 2005.

Legenda: B, célula B; D, célula dendritica; E, eosindfilo; L, células de Langerhan; Ma, mastdcitos; M@, macrofago; N, neu-
trofilo; NK, célula natural killer; P, plaquetas; T1, células Tﬂ/ TC1 T2, células Th2/ Te2.



Fase 1 Fase 2
Regime de Efeitos do Ativacdo das células
condicionamento condicionamento T do doador

Célula APC
do receptor

Célula T CD4"
do doador

Célula T CD8*
do doador Célula ativada
do doador

Fase 3

Fase efetora celular
e inflamatoria

e
o

Macrofagos do
doador/receptor

[L-1, NO e TNF-a.
Tecidos-alvo da DECH

Figura 10 — O modelo de trés fases da doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda. Durante a fase 1, o regime de condi-
cionamento (irradiacdo e/ ou quimioterapia) leva a dano e ativagdo dos tecidos do hospedeiro e indugdo da secrecdo de
citocinas inflamatérias (TNF-a e IL-1). Aumento na expressio de antigenos HLA e moléculas de adesio levam ao aumento
do reconhecimento do HLA do hospedeiro pelas células T maduras do doador. Durante a fase 2, células T do doador
proliferam e secretam IL-2 e interferon alfa (IFN-a). Essas citocinas induzem ainda mais & expanséo das células T, induzem
a resposta dos linfocitos T citotoxicos (CTL) e das células NK, e, mais importante, induzem os macrofagos a produzir TNF-o
e IL-1. Ainda, 6xido nitrico (NO) é produzido por esses macrdfagos ativados, o que contribui para a injdria tissular durante
a fase 3. Lipopolissacarideo (LPS), que é liberado pela mucosa intestinal que foi danificada na fase 1, juntamente com o
interferon gama (IFN-y), da fase 2, estimulam ainda mais os macréfagos a secretar citocinas e NO. Durante a fase 3, CTL
e NK induzem a destruicdo dos tecidos-alvo através da citotoxidade mediada por células

Fonte: adaptado de Jaksch et al., 2005.
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O primeiro passo da DECHa ocorre durante a fase do condicionamento, anterior a
da infusdo das células do doador no paciente. A terapia de condicionamento, que inclui qui-
mio e/ ou radioterapia, € muito toxica e leva ao dano e a ativacéo (inflamagao) dos tecidos
dos pacientes, incluindo mucosa intestinal e figado. Os tecidos injuriados respondem com a
producado de fatores, como quimiocinas, citocinas e moléculas de adesao, que sinalizam ao

sistema imune que a injuria ocorreu, resultando uma resposta inflamatoria.

Assim, quando as células do doador sdo infundidas no paciente cujos tecidos ja
foram danificados por diversos fatores, tais como a doenca de base e seu tratamento prévio,
infeccdes e o regime de condicionamento constituido de altas doses de quimioterapicos
administrados antes do TCTH, citocinas inflamatdrias sdo secretadas pelas células ativadas
do paciente, sendo as mais comuns TNF-o e IL-1. A presenca de citocinas inflamatarias
nessa fase aumenta a expressao de moléculas de adesao, quimiocinas, moléculas coestimu-
latorias e antigenos de HLA. Essas moléculas levam a ativacao das células dendriticas e ao
reconhecimento do HLA do hospedeiro pelas células T maduras do doador*. O TNF-a ainda
contribui para a injuria intestinal, afetando a integridade da mucosa intestinal diretamente.
Isso resulta na liberacdo de lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede celular de
bactérias gram-negativas, que pode escapar através da mucosa danificada e que sinaliza
aos linfocitos e macrdéfagos presentes no intestino que devem produzir mais TNF-a e IL-1.
A liberacao de LPS e a ativacdo dos linfocitos e macrofagos resultam na amplificacdo da

injuria tecidual local e promovem a resposta inflamatoria.

Apresentacado dos antigenos do paciente as células T do doador, ativacdo das células T
do doador e proliferacdo e diferenciacao dessas células T ativadas sdo os passos cruciais na
segunda fase da DECHa. Apds a infusdo do enxerto, as células T nele contidas reconhecem
antigenos estranhos do hospedeiro apresentados pelas APC. Quanto maior a disparidade

entre os HLA do doador e do paciente, maior sera a resposta das células T.

Aligacdo do receptor de células T com o peptideo apresentado pela molécula de HLA
contida na superficie das APC determina a sinalizacao inicial para a estimulagdo das célulasT.
Entretanto, um segundo sinal coestimulatorio € necessario para a estimulacdo completa
dessas células. O resultado do primeiro sinal € regulado pelo segundo sinal. Trés resultados
podem ocorrer: ativacdo completa, ativacdo parcial ou anergia. Um crescente numero de
vias coestimulatdrias da célula T tem sido identificado*'*?, porém as vias mais importantes

parecem ser mediadas pelas interagcdes entre CD28 com B7 e CD40 com seu ligante CD154.



A ativacao e a proliferacdo das células T sdo seguidas pela secrecao de citocinas e
quimiocinas®. A primeira envolve multiplas vias, que acabam por ativar a transcricdo dos
genes para citocinas, como |L-2, IFN-y e seus receptores*. IL-2 ha muito tempo € conside-
rada a primeira citocina envolvida na DECHa, tanto por seu papel central de ser um fator
de crescimento de células T como pela acdo da CSA, que é conhecida por inibir a secrecdo
de IL-2. Sob a influéncia de IL-2 e outros mediadores imunes, as células T alorreativas

expandem-se e diferenciam-se em CTL.

Ja foi demonstrado que IFN-y esta presente em niveis extremamente elevados em
camundongos com DECHa. Junto ao IL-2, induz tanto a expansdo das células T, quanto as
respostas das CTL e NK, e ainda induz os macrofagos a produzirem IL-1 e TNF-a.. Como
outras citocinas inflamatorias, o IFN-y induz o aumento da expressao de quimiocinas,
moléculas de adesdao e moléculas de HLA, que ampliam o recrutamento de células e de
apresentacdo de antigenos. Outro efeito importante no contexto da DECHa € que o IFN-y

induz diretamente o dano tecidual.

E amplamente conhecido que o sistema imune &, por si s6, um alvo da DECH, e que
imunossupressao € um fato comum de se observar em pacientes com DECHa. Em varios
estudos, o IFN-y aparece como mediador dessa forma de imunossupressao, por meio da
inducédo da expressdo de oxido nitrico (NO) e Fas. Entéo, pelo aumento da apoptose medi-
ada por Fas, o IFN-y desempenha um importante papel na regulacdao da morte celular das
células T ativadas do doador. Também reduz a quantidade de LPS necessaria para estimular
macrofagos a produzir citocinas inflamatdrias e NO. Sendo assim, o IFN-y tem duas funcdes
opostas: em uma, intensifica a DECHa pela maturacdo das células dendriticas, levando
a producdo de citocinas inflamatorias e NO, e, em outra, diminui a DECHa pela inducéo da
expressao de receptores de Fas nas células T do doador, causando a sua morte celular induzida

e diminuindo a resposta das células T do doador aos antigenos do hospedeiro.

Interleucina-18 € uma citocina descoberta recentemente que também influencia a
patofisiologia da DECHa. Ela tem a capacidade de influenciar tanto a resposta do perfil T
helper 1 (Th1) quanto a Th2. E encontrada em niveis elevados na DECHa, porém o bloqueio
de IL-18 acelera a mortalidade por DECHa em modelos animais*. Nesse mesmo estudo, foi
mostrado que a administracdo de IL-18 logo apds o TCTH aumenta os niveis de IFN-y no
soro de pacientes, o que leva ao aumento da expressao de receptores de Fas nas células T
CD4 do doador. Isso resulta na reducdo da DECHa mediada por essas células em razdo da

inducdo de apoptose nelas.
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Quimiocinasinflamatdrias sao expressas nos tecidos inflamados pelas células infiltra-
das, como macrdfagos ou monocitos, ou pelas células residentes, como as células epiteliais,
endoteliais ou fibroblastos, em razio do estimulo pelas citocinas inflamatorias (IL-1, TNF-o
e IFN-y) ou por LPS. Esse grupo de quimiocinas é especializado no recrutamento de células
efetoras, incluindo monocitos, granulocitos e células T efetoras. Em estudos utilizando
modelos de DECHa em camundongos, foi demonstrado o papel crucial de varias quimiocinas
e seus receptores (particularmente as quimiocinas MIP-1o, MIP-2, Mig, MCP-1, MCP-3 e 0
receptor CCR5) em direcionar a infiltracdo de células T nos tecidos-alvo durante a DECHa.
Linfocitos T que expressam CCR5 sdo recrutados para o figado durante a DECHa em modelo
animal*%. Ja Serody et al. demonstraram que MIP-1a, um ligante para CCR1 e CCR5,
também esta envolvido na DECH hepatica®’. MIP-1a. € crucial para o recrutamento de
células T CD8 para o figado, o pulméao e o baco durante a DECHa*'. Duffner et al.*® mostraram
que a migracao de células T CD8 de doadores para os 6rgaos-alvo da DECH, como o intestino,
depende da expressdao de CXCR3, e que a presenca desse receptor contribui significativa-
mente para a destruicdo e a mortalidade que a DECH causa em camundongos. Células T que
expressam CXCR3 e CCR5 causam DECHa no intestino e no figado. A Figura 11 mostra um
resumo das quimiocinas e de seus receptores relacionados aos diferentes tecidos-alvo da

DECHa ja estudados em modelos animais.
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Figura 11 — Quimiocinas e seus receptores nos orgdos-alvo da doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda
Fonte: adaptado de Terese Winslow, 2008.



Ndo se conhece o papel de varias quimiocinas e seus receptores na regulacdo da
migracao das células T do doador para os tecidos-alvo da DECH em pacientes. Entretanto,
Jaksch et al.* mostraram que o aumento da expressao génica de CCR5, CXCR3, CCR1 e
CCR2 parece ter ligagdo com o aparecimento da DECHa apds o TCTH. Entretanto, quimioci-
nas e seus receptores podem atuar ndao somente como alvos potenciais para a modulacao da

DECHa, mas também como marcadores para o diagndstico prévio da deteccao da doenca.

Uma vez que as células T do doador estejam ativadas e proliferando, elas sao direta
ou indiretamente responsaveis pelo dano tecidual observado na DECH. Assim, tem inicio
a fase trés da DECHa. Trés vias citoliticas sdo importantes na funcéo efetora das células T
e de outras células citoliticas: a via perforina/ granzima B, a Fas/ Fas ligante (FasL) e a
injuria mediada diretamente pelas citocinas. Estudos recentes com camundongos nocaute

demonstraram um papel central de cada uma dessas vias no estagio efetor da DECHa®>**".

O receptor de Fas € um membro da familia de receptores de fator de necrose tumo-
ral (TNF). E expresso em varios tecidos, incluindo os 6rgdos-alvo da DECHa, e os niveis de
expressao dessa molécula aumentam na presenca de citocinas pro-inflamatdrias durante o
processo inflamatorio®. O seu ligante, FasL, também pertence a familia de TNF e é expresso

predominantemente em células T ativadas, macrofagos e neutrofilos.

Ja a perforina € expressa principalmente pelas CTL e células NK, e € estocada em
granulos citotoxicos juntamente com as granzimas e outras proteinas*®. Na presenca de
calcio, a perforina polimeriza e forma canais na membrana da célula-alvo, o que permite que
a granzima entre nessa célula. Uma vez dentro, a granzima ativa uma cascata de caspases,

que levam-na a apoptose.

Na DECHa, varios estudos mostram que a expressao tanto de Fas quanto a de FasL
esta aumentada nas células T CD4 e CD8 proveniente dos doadores, e que 0s niveis séricos
dessas moléculas soluveis estdo correlacionados com a severidade da doenca. Outros
estudos, utilizando células T de doadores deficientes em perforina, injetadas em modelos
de camundongo com disparidade entre MHC Classes | e [l mostraram um aumento da sobre-
vida desses animais, indicando que a DECHa pode ser mediada por meio da via de perforina/

granzima®.

Por outro lado, células T deficientes tanto para perforina quanto para FasL podem

induzir a DECHa®. Isso sugere que outros mediadores atuam promovendo a apoptose celular,
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tais como TNF e outras citocinas. Isso tanto € verdade que um dos tratamentos para a DE-

CHa ¢ a administracdo de anticorpos antiTNF, para bloquear a atividade de TNF.

O TNF-a € uma citocina inflamatoria que ativa as células dendriticas e aumenta a
apresentacao de antigenos. Pela inducdo de quimiocinas inflamatorias, ele recruta células T
efetoras, neutrdfilos e mondcitos para os o6rgaos-alvo. O TNF-a causa, ainda, dano tissular
diretamente pela inducdo de necrose das células-alvo, e ainda pode induzir destruicdo teci-
dual através de apoptose. IL-1 € outra citocina inflamatoria, secretada pelas células alorre-
ativas, que tem a sua expressao aumentada em pacientes com DECHa. O seu mecanismo de
acao ainda € desconhecido, porém estudos que utilizaram antagonistas de IL-1 em modelos
de camundongos mostraram que houve uma diminuicdo da doenca. A Figura 12 mostra os
mecanismos de injuria na DECHa, exemplificando as interacdes entre os tipos celulares e as
moléculas secretadas.
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Figura 12 = Mecanismos de injuria pela infiltragdo tissular de células T alorreativas
Fonte: adaptado de Shlomchik, 2007.



Apesar de varios estudos demostrarem a participacdo de diversas citocinas e quimio-
cinas na fisiopatogenia da DECHa, a maioria desses estudos foi realizada em modelo animal.
Recentemente, varios grupos tém-se dedicado ao estudo dessas moléculas em humanos,
porém ainda ndo existe um consenso nos resultados obtidos. Sdo resultados controversos e
ainda nao podem ser utilizados na clinica como uma forma de predizer a doenca. Um dos
principais objetivos desses grupos tem sido a procura de biomarcadores que possam predizer

o risco de ocorrer a DECHa antes mesmo de ela se manifestar.

2.3. Biomarcadores como auxiliares no diagnostico da
doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda

Biomarcadores sao considerados biologicamente mais informativos do que os
métodos tradicionais e menos propensos a vieses. A heterogeneidade tanto da populacao
de pacientes quanto dos diversos estagios patologicos da doenca de base podem ser mais
bem explicados por essas moléculas, uma vez que elas, por si s6, podem indicar um risco de

manifestacdo de determinada doenca®.

Os biomarcadores podem ser utilizados para gerar um diagnostico precoce e acurado
da DECHa sem a necessidade de biopsias de 6rgaos. A procura de peptideos ou proteinas
envolvidas na DECHa nesse momento é baseada na analise de moléculas conhecidas, com-
preendidas na patofisiologia da doenca. Um painel analitico de todas as proteinas e todos
os peptideos presentes ou alterados apds o TCTH pode gerar conhecimentos significantes

sobre o desenvolvimento da DECHa.

No inicio desses estudos, a procura de biomarcadores restringiu-se a analises de
plasma e pele desses pacientes. Numerosos trabalhos procurando alteracées de moléculas
envolvidas com a DECHa foram realizados, utilizando as mais variadas metodologias.
Remberger et al.>* mostraram que os niveis de citocinas no soro de pacientes com DECHa
nao podem ser correlacionados ao quimerismo com o doador, uma vez que essas citocinas
encontram-se aumentadas ja no pré-transplante, tanto no grupo com quimerismo total
quanto no grupo com quimerismo misto. Jaksch et al., em 2005*, observaram um aumento
na expressao dos genes dos receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR5 e CXCR3, aumento
esse que estava relacionado ao desenvolvimento da DECHa. Fujji et al. observaram o aumento

de IL-5, IL-6 e IL-10 no soro de pacientes com DECHa*. Piper et al.*®, em um estudo um
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pouco maior que os anteriores, verificaram que existe um papel importante de CXCL10 e
CXCR3 na patogenia da DECHa, uma vez que o ligante foi encontrado em altas concentra-
cdes no plasma e o receptor teve um aumento de expressao em células mononucleares.
Nesse mesmo trabalho, eles mostraram que essa interacao esta diretamente relacionada

com o recrutamento de células T regulatorias para o sitio da doenca.

Outras abordagens de procura de biomarcadores vém sendo utilizadas mais recen-
temente. A protedmica permite analisar o perfil proteico total da amostra utilizada, e
pode gerar varias candidatas a molécula biomarcadora, sem ter ido a procura de uma

molécula especifica.

Um estudo iniciado em 2004 tentou identificar possiveis perfis proteicos que pudes-
sem estar relacionados a DECHa, comparando a urina de pacientes submetidos ao TCTH com e

sem DECH*". Elesidentificaram fragmentos de colageno a-1 na urina de pacientes com DECHa.

Srinivasan et al.*® observaram perfis proteicos diferentes no plasma de pacientes
com DECHa. Quando esse perfil foi comparado ao do plasma desses mesmos pacientes no

pré-transplante, ndo foi identificada nenhuma proteina especifica.

Em 2009, Paczesny et al.*® identificaram um painel de biomarcadores no plasma de
pacientes com DECHa. Nesse trabalho, eles determinaram um painel de quatro proteinas
(receptor de IL-2, receptor de TNF, IL-8 e fator de crescimento de hepatdcito - HGF, do
inglés hepatocyte growth factor) que podem ser encontradas em 85% dos pacientes que ndo
tiveram maiores complicacdes no pds-transplante. Para chegar a essas quatro proteinas, eles

utilizaram a metodologia de microarranjos de anticorpos para 120 proteinas inflamatorias.

Em um trabalho posterior, esse mesmo grupo® encontrou um biomarcador para a
DECHa de pele, a elafina, um inibidor de proteinase epidermal induzida por TNF-a. Nesse
caso, eles utilizaram um pool de plasma de dez pacientes com DECHa de pele e compararam
com dez que ndo desenvolveram DECHa. Os autores observaram que, nos pacientes com
DECH de pele, a concentracao dessa proteina estava duas vezes aumentada no plasma em
relacdo aos pacientes que ndo desenvolveram a doenca. Nesse caso, eles utilizaram a meto-

dologia proteémica MS/ MS.

Uma vez que a DECHa é uma das maiores causas de morbidade nos pacientes subme-

tidos ao transplante de medula dssea, fica evidente a importancia do estudo dessa doenca



por uma unidade de transplante. Deve-se levar em consideracao ainda que existe pouco co-
nhecimento da base molecular da doenca em humanos, uma vez que a maioria dos estudos

foi desenvolvida em modelos animais.
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CAPITULO 3

A doenca do enxerto-contra-hospedeiro cronica

0 transplante alogénico de progenitores hematopoéticos (TAPH) é uma estratégia
eficaz e amplamente utilizada para o tratamento de malignidades hematoldgicas, entre
outras patologias. No entanto, a DECH, que ocorre apos essa modalidade terapéutica, € uma
severa e limitante complicacdo e uma causa significativa de morbidade e mortalidade. Em
comparacdo com os transplantes de 6rgados solidos, o TAPH apresenta um contexto unico de
complicacdes imunologicas em funcdo da geracdo, no receptor, de um novo sistema imune
inato e adaptativo a partir das celulas recebidas do doador, além da transferéncia potencial de
células ja maduras do sistema imune do doador. A DECH ¢ a expressao clinica desse processo,

sendo, portanto, exclusiva desse tipo de transplante’.

O numero de transplantes proteicos alogénicos vem crescendo anualmente, desde
o0 seu inicio no final da década de 1960, sendo hoje superior a 20 mil por ano nos Estados
Unidos?. O efeito do enxerto contra a neoplasia subjacente, o qual frequentemente ocorre
em paralelo a DECH, in vivo, efetivamente é capaz de erradicar diversas malignidades
hematoldgicas, frequentemente refratarias a multiplos esquemas terapéuticos padrao, sendo
responsavel pela cura desses pacientes. O desenvolvimento de regimes de condicionamento
pré-transplante mais eficazes e menos toxicos vem contribuindo para factibilidade de um
numero maior de procedimentos. Além disso, avancos na profilaxia e no tratamento de
infecgdes, aliados ao advento de novos imunossupressores e de melhor selecdo de doadores,
contribuiram para obtencdo de melhores resultados do TAPH. Infelizmente, a incidéncia de
DECH nas suas diferentes apresentacdes clinicas - aguda e, principalmente, cronica - tem
crescido proporcionalmente, sendo atualmente o principal obstaculo para maior utilizagao
dessa terapia’. Apesar do impacto exercido na mortalidade precoce p6s-TAPH, a incidéncia
de DECHa nao se modificou significativamente, até mesmo diminuiu em alguns contextos
clinicos com a adocdo de novos esquemas de imunossupressores®. A utilizacdo de esquemas
de condicionamento de menor toxicidade também contribuiu indiretamente para esse resul-
tado. Por outro lado, a incidéncia da DECHc vem se mantendo significativamente elevada,
variando de 30% até 80% em diversos estudos clinicos® €, estando associada ao uso prolon-

gado de imunossupressores, a diminuicdo da qualidade de vida e a menor sobrevida global’®.
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Tradicionalmente, costuma-se definir como aguda (DECHa) a forma da doenca que
ocorre nos 100 primeiros dias pds-transplante (até o dia 100) com sinais e sintomas que se
iniciam normalmente mais cedo (em torno da quarta semana), coincidindo com o momento da
recuperacdo dos granulocitos (“pega”) no contexto do transplante mieloablativo. A incidencia
de DECHa de graus Il a IV, ou seja, formas clinicas mais graves que requerem tratamento com
imunossupressao sistémica, € de aproximadamente 35% quando o doador € HLA idéntico e
aparentado (irmio consanguineo). Contudo, pode ser tio elevada quanto de 70% a 80% com
o0 uso de enxertos HLA parcialmente compativeis ou quando o doador ndo € familiar. Outros
fatores que aumentam a incidéncia de DECHa sdo a positividade sorologica para citomega-
lovirus (CMV) no paciente e sua idade mais avancada. A mortalidade global, nesses casos,

pode chegar a 5000°".

A apresentacado clinica da DECHa assemelha-se a uma inflamagdo multiorganica agu-
da, atingindo primariamente a pele, o figado e o trato gastrointestinal. Alteracdes dérmicas
tipicas da DECHa sdo caracterizadas como exantema maculopapular ou eritrodermia difusa,
acompanhadas ou néo de variados graus de hepatite e/ ou colestase ou enterite, as quais
compdem um espectro clinico caracteristico de dano tecidual inflamatdrio™ ' A fisiopatolo-
gia da forma aguda tem sido bem caracterizada nas ultimas décadas e parece ser secundaria
a um evento primario de lesdo tecidual epitelial (causado pela quimioterapia ou pela radio-
terapia do transplante), o qual estimula a liberacdo de citocinas inflamatorias com ativacdo
de populacdes celulares. Essas células, na sua maioria linfocitos T e células dendriticas,
respondem aos diferentes antigenos polimorficos do receptor, os quais sao apresentados aos
linfocitos alorreativos pelas células dendriticas (apresentadoras de antigenos) do receptor e/
ou do proprio doador. Essa lesdo € posteriormente amplificada por mediadores inflamatdrios
nao especificos, causando danos posteriores nos tecidos hospedeiros, em uma reacdo “em
cascata"''. Essa reacdo se desenvolve em fases sequenciais, que envolvem interacdes entre

um grande numero de citocinas, quimiocinas e células do sistema imune inato e adaptativo.

Em decorréncia de uma melhor compreensao da fisiopatogenia da DECHa, podem-se
utilizar diversas abordagens profilaticas. Técnicas de alodeplecdo T seletiva e modulacdes
nas diferentes populacdes do enxerto, como progenitores CD 34+, células NK e células
mesenquimais, permitem manter a imunorreatividade sem levar a formas graves de DECHa
invivo. Além disso, a modificacao do “meio ambiente” encontrado pelo enxerto, por exemplo,
com eliminacao das células apresentadoras de antigenos ou o uso de fatores de crescimento
de epitélio timico, sdo estratégias promissoras que vém aos poucos se traduzindo em

ensaios clinicos'.



Ndo se observaram avancos semelhantes no entendimento da fisiopatogenia da
DECHec. Isso pode ser explicado, em parte, pela auséncia de modelos experimentais apropria-
dos, que mimetizem os eventos patoldgicos observados na DECHc. Alguns modelos murinos,
em dependéncia de diferentes combinacdes de cepas, regimes de condicionamento e fonte
de progenitores, apresentam quadro clinico compativel com fibrose cutanea, pulmonar ou
nefrite lupica'®. Contudo, ndo se obteve um modelo Unico que expressasse a amplitude da
clinica e sua cinética, evolucao essa que costuma ser mais lenta em humanos, e normalmente
so é observada apds término da profilaxia e/ ou do tratamento para a DECHa. Sabe-se,
porém, que sua incidéncia também parece estar correlacionada a expansao de células T
alorreativas. Essas células, oriundas do enxerto, proliferam em resposta a antigenos do
hospedeiro, com dano tecidual nos diversos 6rgaos-alvo'. As lesées seriam consequéncia de
uma reacao inflamatadria crénica com cicatrizacdo secundaria, geracao de fibrose, secrecao
de citocinas e/ ou estimulacdo clonal de linfocitos B, com consequente produgéo de alo ou
autoanticorpos. Alguns dos fatores de risco relacionados a maior incidéncia de DECHc sao:
idade avancada do paciente, DECHa prévia, doador do sexo feminino aloimunizado (mulher
multipara) e incompatibilidade do sistema HLA entre doador e paciente'®'®, Apesar dos
avancos obtidos na prevencao da DECHa, somente a utilizacdo de enxertos T-depletados
resultou na diminuicdo concomitante da DECHc?. O aumento na incidéncia da DECHc pode
ser explicado pelo numero crescente de doadores HLA ndo idénticos ou nao relacionados € o
uso de sangue periférico como fonte de células progenitoras, entre outros fatores?'#2. Além
disso, um percentual crescente de pacientes sobrevive as complicacdes peritransplante
gracas a avangos nas areas de suporte clinico, o que permite o acompanhamento em longo

prazo dessa populacdo com maior probabilidade de desenvolvimento da DECHc.

Apesar dos efeitos adversos, conforme mencionado anteriormente, a DECHc esta
associada a um numero menor de recaidas da doenca maligna, correlacdo inicialmente
observada por Weiden et al.” e confirmada em estudos clinicos subsequentes. Esse efeito
enxerto-versus-malignidade (EVM), atribuido aos linfocitos T imunocompetentes prove-
nientes do doador, traduziu-se clinicamente em uma maior sobrevida. Evidéncias indiretas
desse beneficio terapéutico do EVM sdo demonstradas pela menor incidéncia de recaida
entre receptores de aloenxertos comparados aos autologos®. Além disso, a recaida também
€ maior apos transplantes singénicos e T-depletados em comparacdo aos alotransplantes
nao linfodepletados®®?. A utilizacdo posterior de infusdes de linfocitos do doador como
estratégia de tratamento para recaida leucémica pds-alotransplante veio a consolidar esse
conceito e € amplamente usada por diversos grupos, com taxas de remissao proximas a 100%,

no caso da leucemia mieloide cronica?®?. Apesar desse evidente beneficio, a concomitancia
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da erradicacdo maligna com as formas mais graves de DECH aguda e cronica in vivo limita
o uso amplo da imunoterapia com linfocitos ativados. Por outro lado, tornou-se cada vez
menos comum 0 uso de enxertos T-depletados na pratica clinica. Atualmente, apenas em
situacdes de maior grau de incompatibilidade HLA entre receptor e doador, como no trans-
plante haploidéntico, faz-se a linfodeplecdo. Nesse caso, a presenca de quatidades elevadas
de linfocitos T alorreativos torna-se incompativel com a sobrevida pelo advento de formas
mais graves e letais de DECHa (graus Il e IV)*°. Desse modo, o arsenal terapéutico clinico

frequentemente se resume a escolha entre duas doencas: a maligna e aquela imunomediada.

A analise de estudos clinicos de grandes populacdes aponta a DECHc como a principal
causa de obitos nao relacionados a recaida num periodo maior que dois anos pds-transplante.
O espectro dos sinais e sintomas clinicos que constituem a sindrome da DECHc sugere, em
varios aspectos, a evolugcdo de uma doenca autoimune na qual o componente de autoimu-
nidade € o principal fator etiopatogénico. A inducdo de tolerancia in vivo seria o evento que
possivelmente determinaria a estabilidade e a resolucdo dessa doenca, porém muito pouco
desse processo € conhecido €, consequentemente, o tratamento ainda se encontra bastante
defasado em relacdo a gravidade da DECHc. Até o momento, os parametros utilizados no
diagndstico da DECHc tém sido exclusivamente clinicos e temporais, o que traz em si limita-
coes significativas. A classificacdo original de DECH aguda e cronica foi desenvolvida ha mais
de duas décadas, ja tendo sido propostos, recentemente, novos modelos que se adequassem
melhor aos espectros clinicos observados®. Um exemplo dessas variacdes na clinica pode ser
visto na doenca enxerto que se seque aos transplantes ndo mieloablativos ou “minitransplantes”.
Nesse contexto, € comum a coexisténcia de achados clinicos tipicamente "agudos”, como

enterite, e presenca de alteracdes sugestivas de cronicidade, como liquen de mucosa oral®**,

Comumente, a terapia da DECHc moderada ou grave utiliza medicagcdes imunossu-
pressoras sistémicas, as quais trazem um risco aumentado de infeccdes oportunistas e um
consequente aumento na morbidade e na mortalidade relacionadas a doenca®. Aintroducgéo
da imunosupressao pode, além disso, implicar a diminuicdo in vivo da atividade aloimune
do enxerto contra a malignidade primaria, ja que seu efeito nas diferentes subpopulacdes

nao ¢ seletivo®.

Descobertas recentes demonstram a presenca de diferentes subpopulacgoes de linfo-
cito T responsaveis pelos distintos efeitos aloimunes®**®, com destaque para a possibilidade
de equilibrar a resposta autorreativa enquanto preserva a imunidade contra tumores e

microbios. As células T reqguladoras emergem como um componente celular chave na



mediacdo desse processo. Nos ultimos anos, a descoberta de marcadores de superficie
celular e moléculas intracelulares que parecem ser fenotipica e funcionalmente especificas
para as c€lulas reguladoras possibilitou o estudo dessas células na regulacdo de diversas

respostas imunologicas®.

Paralelamente, diversos pesquisadores tém tentado estabelecer parametros labo-
ratoriais que sirvam como biomarcadores no contexto da DECHc. O papel de biomarcador
para as células T reguladoras na DECHc torna-se bastante atraente, pela alteracao imune
celular que caracteriza essa doenca. A identificacdo desses biomarcadores, em paralelo com
avaliacdo prospectiva clinica e laboratorial, traria a vantagem de um diagnostico rapido
e conclusivo da DECHc, com validagdo posterior em estudos multicéntricos®. Idealmente,
a identificacdo de um bom biomarcador exerceria um papel semelhante ao da analise
da relacdo CD4/ CD8 como indicador de doenca ativa na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (Aids), orientando melhor o clinico na terapia. Até o presente momento, a DECHc

permanece um alto preco a ser pago pela cura da malignidade.
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CAPITULO 4

Associacdo entre hiperferritinemia e risco de sindrome
de obstrucdo sinusoidal em transplante de

ce¢lulas-tronco hematopoéticas

A ferritina € uma proteina de armazenamento de ferro encontrada praticamente
em todas as células do organismo, principalmente nos hepatocitos e nos fluidos organicos.
A ferritina do plasma esta presente em pequenas concentracdes, porém, correlaciona-se
com o total de estoque de ferro do organismo. Dessa forma, a dosagem de ferritina sérica é
um importante exame diagndstico na investigacdo de disturbios do metabolismo do ferro.
A hiperferritinemia pode estar presente em doencas hematologicas e ndo hematoldgicas.
McKay et al.' sugerem que os pacientes com hiperferritinemia sao mais suscetiveis ao dano

hepatico em virtude da producdo de radicais livres pelo ferro®>.

Considerando que a maioria dos pacientes com doenca hematoldgica e disfuncédo
hepatica com frequéncia desenvolve sobrecarga de ferro, € possivel que a sua deposicdo seja

um fator envolvido no dano hepatico apos o TCTH*.

Em pacientes submetidos a TCTH, a sindrome de obstrucédo sinusoidal (SOS) é a
terceira causa de morte relacionada ao procedimento, antecedida pela DECH e pela infec-
cd0%%. A triade clinica que caracteriza a "doenca veno-oclusiva hepatica” (DVOH) consiste
em ictericia, retencdo hidrica e hepatomegalia dolorosa. Modernamente denominada SOS,

€ uma das maiores complicacdes hepaticas em pacientes submetidos a TCTH>- 9",

Inicialmente descrita na Africa do Sul, a SOS foi associada a ingesto de cha de senécio,
que contém o alcaloide pirrolizidina. Em TCTH, foi relatada em 1979, mas ja havia sido des-
crita anteriormente, em associacdo a exposicao a doses convencionais de alguns agentes

quimioterapicos como actinomicina-D, dacarbazina, citarabina e 6-tioguanina' ™',

A incidéncia em criancas e adultos varia em torno de 1,2% a 28% e de 1% a 54%,
respectivamente®'®. Essa variacdo provavelmente ocorre em virtude dos seus diferentes
critérios diagnosticos. Fatores associados a SOS, identificados em estudos precedentes incluem:

intensidade dos regimes de condicionamento, idade, baixa performance status (indice de
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Karnofsky), transaminases altas antes do TCTH, compatibilidade HLA, doenca neoplasica, irra-
diacao abdominal prévia, fonte de células-tronco, sequndo transplante, uso de vancomicina
durante terapia citorredutora, uso prévio do anticorpo monoclonal gemtuzumab e uso de
contraceptivos orais. O papel de outras variaveis ainda € incerto®'*'> '8 porém existem varios

estudos na literatura tentando definir melhor os fatores de riscos (Quadro 3 e Tabela 3)'®.

Muitas evidéncias apontam o dano ao endotélio venular e sinusoidal hepatico como
um dos eventos mais precoces na patogénese da SOS. Apos a lesao endotelial, varios outros
eventos contribuem para o desencadeamento do processo patoldgico, gerando um estado de
hipercoagulabilidade local®™'*192°_ Qs niveis plasmaticos de proteinas derivadas do endo-
télio aumentam apos a terapéutica citorredutora com altas doses de quimioterapia. Niveis
elevados do fator de von Willebrand (FvW), da enzima conversora da angiotensina sérica e
da trombomodulina tém sido relatados em pacientes que receberam condicionamento para
TCTH®. O significado desses achados e a informacdo se essas alteracdes contribuem para o

desenvolvimento e a identificacdo dos pacientes com risco de SOS € incerto™.

Embora as células endoteliais nos sinusoides e nas vénulas hepaticas possam ser
primariamente afetadas, ou mesmo ser o local inicial do dano celular, os hepatocitos também
desempenham papel crucial na patogénese da SOS. Os da zona 3 contém enzimas do complexo
citocromo P450, que metabolizam muitas das drogas utilizadas nos regimes de condicio-
namento, bem como a glutationa que protege contra o estresse de oxidacao®'*'*'%', Qutro
fator relacionado a patogénese da SOS € a liberacdo de multiplos mediadores da inflamacao
por células T maduras do doador, em resposta a aloantigenos do receptor. Esse evento €
conhecido como “tempestade de citocinas"?. Essas células atuariam tanto como efetoras,
quanto como mediadoras desse processo. Algumas dessas citocinas podem ter um papel na

patogénese da SOS™ 4™,

Do ponto de vista histoldgico, a SOS ¢é definida como um estreitamento progressivo
e concéntrico das vénulas intra-hepaticas, com proliferacao fibroblastica e oclusdo da luz
por fibroesclerose, associadas a necrose de hepatocitos nas areas centrilobulares, na zona
dos acinos hepaticos. Entretanto, o0 mecanismo e o evento celular envolvidos permanecem

desconhecidos*69.23.24.

Os achados clinicos e laboratoriais usualmente aparecem nas primeiras trés semanas
apos o transplante. Nem sempre essas manifestacoes estdo presentes, e a severidade dos

sintomas e sinais pode variar. De acordo com os critérios do grupo de Seattle?, a SOS ¢



classificada como leve, moderada e grave. A forma leve caracteriza-se pela auséncia de anor-
malidades laboratoriais e clinicas, ndo necessitando de tratamento especifico. A moderada
necessita de intervencdo terapéutica, na forma de restricdo hidrica, diuréticos e analgesia
venosa. Na doenca grave, a disfuncdo hepatica pode persistir por mais de 100 dias apds o
TCTH, havendo disfuncdo de multiplos orgaos''®?*. De acordo com os critérios de Seattle, o
diagnostico de SOS ¢ feito através da presenca de pelo menos dois dos seguintes achados
clinico-laboratoriais: ictericia com 16 bilirrubina total maior que 34 pmol/l (2,0 mg/dl),
hepatomegalia efou dor no quadrante superior direito, e ganho de peso superior a 5% do

peso basal, por acumulo de liquido ou ascite®%.

Recentes estudos tém demonstrado uma associacao entre sobrecarga de ferro pré-
-transplante em receptores de TCTH e um aumento de risco de infeccdo e maior numero de
mortes relacionada ao transplante (TRM). Além disso, dois estudos sugerem que a sobrecarga

de ferro pode ser fator de risco para SOS.

A existéncia de uma eventual associagdo entre hiperferritinemia e SOS possibilitaria
intervencdes com o objetivo de reduzir o risco da sindrome. Entre essas, citam-se a melhor
selecdo de candidatos ao transplante e o uso de quelantes de ferro. Portanto, a tentativa de

definir a ferritina como um novo fator de risco para SOS motivou a realizacdo deste estudo'.

Quadro 3 - Caracteristicas demogréaficas e doencas de base de pacientes com sindrome de obstru¢do sinusoidal, relatadas
em diversos estudos

. . i Critérios de
Autor, ano N Populacéo estudada Diagnosticos (n) Desenho <0S
Neoplasias h l6gi
Barker et al.’, 142 Criancas até 15 anos N:Zp;::z nzomitec:n(ﬁloclzs S:; 1) Retrospectivo, Me Donald
2003 TCTH alogénico AP/NAP prastas ndo fi g coorte
Doencas nio malignas (18)
Moscardo 178 Adultos; 31 anos (de 14 a 60) | Neoplasias hematoldgicas (158) Retrospectivo, Mc Donald
et al.?’, 2001 TCTH alogénico AP/NAP Outros (20) coorte
Adultos; 41, 7 de 16 X L. 5
Morado et al.?, 108 | a 61] o anos (de Neoplasias hematoldgicas (92) Prospectivo, Me Donald
2000 TCTH autslogo Neoplasias ndo hematoldgicas (76) | coorte
Adultos; 29 anos (de 15 a 39) . L. Prospectivo,
12 A | 17 Mc Donald
Lee et al.’?, 2000 | 17 TCTH alogénico AP/NAP nemia aplasica (17) coorte c Dona
Tanikawa et al.’, 43 Adultos N Neoplasias~hemat'olégicas (42) Prospectivo, Me Donald
2000 TCTH alogénico Doencas ndo malignas (1) coorte
Criangas e adultos; 29,9 anos
Kami et al.?, 137 (de6a 511 . Neoplasias~hemat'olégicas (126) Prospectivo, Me Donald
1997 TCTH alogénico AP/NAP e Doencas nio malignas (11) coorte
autélogo

Fonte: autor
Legenda: AP, aparentado; NAP, ndo apresentado

81



82

Tabela 3 - Fatores de risco para sindrome de obstrucao sinusoidal em diferentes estudos

Fator de risco

Autor,  Prevaléncia
ano de SOS Andlise Analise Tal
Univariada Multivariada
N3o aparentado RC= 4,81 (1,21 a 19,15) | Ndo aparentado | RC= 6,53 (1,47 a 28,96) | Populacdo homogénea
Ciclosporina RC= 4,22 (1,18 a 15,14) | Bussulfano RC= 3,85 (1,26 a 11,80) | (criancas). N&o
Fludarabina RC= 4,04 (1,00 a 16,24) | NPT 30 dias antes | RC= 3,40 (1,17 a 9,86) | analisou ferritina.
Barker et BuCy RC=3,91 (1,32 a 11,53) | Receptor CMV+ RC=3,03(1,13a8,13)
al. 2003 18,2% Pancreatite prévia RC=3,57 (1,14 a 11,13)
MTX/CSA RC=3,32 (1,01 a 10,98)
NPT 30 dias antes RC=3,00(1,19a 7,57)
Receptor CMV+ RC=12,93(1,23a7,01)
TCTH singénico RC=2,89 (0,71 a 11,74)
Selegdo de CD34+ RC= ? (p=0,001) Selecdo de CD34+ | RC= ? (p=0,004) Sem relevancia
, N&o manipulado RC=? (p=0,01) Cancer ativo RC= ? (p=0,03) clinica. SOS mais
Moscardé . e
et al. 17% N?o aparelntado RC= ? (p=0,03) fr~equent<.e em enxerto
2001 Cancer ativo RC=? (p=0,03) ndo manipulado
MTX RC= ? (p=0,05)
Fonte: MO RC= ? (p=0,03)
Ferritina > 300 RC= 6,75 (2,29 a 20,45) | Ferritina > 300 RC=? (p=0,025) Unico a analisar
ferritina. Alta
Morado et LMC RC= 5,06 (p= 0,022) LMC RC=9,9 (p=0,02) sensibilidade (66%) e
al. 20003 12,2% Bussulfano RC= 4,55 (p= 0,0006) especificidade (74%).
Neoplasia RC= 3,86 (p= 0,012) Somente transplantes
TG0>34 RC=? (p=0,05) autdlogos
Anfotericina RC= ? (p=0,0021)
Infeccdo 7 dias RC=? (p=0,023) N&o realizada Sem estimativas de
Leeet al. | . oo risco t-PA € PAI-1
2000 ! predizem SOS
P-111-P elevado RC= ? (p= 0,002) P-111-P elevado RC= ? (p= 0,054) P-111-P ¢ um fator de
Tanikawa risco independente de
et al. 11,3% SOS. E um marcador
2000 sensivel de fibriose
hepatica e pulmonar
. Pseudocolinesterase RC=? (p=0,04) Pseudocolineste- | RC= 4,42 (p=0,02) Reserva hepatica tem
Elar?;;; 14,6% baixa RC=? (p=0,04) rase <1000Ul/I um papel importante

Disfuncao hepatica

na etiologia da SOS

Fonte: Autor

Legenda: SOS, sindrome de obstrugdo sinusoidal; RC= razdo de chance; BuCy, bussulfano e ciclofosfamida; MTX, metotrexato; CSA, ci-
closporina; NPT, nutricdo parental total; LMC, leusemia mieloide cronica; TGO, transaminase glutdmico-oxaloacética; TCTH, transplante
de células tronco hematopoéticas; MO, medula dssea; t-PA, ativador do plasminogénio tecidual; PAI-1, inibidor de ativacéo do plasmino-
génio 1; P-11I-P, propeptideo procolageno tipo Ill.

4.1. Nocgoes basicas sobre o metabolismo do ferro

O ferro € de fundamental importancia para as células do organismo, para a sintese
de citocromos e, principalmente, para os normoblastos, nos quais € usado na sintese de

hemoglobina.

Apesar de a maioria do ferro do organismo encontrar-se na hemoglobina, ele tam-
bém € armazenado em diferentes tecidos, principalmente nas células reticulares do bago

e da medula ossea e nas células de Kupffer do figado, nais quais fica armazenado tanto



na forma de ferritina como na de hemossiderina. A quantidade total normal de ferro no
organismo € de 2 g a 6 g. Desses, cerca de 0,5 g € armazenado no figado, sendo 98% em

hepatocitos, na forma de ferritina®.

Existem trés proteinas mediadoras da distribuicdo e do transporte de ferro: a trans-
ferrina, o receptor de transferrina e a ferritina. A transferrina conduz ferro para os tecidos que
possuem receptor de transferrina. Os ions férricos ligados a transferrina provém da degrada-
cao da hemoglobina de eritrocitos velhos, processo realizado pelos macrofagos do sistema

reticuloendotelial - baco, figado, medula 6ssea -, proporcionando a reciclagem de ferro®.

A ferritina € a principal proteina de armazenamento fisioldgico de ferro e normal-
mente aparece em pequenas quantidades no soro®. E uma forma de armazenamento que
permite facil mobilizacdo do ferro para sintese de hemoglobina. Em adultos, os niveis séricos
de ferritina sdo diretamente relacionados a quantidade de ferro disponivel armazenado
no corpo. A ferritina sérica pode ser medida, com precisao, por radioimunoensaio. Embora
nao haja uma relacao linear com o estoque de ferro, o nivel de ferritina é a melhor medida
sérica isolada dos estoques de ferro. Portanto, quantidades de ferritina no plasma sao pro-
porcionais ao total de ferro armazenado. Dessa forma, a dosagem de ferritina sérica € um

importante exame diagndstico na investigacdo de disturbios do metabolismo do ferro®.

Além disso, os metais de transicao, como o ferro, podem doar ou aceitar elétrons
livres durante reacdes intracelulares, catalisando a formacéo de radicais livres. Os niveis dos
radicais de oxigénio altamente reativos, no entanto, sao minimizados pela ligacdo dos ions
a proteinas de armazenamento e de transporte, como a ferritina e a transferrina, que agem
como quelantes e, assim, minimizam a formacédo de grupamentos oxidrila (OH)*. A funcéo
primaria da ferritina € acumular o ferro intracelular, protegendo a célula dos efeitos toxicos

do metal livre, constituindo uma reserva de ferro rapidamente mobilizavel?'.

Fisiologicamente, o organismo humano nédo € capaz de aumentar a excrecdao de
ferro, mesmo em condicdes de sobrecarga desse metal. Portanto, o aumento progressivo
do aporte de ferro, seja por via intestinal, seja por via parenteral, leva impreterivelmente
a condicao patologica de sobrecarga de ferro. O acumulo de ferro nos tecidos, nas células
e nas organelas tem sido associado a diversos processos patoldgicos, tais como, doencas

hepaticas e cardiacas, disfuncées hormonais e mesmo doencas cronico-degenerativas®'.
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Entre esses orgaos, o figado € o mais afetado pelos altos niveis de ferro no orga-
nismo, uma vez que as células hepaticas constituem o principal sitio de armazenamento
desse elemento. O principal mecanismo de toxicidade do ferro esta relacionado com o
ferro livre, ou seja, ndo ligado a transferrina (NTBI, do inglés non transferrin-bound iron).
A partir do momento em que a quantidade de ferro absorvido ultrapassa a capacidade
ferro-quelante do organismo, ou seja, de armazena-lo e “neutraliza-lo", ocorre sua saida
dos macrofagos para a circulagcdo €, uma vez ultrapassada a capacidade de saturacdo da
transferrina plasmatica, o ferro livre em excesso deposita-se nos hepatocitos e em outras

células parenquimatosas®.

Em condigdes basais, as reservas de ferro regulam a producdo de ferritina. Entre-
tanto, durante processos inflamatorios, a sintese de ferritina € aumentada por influéncia
de IL-1 e de TNF. As citocinas também induzem a sintese de ferritina indiretamente, por
aumentarem a incorporacdo de ferro pelos hepatdcitos®*®. A elevacdo da ferritina sérica
ocorre de 24 a 48 horas do inicio do processo inflamatorio, tendo um pico no terceiro dia e

mantendo-se elevada por algumas semanas.

4.2. Nocoes basicas sobre anatomia e fisiologia hepatica

O figado € um dos maiores e mais importantes 6rgaos do corpo humano. A sua
anatomia macroscopica € simples, embora ele seja um 6rgao muito complexo € rico em
particlaridades. Esta localizado na cavidade abdominal, no hipocondrio direito, abaixo do
musculo diafragma, lateralmente ao estbmago, acima do pancreas e anteriormente a vesi-
cula biliar. Possui quatro lobos: o direito, o esquerdo, o quadrado e o caudado. E constituido
principalmente de células hepaticas, também chamadas hepatdcitos, que sao células epite-
liais de configuracdo unica. E essencialmente uma glandula exdcrina que secreta bile para o
intestino, mas também é uma glandula enddcrina e um filtro para o sangue. E considerado

uma “fabrica metabdlica”, em virtude da grande variedade de substancias que sintetiza.

O figado recebe aproximadamente 25% do débito cardiaco total, o que lhe permite

realizar numerosas funcdes vitais, essenciais a manutencdo da homeostasia corporal®.

Destacam-se a regulacdo do metabolismo de diversos nutrientes, o papel imuno-
l6gico, a sintese proteica e de outras moléculas, o armazenamento de vitaminas e ferro, a

degradacdo hormonal e a inativacdo e excrecdao de drogas e toxinas. Além disso, o figado



sintetiza quase todas as proteinas plasmaticas mais importantes, entre as quais a albumina,
os transportadores de hormonios, os fatores da coagulacao e os fibrinoliticos, o fibrinogénio,
os diversos fatores de crescimento, as globulinas e as lipoproteinas. E capaz também de
sintetizar todos os aminoacidos nao essenciais e outros peptideos de menor tamanho, dos
quais se destaca a glutationa. Cerca de 90% da glutationa plasmatica tém origem no figado,

sendo critica na protecdo contra o estresse oxidativo em multiplos drgaos*.

4.2.1. O suprimento vascular

A vascularizacdo hepatica € muito abundante, e o figado recebe sangue tanto
arterial quanto venoso. O sangue venoso provém da veia porta, formada pelas veias mesen-
térica e esplénica, contribuindo com 70% do suprimento de oxigénio para o orgao. O
sangue arterial € suprido pela artéria hepatica, que contribui com 30% do fornecimento de
oxigénio. Os sangues venoso e arterial misturam-se no nivel dos sinusoides hepaticos, € a
drenagem sanguinea se faz pelas veias hepaticas direita e esquerda, que desembocam na

veia cava inferior®.

4.2.2. Organizacao dos lobulos hepaticos

Em cortes histologicamente preparados, podem-se observar unidades estruturais
chamadas l6bulos hepaticos, que dao ao figado a forma de prisma poligonal. Na periferia
dos lobulos, existe uma massa de tecido conjuntivo rico em ductos biliares, vasos biliares e
nervos. Assim, entre cada lobulo, existe uma area chamada de espaco porta. Em cada um
deles existe um ramo da artéria hepatica, um ducto (que se liga ao biliar) e vasos linfaticos.
Os ductos biliares sao revestidos por um epitélio cuboide e transportam, até a vesicula biliar,

passando pelo ducto hepatico, a bile sintetizada pelos hepatocitos.

4.2.3. Sinusoides hepaticos e o espaco de Disse

As células endoteliais dos sinusoides estdao separadas dos hepatdcitos apenas por
uma lamina basal, o que permite que o sangue passe pelos capilares e que os seus metabod-
litos?® atravessem rapidamente as células endoteliais, chegando aos hepatdcitos. Além disso,

o endotélio dos sinusoides € fenestrado, o que permite uma rapida troca metabdlica, que ¢é
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importante ndo somente para a absorcdo de nutrientes provenientes da dieta, mas também
para a secrecao de metabolitos sintetizados nos hepatocitos. O estreito espaco que separa o
sinusoide dos hepatocitos recebe o nome de espaco de Disse e € composto por fibras reticula-
res e colageno tipo lll. Os capilares sinusoides desembocam em uma veia localizada no centro

do I6bulo, chamada veia centrolobular, que é o ramo inicial da veia hepatica (Figura 13)*.
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Figura 13 — (a) Demonstracdo esquematica do fluxo sanguineo dos sinusoides hepaticos e (b) espaco de Disse
Fonte: site da Southern lllinois University School of Medicine. On-line. Disponivel em: http://www.siumed.edu/~dking2/
index.htm. Acessado em: 8 dezembro de 2008.
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Os sinusoides também possuem macrofagos, denominados células de Kupffer,
encontrados na luz dos capilares. Essas células atuam metabolizando hemacias velhas, dige-
rindo sua hemoglobina, secretando mediadores imunologicos e destruindo possiveis bactérias
que tenham penetrado pelo sistema porta. Na presenca de isquemia, essas células produzem

citocinas como o TNF-a, que recrutam e ativam os leucocitos polimorfonucleares.

4.2.4. 0 acino

A unidade funcional do figado € o acino, que representa a verdadeira unidade micro-
circulatdria. Constitui-se de uma massa hepatocitaria ao redor da veia porta, da arteriola

hepatica e do ducto biliar (Figura 14)%.

Assim, entre o espaco porta e a veia central sdo identificadas trés areas ou zonas, de
acordo com a quantidade de nutrientes e oxigénio que elas recebem: zonas 1, 2 e 3, sendo a
zona 3 a mais pobre nutricionalmente e, consequentemente, a regidao mais vulneravel a injuria
circulatdria. O centro do acino, conhecido por zona 1 (regido periportal), recebe o sangue

com maior percentual de oxigénio e nutrientes®.



Vénula hepatica

terminal )

Triade portal Ramo da veia porta ———3
Ducto biliar —— "\

Acino

Placas de células hepaticas

Sinusoide

Figura 14 - O &cino hepatico
Fonte: Friedman LS. Pathogenesis of liver injury in circulatory failure. In: Chopra S, Bonis PAL editores. Uptodate in Hema-
tology. Online. Disponivel em: http://www.uptodate.com. Acessado em: 23 de junho de 2008.

Como o sangue percorre os sinusoides da periferia para o centro dos lobulos, os
hepatocitos estdo sob gradiente de pressdo sanguinea. Os mais periféricos recebem, em
primeiro lugar, tanto nutrientes quanto oxigénio, além de eventuais toxinas trazidas pela
veia porta e pela artéria hepatica. Isso explica as diferencas entre as células centrolobulares
e as perilobulares. As veias centrolobulares atravessam os l6bulos em sentido longitudinal
e, ao sairem desses, desembocam em angulo reto nas veias sublobulares, que penetram nas

trabéculas do estroma hepatico e se unem para formar as veias hepaticas (Figura 15)%.

Veia central
~ .

Figura 15 = Circulacdo hepatica
Fonte: site da Southern lllinois University School of Medicine. Online. Disponivel na Internet em
http://www.siumed.edu/~dking2/index.htm. Capturado em: 8 dezembro de 2008.
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A vantagem de ver o acino como unidade fisioldgica hepatica € o fato de ele ajudar
a explicar varios padrdes morfoldgicos de doenca que ndo conseguem ser explicados pelo

padrao lobular.

4.3. Disturbio da coagulacdo sanguinea nas hepatopatias

O figado desempenha papel de destaque nos processos fisioldgicos e patoldgicos da
coagulacdo sanguinea, exercendo as funcdes de sintese dos fatores prd e anticoagulantes.
A formacao do coagulo de fibrina no sitio de lesdo endotelial representa o processo critico
para a manutencdo da integridade vascular. Os mecanismos envolvidos nesse processo,
constituintes do sistema hemostatico, devem ser reqgulados para fazer contraposicao a perda
excessiva de sangue e evitar a formacdo de trombos intravasculares, decorrentes de forma-

cao excessiva de fibrina.

Os componentes do sistema hemostatico incluem as plaquetas, os vasos, as proteinas
da coagulacdo do sangue, os anticoagulantes naturais e o sistema de fibrindlise. O equilibrio
funcional dos diferentes setores da hemostasia € garantido por uma variedade de mecanis-
mos envolvendo interacdes entre proteinas, respostas celulares complexas e regulacdo de

fluxo sanguineo®.

Na década de 1960, Macfarlane?®, Davie e Ratnoff*’, propuseram a hipotese da “cas-
cata" para explicar a fisiologia da coagulacdo do sangue**’. O esquema divide a coagula-
cao em duas vias: extrinseca e intrinseca, que convergem no ponto de ativacao do fator X
- a via final comum. Na via extrinseca, o fator VIl plasmatico, na presenca do seu cofator -
fator tecidual ou tromboplastina -, ativa diretamente o fator X. Na via intrinseca, a ativacdo
do fator Xll ocorre quando o sangue entra em contato com uma superficie — ativacao por

contato®’.

Anormalidades na funcao hepatica provocam disturbios na hemostasia. Essa disfuncao
pode ser causada pelos proprios disturbios hepaticos, ou pela caréncia de vitamina K. A
intensidade desses disturbios correlaciona-se com o grau de lesdo das células parenquima-
tosas hepaticas. Esses disturbios podem se caracterizar por pequenas reducdes dos niveis do
fator VII e de outros fatores dependentes de vitamina K, bem como pela elevacdo do FvW?.
Em muitos casos, pode-se demonstrar a sindrome de coagulacao intravascular disseminada

(CIVD) em fases mais tardias do dano hepatico®¥.
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Figura 16 — Cascata da coagulagao
Fonte: Franco RF. Fisiologia da coagulacdo, anticoagulagéo e fibrindlise. Medicina, Ribeirdo Preto, 34: p-230, 2001.

A relacdo existente entre inflamacgdo e coagulagao € notavel. A coagulacdo € desen-
cadeada pela exposicdo do sangue a componentes que normalmente ndo estdo presentes”
no interior dos vasos, em decorréncia de lesdes vasculares ou alteracdes bioquimicas como
a liberacdo de citocinas. Qualquer que seja o evento desencadeante, o inicio da coagulacao
do sangue faz-se mediante a expressao do seu componente critico - o fator tecidual (FT) - e
a sua exposicao ao espaco intravascular. As células endoteliais e os mondcitos, que normal-
mente ndo expressam o FI, podem expressa-lo na vigéncia de lesdo tecidual e na presenca de

estimulos especificos*'.

Na sindrome da resposta inflamatdria sistémica, secundaria a infeccoes e lesoes
teciduais extensas, o TNF-a € o primeiro a ter niveis plasmaticos aumentados, sequido da
elevacdo de IL-6 e IL-1, que, em conjunto, inibem a expressao de trombomodulina, essencial

para a ativacao da proteina C*.

Além disso, essas células endoteliais sintetizam o FvW, que € importante na adesao

plaquetaria e na modulacdo do sistema fibrinolitico através da secrecdo do ativador do
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plasminogénio tecidual (t-PA) e inibidor do ativador do plasminogénio (PAI)*'. Em humanos,
as endotoxinas induzem uma liberacdo precoce de t-PA, sequida de um rapido aumento nos

niveis de PAI*.

4.4. Transplante de células-tronco hematopoéticas e suas
complicacoes

Varios progressos no contexto do TCTH tém surgido nas ultimas trés décadas. O surgi-
mento de novas indicacdes, 0 avango no conhecimento dos antigenos de histocompatibilidade,
com um maior numero de doadores possiveis e uma melhora na terapia de suporte tém
aumentado o numero de transplantes®. Contudo, os regimes de condicionamento com altas
dosesde quimioterapia, associados ou ndo a radioterapia, afetam orgaos e tecidos, produzindo

complicacdes precoces e tardias de intensidade variavel.

4.4.1. Sindrome de obstrucao sinusoidal hepatica

0 nome "sindrome de obstrucdo sinusoidal hepatica”, de sigla SOS, substitui na atu-
alidade, a denominacdo anteriormente usada de “doenca veno-oclusiva hepatica” A SOS
caracteriza-se pela triade clinica de hepatomegalia dolorosa, ictericia e ascite*. E uma doenca
hepatica rara, observada apos TCTH, terapia com altas doses de radioterapia no abdémen,
uso de certos agentes quimioterapicos, ingestao de alcaloides pirrolizidinicos e transplante

hepatico?®*.

4.4.1.1 Aspectos histadricos, prevaléncia e fatores de risco

Em 1954, Bras et al.*® descreveram a SOS em criancgas na Jamaica que apresentavam
oclusdo dos ramos tributarios das veias hepaticas com subsequente fibrose centrilobular

associada a ingestao de substancias alcaloides tipo senécio®.

Em TCTH, a SOS foi relatada pela primeira vez em 1979. Entretanto, ja havia sido
descrita em associacdo a doses convencionais de alguns agentes quimioterapicos como
actinomicina-D, dacarbazina, citarabina e 6-tioguanina, bussulfano, mercaptopurina, entre

outros'> 1444,



Deleve et al., em 2002, introduziram o termo “sindrome de obstrucdo sinusoida
(SOS), substituindo a expressdo "doenca veno-oclusiva hepatica” utilizada até entdo*. O
termo SOS € mais apropriado, pois estudos identificaram que o sitio primario da injuria eram

as células endoteliais sinusoidais, sem a necessidade obrigatoria do envolvimento venular* .

A prevaléncia em criancas e adultos apresenta grande variabilidade®'>**. |sso prova-
velmente ocorre em virtude dos diferentes critérios diagnosticos da SOS, das varias carac-
teristicas individuais, dos estudos com pequenos tamanhos amostrais e da heterogeneidade

dos regimes de condicionamento***®,

Além disso, tem-se observado um declinio na prevaléncia e na severidade da SOS.
Isso se justifica provavelmente pela preferéncia progressiva por regimes de condicionamen-
to sem ciclofosfamida, pelo uso de doses fracionadas de irradiacdo corporal total (ICT)* e

por uma maior utilizacdo de regimes de intensidade reduzida (RIST)*#.

Em virtude de a SOS ser considerada uma das maiores causas de morbidade e mor-
talidade associadas ao TCTH e ter um curso clinico muito similar ao de outras sindromes

clinicas, é importante uma melhor definicdo dos fatores de risco (Quadro 4)?'2426.2850,

Os fatores de risco independentes mais importantes sao a disfuncdo hepatica
(elevacdo das transaminases) antes do TCTH e o transplante alogénico®. Qutros estudos
demonstraram outros fatores de risco relacionados a SOS, como hepatite em atividade, irra-
diacdo abdominal prévia, uso de anticoncepcional durante o regime de condicionamento®?,
profilaxia de DECH com ciclosporina (CSP) e MTX448:53,

A ciclofosfamida, o bussulfano® e a dacarbazina sdo as drogas citotoxicas mais
relacionadas a SOS. Observou-se também, uma alta prevaléncia de SOS em pacientes que

receberam o anticorpo monoclonal gemtuzumab®294851,

Carreras et al.* demonstraram uma maior prevaléncia de SOS severa em pacientes
que receberam um segundo TCTH, e uma baixa incidéncia em pacientes que receberam

enxertos depletados de células-T e originados de doador singénico'*.

Alguns fatores genéticos, como a presenca de polimorfismos especificos do gene da
glutationa S-transferase, estdo presentes em pacientes que desenvolveram SOS apds TCTH

para talassemia®'.
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Quadro 4 - Fatores de risco para sindrome de obstrucdo sinusoidal ja descritos

Fator de risco Baixo risco/ Alto risco
|dade Jovem/ idoso
Sexo Masculino/ feminino
indice de Karnofsky 100 a 90/ <90
Nivel de transaminase antes do condicionamento Normal/ alto
Numero de TCTH Primeiro/ sequndo
Irradiagdo hepatica prévia Nao/ sim
Status hepatico Normal/ fibrose/ cirrose/ tumor
Sorologia para CMV Negativa/ positiva
Drogas concomitantes Vancomicina, aciclovir, ciclosporona, anfotericina B

Fonte: autores.
Legenda: SOS, sindrome de obstrugdo sinusoidal; TCTH, transplante de células-tronco hematopoéticas; CMV, citomegalovirus.

4.4.1.2 Aspectos histoldgicos

0 achado histopatoldgico mais caracteristico e precoce da SOS € o edema que ocorre
nas vénulas sublobulares e na zona central subintimal. O endotélio sinusoidal tem a apa-
réncia de "pedra-de-calcamento” (cobblestone) com numerosos poros*. Essas fenestragoes
criam uma estrutura microvascular unica com a matriz extracelular ao redor dos acinos
hepaticos da zona 3. Nas fases iniciais, ha um espessamento da zona subintimal das vénulas
sublobulares e centrais secundario ao edema. O edema subintimal ao redor do limen venu-
lar aumenta a resisténcia ao fluxo sanguineo, e a progressiva diminuicao desse fluxo venoso

induz & congestéo hepatica severa e a dilatacéo sinusoidal (Figura 17)%.

Figura 17 - Corte histopatoldgico de figado demonstrando desorganizacéo difusa da zona 3 e necrose
hemorragica centrilobular, caracteristicos de sindrome de obstrucéo sinusoidal

Fonte: Negrin RS, Blume KG. Bone marrow and peripheral blood progenitor cell transplantation. In: Leukemia,
6th ed, Henderson ES, Lister TA, Greaves ME (Eds), WB Saunders, Philadelphia, 1996, p. 389.




Essas alteracdes contribuem para as mudancas hemodinamicas observadas na SOS®.
A imuno-histoquimica demonstra a presenca de fibrina e do fator VIl na por¢ao intramural
e periadventicia da parede venular®. Entretanto, nesse estagio, ndo existe trombose, e células
inflamatorias podem estar presentes em pequenas quantidades, ou mesmo ausentes*. Nos
estadios intermediarios, a lesdo subintimal torna-se fibrotica e adquire um crescimento
interno de canais vasculares pequenos. A necrose do hepatocito pode ocorrer apds esses
eventos primarios, secundariamente ao depdsito de colageno nos sinusoides e a esclerose
da parede do lumen venular®. Nos estagios tardios, observa-se extensa fibrose pericelular
e perivenular. O progresso da obliteracdo venular com consequente necrose do hepatocito
e avancada oclusao venular modificam a arquitetura hepatica, o que pode evoluir para

cirrose®>® (Figura 18)°'.

Figura 18 - Fragmento de bidpsia hepatica de paciente com sindrome de obstrucdo sinusoidal mostrando
proeminente fibrose perivenular

Fonte: Negrin RS, Blume KG. Bone marrow and peripheral blood progenitor cell transplantation. In: Leukemia,
6th ed, Henderson ES, Lister TA, Greaves ME (Eds), WB Saunders, Philadelphia, 1996, p. 389.

4.4.1.3 Aspectos fisiopatoldgicos

A terapia citorredutora € provavelmente a principal responsavel pelo aparecimento
da SOS. Altas doses de quimioterapia, quando administradas em pacientes com suscetibili-
dade hepatica, produzem lesdo endotelial nas vénulas e nos sinusoides hepaticos™. Embora
as celulas endoteliais nos sinusoides e nas vénulas hepaticas possam ser primariamente
afetadas, ou mesmo ser o sitio inicial de injuria celular, o hepatocito também desempenha
papel crucial na patogénese da SOS. Os hepatocitos da zona 3 contém enzimas do complexo
citocromo P450, que metabolizam muitas das drogas utilizadas nos regimes de condiciona-
mento, bem como a glutationa, que protege contra o estresse de oxidagao®'*'*'*2' QO papel

da deplecdo da glutationa na necrose do hepatdcito esta bem documentado na literatura.
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Muitos agentes citorredutores, bem como os alcaloides pirrolizidinicos, depletam glutationa

em modelos experimentais'™ %,

Deleve demonstrou in vitro que a exposicao direta das células endoteliais sinusoi-
dais (CES) a acroleina ou a 4-hidroxiciclofosfamida, que sdo metabdlitos da ciclofosfamida
(CTX), resulta em dano celular'. Esse efeito parece ser reversivel na presenca de niveis
otimos de glutationa. Entdo, 0 aumento da exposicdo aos metabolitos toxicos da CTX?*?
contribui para o desenvolvimento da SOS, enquanto altos niveis de glutationa nos hepatd-

citos previnem tal desenvolvimento.

Além disso, o dano endotelial ativa a cascata de coagulacdo, com liberacdo de subs-
tancias pro-coagulantes, que favorecem a formacao do coagulo e ocasionam reducao do fluxo

sanguineo das vénulas hepaticas, hipertensao portal intra-hepatica pds-sinusoidal e ascite''.

Outro fator relacionado a patogénese da SOS seria a liberacao multipla de media-
dores da inflamacao por células T maduras do doador, em resposta a aloantigenos do receptor
("tempestade de citocinas")?. Essas células atuariam tanto como efetoras, quanto como
mediadoras desse processo. Algumas dessas citocinas, como o TNF-a, a IL-1 e a IL-2,
podem ter um papel na patogénese da SOS™'*'°. A endotelina-1 também € importante na
génese da sindrome, produzindo uma constricao sinusoidal e reduzindo a excrecdo renal
de sodio™ %1955 PAI € outra molécula derivada do endotélio, que aumenta apds regimes
mieloablativos. Salat et al.*® demonstraram que a elevacao do PAI ¢ especifica da SOS e nao

ocorre em outras causas de injuria hepatica.

Regime de Aloreatividade Neutrofilos
1 condicionamento

IL-1/IL-2 / TNF [ IFN

Endotélio vascular

F-VIII, PAI-1 Fator tissular
Injuria endotelial

Status procoagulante
3 4 - Agregacao fibrina

Adeséo PLT e leucocitaria
Apoptose endotelial

Disfuncéo organica

Figura 19 - Fisiopatologia da sindrome de obstrucéo sinusoidal

Fonte: Carreras E. Early complications after HSCT. The EBMT Handbook. 5 Ed. 2008, p.183.

Legenda: IL 1, interleucina 1; IL-2, interleucina 2; TNF, fator de necrose tumoral; INF, interferon; F-VIII, fator VIII; PAI-1,
inibidor de ativacdo do plasminogénio 1; PLT, plaqueta®.



4.4.1.4 Quadro clinico

O desenvolvimento dos sinais e sintomas da SOS geralmente ocorre nas primeiras
trés semanas do transplante*. A SOS ¢é caracterizada por hepatomegalia dolorosa, retencao
hidrica, ganho de peso e ictericia, na auséncia de outras causas***°, O ganho de peso ocor-

re em virtude da retencdo renal de sddio e agua*.

A retencdo hidrica e a hepatomegalia sdo geralmente as primeiras manifestacoes
e, com frequéncia, aparecem nos primeiros dias apds a infusao das células progenitoras
("dia zero")%. A ictericia, manifestacdo mais frequente da SOS, ocorre mais tardiamente, em
torno do sétimo dia apds o transplante?*’. Embora menos frequente, pode ocorrer tardia-

mente, sendo denominada SOS de inicio tardio®.

De acordo com a severidade dos sintomas, a SOS ¢é classificada como leve, moderada
e grave'*, A forma moderada é a mais frequente, variando de 48% a 64%"'*. A mortali-

dade nas formas leve, moderada e grave € de 9%, 23% e 98%, respectivamente®.

A necessidade de transfusao de plaquetas é maior nos pacientes com SOS quando
comparados com os que ndo a apresentam?*#, Isso ocorre provavelmente secundariamente
ao processo trombotico nos sinusoides hepaticos ou ao aumento da sequestracdo esplénica
em virtude da hipertensdo portal. Os pacientes também podem desenvolver faléncia renal

em virtude da sindrome hepatorrenal®.

4.4.1.5 Diagnostico

O padrao ouro no diagnostico da SOS € a histopatologia. Entretanto, em virtude dos
riscos de uma bidpsia hepatica em pacientes trombocitopénicos, o diagndstico em geral se

baseia apenas em critérios clinicos'®*>',

Todavia, alteracdes em parametros hemostaticos ap6s TCTH vém sendo estudadas.
O papel dos disturbios de coagulacdo na fisiopatologia da SOS é uma area controversa.
Estudos demonstraram que niveis de proteinas anticoagulantes como a proteina C*%, a
proteina S e a antitrombina®®? estdo consideravelmente diminuidos em muitos pacientes
com SOS®'8, Os niveis de proteina pro-coagulante como o fator VIIl e o FvW sao altos em
pacientes com SOS>°964,
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O propeptideo pro-colageno tipo Il (P-111-P) apresenta aumento na concentracdo
sérica'®®, Tanikawa et al. sugeriram que os niveis séricos de P-IlI-P antes do inicio do** condi-
cionamento podem indicar os pacientes com maior risco de desenvolver SOS, e que os niveis
de P-I11-P no dia da infusdo de célula-tronco (“dia zero") sdo um marcador preditivo precoce

para o desenvolvimento da SOS™.

Niveis séricos de IL-1, [L-2, IL-6, TNF-a, endotelina 1 e pré-colageno tipo Ill tam-

bém estdo implicados no desenvolvimento da SOS®#*,

O PAI-1 sintetizado pelas células endoteliais hepaticas representa o maior inibidor
do sistema fibrinolitico. Salat et al. descrevem um significativo aumento dessa proteina em

pacientes com SOS, e a consideram como um marcador sensivel e especifico de SOS grave®®.

A ultrasonografia abdominal € util para excluir outras doencas que se assemelham
a SOS*. Yoshimoto et al.% sugerem que a deteccdo do fluxo sanguineo reverso em um seg-
mento da veia porta por ultrasonografia com doppler colorido pode ser util no diagnostico

precoce da SOS, porém com baixa sensibilidade®’.

Fragmentos de figado podem ser obtidos através de bidpsia hepatica percutanea,
laparoscopia e bidpsia transvenosa (transjugular ou femoral)®. Entre esses, o método

transjugular € o preferivel, em virtude do menor risco de sangramento®.

4.4.1.6 Diagnostico diferencial

O diagnostico diferencial da SOS é complexo. Os sinais e sintomas clinicos podem
ocorrer como resultado de outros processos®. Além disso, esses processos podem confundir-

-se com a doenca, ou, mais comumente, coexistir com ela.

O rapido ganho de peso no periodo pos-transplante pode ter varias etiologias®. A hepa-
tomegalia pode ser ocasionada por insuficiéncia cardiaca congestiva, infeccdo viral, envol-
vimento tumoral ou sindrome de Budd-Chiari®®. A hiperbilirrubinemia ndo acontece apenas
na SOS, podendo estar presente nos quadros de sepse, DECH, hemdlise, nutricdo parenteral,

toxicidade relacionada a CSP ou ao MTX e toxicidade do regime de condicionamento®*.



A SOS ocorre tipicamente nos primeiros trinta dias apos o transplante, porém pode
acontecer mais tardiamente em alguns pacientes®®. O regime mieloablativo usado pode

influenciar o inicio do aparecimento dos sintomas da SOS'**°,

Muitas outras causas ocorrem nesse periodo, dificultando assim um diagnostico
preciso. As infeccdes virais geralmente aontecem apos o dia 100, e as infeccdes fungicas
podem ocorrer de forma precoce, principalmente no periodo de neutropenia. Pacientes em

uso de corticosteroides podem ter infeccdes fungicas mais tardiamente3>5068,

4.4.1.7 Prevencao e tratamento

Uma vez que ndo existe terapéutica efetiva, a prevencao da SOS é uma prioridade.
Regimes de profilaxia com baixa toxicidade devem ser implementados na tentativa de
reduzir a incidéncia e a severidade da sindrome. Essell et al.®®, em um estudo piloto e,
subsequentemente, em um estudo clinico randomizado, demonstram um beneficio do uso
profilatico do acido ursodesoxicolico (AUDC) em pacientes com alto risco de SOS. Nesse
estudo, a frequencia foi maior no grupo que nao recebeu a profilaxia (razao de chance [RC] =
2,57; intervalo de confianca a 95% [IC 95%], 1,08 a 6,10; p=0,03). Por isso, e pela auséncia
de efeitos colaterais, varios centros transplantadores utilizam o AUDC rotineiramente como

profilaxia. Um estudo recente confirma esse beneficio”.

A incidéncia da SOS nédo diminuiu com o uso profilatico de heparina e o beneficio
nao foi confirmado em uma série de casos*®*2. Os pacientes tratados com heparina apresen-

taram maior risco de sangramento, com resultados clinicos desanimadores®#+453',

0O uso profilatico de glutamina parece ser eficaz na prevencao da SOS, uma vez que

mantém niveis séricos satisfatorios de glutationa®’""2

Em virtude de nao haver um tratamento especifico, a terapia consiste em suporte
clinico e uso de sintomaticos, uma vez que de 70% a 85% dos pacientes apresentam recupe-
racao espontanea*. O tratamento de suporte consiste em balanco hidrico rigoroso, uso
de diuréticos, restricao de sodio, restricao proteica com lactulose oral para reduzir o risco

de progressao para encefalopatia hepatica, paracentese terapéutica para amenizar o
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desconforto abdominal ou a restricao respiratdria, e hemodialise ou ultrafiltracdo renal para

aqueles que nao responderam ao uso de diuréticos'*+45,

Um dos mais promissores agentes usados na terapéutica € o defibrotide, que tem
propriedade anticoagulante, acdo fibrinolitica e ¢ bem tolerado, com baixo risco de sangra-
mento’®. O seu mecanismo de acdo & incerto, porém parece aumentar os niveis endégenos
de prostaglandina E2 (PGE2), inibidor de PGE2 (PGI2), t-PA e a expressao de trombomodulina
na superficie do endotélio, além de diminuir os niveis de PAI-121317184431 A prostaglandina
E1 também tem sido descrita no tratamento da SOS em virtude da atividade vasodilatadora

e antiplaquetaria que se observa quando associada as doses baixas de heparina’.

0 uso do ativador do plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA), em baixas doses,
combinado a heparina, pode alterar a evolucao dos casos de pior prognostico. Entretanto,
o uso de t-PA esta associado a um alto risco de complicacdes hemorragicas e nao € reco-
mendado na presenca de faléncia de multiplos 6rgaos™*'. Existe pouca experiéncia com o
uso de concentrados de proteina C ou antitrombina Ill (ATIII), e ndo ha evidéncia de que seja

efetivo™®,

Na SOS grave, ja estabelecida, poucas alternativas terapéuticas estdo disponiveis,
entre elas o shunt portosistémico intra-hepatico transjugular (SPIT), que é utilizado com
seguranca para controlar a hipertensdo portal, porém com beneficio questionavel’. O trans-
plante hepatico tem sido utilizado em numero restrito de pacientes, em carater experimental,

em virtude da péssima condigao clinica em que geralmente se encontram?®*5°176-78,
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CAPITULO 5

Complicacoes associadas ao transplante de

celulas-tronco hematopoéticas: citomegalovirus

O TCTH € uma forma de tratamento que vem sendo crescentemente utilizada no
trato de patologias hematoldgicas benignas e malignas. Atualmente constituem indicacoes
de transplante neoplasias malignas dos testiculos, neuroblastoma, leucemias agudas
e cronicas, linfomas, sindromes mielodisplasicas, doencas mieloproliferativas, além de
patologias benignas, como AA, hemoglobinopatias, imunodeficiéncias e erros inatos do
metabolismo. O transplante € baseado em um equilibrio imunologico; € necessario que as
células hematopoéticas do doador infundidas enxertem-se no microambiente do receptor,
que o sistema imunoldgico do receptor tolere o enxerto de células-tronco do doador, para
que ndo haja rejeicao, e que células T efetoras do doador tolerem o tecido do hospedeiro,

para ndo haver DECH'.

Os primeiros transplantes foram realizados com células-tronco de gémeos idénticos
(transplante singénico); atualmente, outras fontes de podem ser utilizadas, provenientes de
doadores aparentados ou nio aparentados (transplante alogénico) compativeis nos HLA, ou

provenientes do proprio paciente (transplante autologo).

Essas células-tronco sao definidas como uma populacdo de células indiferenciadas,
com capacidade de se dividir indefinidamente, de se autorrenovar e de gerar células alta-
mente especializadas, as diferentes linhagens celulares presentes no sangue?. Para que esse
processo de hematopoese ocorra, € necessaria uma interacao das células-tronco presentes
na medula 6ssea com o microambiente medular e com uma série de proteinas reguladoras
do crescimento. A partir da interacao desses trés fatores, sdo, entdo, originadas as diferentes
linhagens sanguineas, com caracteristicas morfologicas proprias e funcdes biologicas espe-

cificas. Essas sao as linhagens mieloide, linfoide, eritroide e megacariocitica®.

A fonte de CTH vem sendo modificada ao longo do tempo. Atualmente, ha trés
possibilidades: células-tronco de medula 6ssea, células-tronco de sangue periférico, mobili-

zadas com fatores de crescimento e/ ou quimioterapia, e células-tronco de SCUP. Cada uma
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dessas fontes leva a resultados clinicos distintos, mas seu uso depende principalmente da
idade do receptor e do doador, da indicacdo e da preferéncia dos centros e dos doadores.
Normalmente, usa-se a medula dssea em criancas; para adultos, medula 6ssea ou sangue
periférico. 0 SCUP depende da disponibilidade de unidades em bancos e da auséncia de
doador HLA idéntico. Ha vantagens e desvantagens em cada tipo de células-tronco: medula
ossea deve ser coletada sob anestesia geral, diferentemente do sangue periférico, que €
coletado por veia periférica, mas requer o uso de fatores de crescimento, como o fator esti-
mulante de colonias de granuldcitos (G-CSF), havendo possibilidade de efeitos colaterais.
0 SCUP, por sua vez, esta mais facilmente disponivel, ndo requer total compatibilidade HLA,

mas tem restricdo quanto ao numero de células.

A escolha do doador baseia-se na compatibilidade HLA, codificada pelo MHC, que se
localiza no cromossomo 6 em humanos e codifica duas familias de HLA distintas implicadas
na alorreatividade: antigenos HLA de Classe |, que sdo codificados por trés loci chamados
HLA-A, HLA-B e HLA-C; antigenos HLA de Classe I, que sao codificados por outros trés loci
HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ. Caso doador e receptor ndo sejam compativeis, podera haver
rejeicao ou DECH.

A fisiopatologia das duas se parece, embora sejam diferentes. Ambas sao baseadas
na alorreatividade de células T do hospedeiro ou do doador a antigenos codificados pelo

MHC ou a peptideos apresentados em associacdo com esses antigenos.

Figura 20 - Fonte de células-tronco
Fonte: Centro Cirtrgico do Hospital do Cancer | - INCA



O paciente que receba e aceite as células-tronco de um doador HLA compativel €
tratado com quimio e/ ou radioterapia, que visam ndo somente a destruir a doenca de base,
mas também a eliminar sua medula dssea, criando espaco para as novas células-tronco que
serao infundidas e imunossuprimindo o paciente para que ele nao rejeite as células proge-
nitoras do doador. O regime de condicionamento é fundamental no TCTH: visa a destruir
a doenca, porém com um minimo de toxicidade. E uma causa importante de mortalidade
precoce, mas também € fundamental para o controle da doenca a longo prazo, ou até
mesmo para a cura. O regime de condicionamento tem, entdo, como objetivos criar espaco,

imunossuprimir e erradicar a doenca.

e (Criacdo de espaco: acredita-se que células progenitoras omaturas ocupem nichos defi-
nidos no estroma medular, visando a obter o suporte necessario as suas proliferagao e
diferenciacdo. Assim, € importante erradicar as células-tronco do receptor para que as
do doador tenham acesso a esses nichos para posterior reconstituicao hematopoética.

® |munossupressao: € importante para evitar uma rejeicao das células do doador pelas
células imunologicas do receptor. A necessidade de imunossupressdao aumenta com
o aumento da disparidade MHC. O risco de rejeicdo aumenta em situacdes em que
o receptor foi pré-sensibilizado contra mHA (por exemplo, administracdo prévia de
hemoderivados).

® Erradicacao da doenca: esse € o principal objetivo em pacientes com neoplasias malignas.

Entretanto, a capacidade curativa do TCTH ndo se baseia somente na eliminacao
de uma medula 0ssea doente e na sua posterior substituicdo por outra sadia, mas também
nos efeitos imunoldgicos mediados pelo transplante. A pega do enxerto e sua posterior
funcionalidade demandam o estabelecimento de uma tolerancia bilateral: do hospedeiro
com o enxerto e do enxerto com o hospedeiro. Quando ha um desequilibrio desse balancgo
imunoldgico, ocorre a rejeicdo ou a imunorreatividade do enxerto contra os tecidos do hos-
pedeiro, conhecido como DECH. Por outro lado, no tratamento de neoplasias hematoldgicas,
o principal efeito terapéutico do transplante é o fornecimento de alorreatividade para
superar o estado de ignoracia patologica do sistema imune do receptor em relacdo as

células tumorais.

No TCTH autdlogo, também sio administradas doses elevadas de quimio e/ ou radio-

terapia, visando a destruicdo da doenca de base; esse nivel de dose € toxico para a medula
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6ssea. E importante, entdo, que o paciente tenha uma reserva de células-tronco sadia para
ser utilizada em substituicdo as lesadas. Essa abordagem permite o uso de agentes tumo-
rais em doses bem maiores do que aquelas administradas em tratamentos convencionais.
Essa forma de transplante esta indicada quando ha correlacdo entre altas doses e resposta
tumoral e quando o limitante de dose € a toxicidade medular. Ha algumas desvantagens:
as células-tronco coletadas podem ja estar lesadas por tratamentos anteriores; o pool
de células-tronco pode estar contaminado por células malignas; ndo ha o efeito enxerto-

-versus-doenca.

5.1. Complicagdes associadas ao transplante de
células-tronco hematopoéticas

As altas doses de quimio e/ ou radioterapia do regime de condicionamento com-
prometem todos os orgdos e tecidos do receptor, levando a uma série de complicacdes de

intensidade distinta:

e (istite hemorragica: ocorre por toxicidade direta do regime de condicionamento no
urotélio ou por infeccdes virais que comprometam o trato urinario. Normalmente, quan-
do secundaria ao regime de condicionamento, ocorre precocemente apos o TCTH (alguns
dias apds a quimioterapia) e pode ser produzida por CTX (ou ifosfamida), bussulfano,
etoposide e ICT, principalmente. Causas virais sdo mais tardias (normalmente apds o 30°
dia) e podem ser ocasionadas pelos poliomavirus BK ou JC, adenovirus tipo Il ou CMV. A
cistite hemorragica secundaria a quimioterapia ocorre em de 1% a 25% dos pacientes,
enquanto a de causa viral varia em incidéncia de 5% a 25%, dependendo do grau de
imunossupressao do receptor®.

e SOS: ¢ o termo usado para definir sinais e sintomas que ocorrem precocemente apds
o TCTH, como consequéncia da toxicidade hepatica relacionada ao regime de condi-
cionamento. Ha ictericia, retencdo liquida, hepatomegalia dolorosa, que ocorrem nos
primeiros 35 a 40 dias apds o TCTH. O metabolismo hepatico de algumas drogas pelo
sistema enzimatico P450 produz uma série de metabdlitos toxicos. Esses metabolitos sdo
convertidos a metabdlitos estaveis (ndo toxicos) via sistema enzimatico do glutatido

e eliminados. Quando esse processo ocorre em pacientes com atividade de glutatido



reduzida, em razao de doencas hepaticas pré-existentes ou da ativacao de agentes como
bussulfano, carmustina ou radioterapia, que depletam os niveis de glutatido, metabdlitos
toxicos ndo sao metabolizados. Esses metabolitos localizam-se predominantemente na
area 3 do acino (em torno das veias centrolobulares), visto que essa area é rica em P450 e
pobre em glutatido. Consequentemente, a lesdo do hepatocito e do sinusoide endotelial
ocorre nessa area. As células endoteliais sofrem lesdo toxica, liberando metabolitos
toxicos por fenestras. Ha, também, liberacdo de hemacias para o espaco de Disse, com
embolizacdo e bloqueio dos sinusoides, diminuindo o fluxo venoso hepatico e produzindo
hipertensdo pds-sinusoidal. Clinicamente ocorre dias apds o condicionamento em de
3% a 549% dos pacientes. A mortalidade depende da gravidade da sindrome®®.
Sindrome de lise capilar: ocorre em 35% dos receptores de TCTH alogénico e € frequen-
temente fatal. A lesdao endotelial produz perda de fluidos intravenosos para espacos
intersticiais. Ocorre nos primeiros 15 dias de TCTH e ha ganho ponderal maior que 3%
em 24 horas, associado a edema generalizado (ascite, derrames pleural e pericardico),
nao responsivo ao tratamento com diuréticos de alca. Clinicamente se manifesta por
taquipneia, hipotensao, insuficiéncia respiratoria e hipoalbuminemia®.

Sindrome da pega: ocorre no momento da recuperagdo medular. Ha liberacdo macica
de citocinas pro-inflamatorias por tecidos lesados, pelo intenso condicionamento e pela
recuperacdo dos neutrofilos. E mais frequente no TCTH autdlogo (5% a 25%). Normal-
mente, apos 72 horas do inicio da recuperacao dos neutrofilos, havera febre alta, rash
cutaneo, infiltrado pulmonar ou hipoxemia. Pode também haver diarreia, ganho ponderal,
disfuncao hepatica, renal ou alteracdes no Sistema Nervoso Central (SNC)™.

Sindrome da pneumonia idiopatica: ocorre por lesdo pulmonar via regime de condicio-
namento, lesdo celular imunologica, citocinas inflamatdrias e, provavelmente, infecgoes
pulmonares ocultas. Incidéncia inferior a 10%. Normalmente, 21 dias apos o TCTH ha

tosse, taquipneia e hipoxemia associados a infiltrado intersticial difuso™.
Outras complicacoes associadas ao TCTH sao as imunologicas e as infecciosas.

Rejeicdo: ¢ definida como a deteccdo de células de origem do hospedeiro, com ou sem
a recuperacdo da hematopoese; ocorre em, aproximadamente, de 1% a 2% dos TCTH
alogénicos aparentados; alcanca taxas mais elevadas (5% a 30%) em pacientes trans-
plantados por AA e em enxertos com deplecdo de células T (20%)".

DECHa: ¢ definida como uma sindrome de dermatite, enterite e hepatite, que ocorre
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antes do 100° dia do TCTH. A incidéncia € de 9% a 50% dos receptores de TCTH alo-
génico aparentado. Para haver DECH, sdo necessarios os postulados de Billinghan: o
enxerto deve conter células imunocompetentes; deve haver a presenca de aloantigenos
estranhos e imunogénicos nas células do receptor (ou reconhecimento inadequado de
autoantigenos); o receptor deve ser incapaz de produzir resposta imune contra o enxer-

to'. Ha trés fases caracteristicas no desenvolvimento da DECHa'?:

Fase 1 ou efetora - ha agressao tecidual por tratamentos prévios e regime de
condicionamento, levando a lesao tecidual, com liberacdo de citocinas inflamatdrias,
como o TNF-a e a IL-1, que aumentam a ativacao de células apresentadoras de anti-
genos do hospedeiro. A translocacao de lipopolissacaridios pela mucosa intestinal
lesada ativa o sistema imune e promove uma cascata de citocinas inflamatdrias.

Fase 2 ou de ativacdo da célula T - linfocitos T naive do doador interagem com

células apresentadoras de antigenos do receptor, sao ativadas e expressam citocinas,
como IFN-y, IL-2 e TNF-a. (além de outros), levando a expanséo de células T.

Fase 3 ou fase efetora inflamatdria e celular - essa fase corresponde a uma complexa

casacata de células efetoras citotoxicas, células NK e grandes linfocitos granulares,
sequida da geracdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-y, IL-1, e de NO

derivado de macrdfagos. Ha lesdo organica™.

Para a prevencdo da DECH, agentes como a CSP ou o tacrolimus, que tém efeito
supressor especifico na fungao de linfocitos T, sdo usados em combinacdo com outros agentes
imunossupressores, como corticosteroides, MTX, micofenolato mofetil e timoglobulina.
Outra forma de prevencdo da DECH é baseada na retirada de linfocitos T do enxerto

(deplecédo T); porém essa técnica aumenta o risco de rejeicdo e recidiva.

5.1.1. Complicacdes infecciosas

As infeccdes sdo uma importante causa de morbimortalidade no periodo pos-TCTH.
Visto o grau de neutropenia, a depressao das fungdes T e B, a ruptura das barreiras anatomicas
(mucosite, cateteres de longa permanéncia vasculares ou urinarios) e os agentes imunos-
supressores, os receptores de TCTH alogénico tém um risco de uma variedade de infeccoes
ainda mais alto do que nos outros tipos. Essas infecces podem ser causadas por bactérias,
fungos e virus, dependendo do tempo de transplante. 0 momento da reconstituicdo imuno-

l6gica determina o tipo de infecgao.



A primeira fase € a de aplasia, apos o regime de condicionamento e até a recuperacao
dos neutrofilos. Nessa fase, as complicacdes infecciosas ndo diferem daquelas encontradas
em outros pacientes neutropénicos, exceto pela lesdo da mucosa intestinal. Nesse periodo, ha
também o aumento do risco de infeccdes fungicas, principalmente a aspergilose. Infeccoes
virais, principalmente pelo virus Herpes-simples, sao frequentes. A mortalidade por infeccao

nesse periodo ocorre associada a sepse bacteriana, a pneumonia e as infecgdes fungicas.

A segunda fase corresponde ao periodo de inicio da recuperacao dos neutrofilos
até o terceiro ou quarto més pds-TCTH e se caracteriza por deficiéncia imune celular, com
diminuicdo do numero e da funcdo de células citotoxicas. Ocorrem infeccdes por CMV e
outros virus, como adenovirus, virus entéricos e repiratorios. O principal fator a retardar a

recuperacao imunoldgica e favorecer as infecgoes € a ocorréncia de DECH.

A terceira fase, que se inicia no quarto més, é considerada uma fase tardia. A recu-
peracao imunoldgica esta relacionada a presenca e a gravidade da DECH. A maioria dos
pacientes tem deficiéncia de imunoglobulinas (lg), principalmente da imunoglobulina G2
(IgG2), que é responsavel por uma diminuicdo na resposta a antigenos polissacaridicos.
Receptores de TCTH alogénico sdo extremamente vulneraveis a bactérias encapsuladas. Na
auséncia de DECH, essa deficiéncia sera transitoria e resolver-se-a com o tempo. E impor-

tante a vacinacao.

® InfeccOes bacterianas: sdo mais comuns no periodo imediato p6s-TCTH, facilitadas pela
neutropenia e pela ruptura da barreira mucosa decorrente do regime de condicionamento,
além da presenca de cateteres de longa permanéncia, que também as propiciam. As por
bastonetes gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeru-
ginosa, entre outras) surgem principalmente do TGl. A via de entrada dos cocos gram-
-positivos (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans,
além de outras) é a pele, a orofaringe ou os cateteres venosos centrais (CVC). Apos dois
meses do TCTH, o risco de infeccado por bactérias encapsuladas aumenta, principalmente
o Streptococcus pneumoniae e o Haemophilus influenzae, que estdo associados a
presenca de DECHc. Com a primeira pode haver bacteriemia associada ou ndo a pneu-
monia e/ ou a sinusite, podendo ser letal. Ja a sequnda pode levar a infeccées dos tratos
respiratorios superior e inferior, além de bacteriemia. Outras infeccdes mais raras séo por

micobactérias e Legionella sp.
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* InfeccOes flungicas: sdo decorrentes da neutropenia prolongada, do uso de antibidticos
de amplo espectro e da imunossupressao. Os fungos que mais frequentemente causam
infeccdo no TCTH séo Candida spp. e Aspergillus spp. Outros fungos séo menos usuais. A
colonizacéo de superficies mucosas e cutaneas (orofaringe, TGl e vagina) por espécies de
Candida serve como porta de entrada pelo uso de antibidticos de amplo espectro; outra
fonte de infeccdo sdo os CVC de longa permanéncia e outros cateteres, como os nasoen-
terais. A contaminacao de condicionadores de ar, sistemas de ventilacdo e obras causam
infeccdes hospitalares pelas espécies de Aspergillus. A porta de entrada geralmente sdo
0s seios da face ou as vias aéreas superiores.

® Infecgoes virais: as infecgdes virais pos-TCTH alogénico geralmente decorrem da reati-
vacao de infeccdes virais latentes. As mais frequentes sdo causadas pelos herpes-virus
(herpes simples, virus varicela-zoster e CMV), adenovirus e poliomavirus, como o BK virus
(BKV). Mais raramente ocorrem infeccées por enterovirus, virus respiratorio sincicial

(RSV), influenza, parainfluenza, rotavirus e parvovirus B19.

A infeccdo pelo adenovirus no periodo pds-TCTH normalmente causa cistite hemor-
ragica, pneumonite ou hepatite. Pode surgir pela reinfeccao ou via fluidos organicos. A cistite
hemorragica também pode ter como agente etiologico o BKV. O Herpes simples € causa
frequente de infeccdo; decorre da reativacdo da infeccdo em pacientes soropositivos. A
manifestacdo mais precoce € a lesdo de mucosa, que ¢ dolorosa e pode servir como porta
de entrada para bactérias do TGI. O varicela-zdster, quando da primeira infeccdo, pode ser
grave. O herpes-virus homini 6 (HHV6) vem associado a: pneumonia, retardo na recuperacio
hematopoética, encefalite e trombocitopenia prolongadas. Outro herpes-virus, o EBV, pode
levar a doenca linfoproliferativa B, que oferece maior risco em pacientes que recebem enxerto

depletado de células T e pacientes condicionados com timoglobulina. Ha elevada letalidade.
A infeccdo pelo CMV ocorre tipicamente entre a recuperacdo hematopoética (“pega”)

e 0 120° dia do transplante'", determinando aumento significativo da morbidade e dimi-

nuicao da sobrevida.

5.1.1.1. Citomegalovirus

O CMV € um herpes-virus, da familia b-herpesviridae, caracterizado por possuir

hospedeiro restrito e ciclo reprodutivo dinamico. Como todo herpes-virus, o ciclo de vida do



CMV consta de duas fases: um periodo latente, em que permanece dentro das células-alvo,
replicando-se cronicamente com o genoma celular, e uma fase litica, em que reassume a
replicacdo ativa, gerando particulas virais infecciosas. O CMV é um virus DNA, que tem em
sua estrutura um nucleo com DNA de dupla hélice, um capsidio icosaédrico com 162 cap-
someros, um material amorfo e assimétrico que circunda o capsidio, denominado matriz e

um envelope contendo as glicoproteinas virais na sua superficie'® (Figura 21).

Figura 21 - Citomegalovirus
Fonte: Os micrdbios por tras do cancer. Revista Saude ¢é Vital, Editora Abril

A infeccdo pelo CMV € definida como o isolamento do virus ou a deteccdo de acido
nucleico ou proteinas virais em fluidos ou tecidos corpdreos'®, sem sintomatologia clinica.
Estudos mostram que aproximadamente 60% dos adultos em paises desenvolvidos e 100%
daqueles em paises em desenvolvimento sdo infectados pelo CMV, mostrando soropositivi-
dade para proteinas desse virus. A incidéncia dessa infeccdo € de 10% a 15% em receptores
de TCTH, sendo que, desses, aproximadamente 50% desenvolverdo doenca pelo CMV2%,
Para receptores soropositivos, a infeccao ocorre em de 45% a 86% dos pacientes e a doenca

em de 21% a 430?22,

Ainfeccao pelo CMV em receptores de TCTH normalmente se manifesta clinicamente
como febre de etiologia desconhecida, pneumonite intersticial, ou enterite. Menos frequen-
temente, esses pacientes podem desenvolver retinite, encefalite, hepatite ou aplasia.

Também pode haver cistite hemorragica e pancreatite?.
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Para haver o diagndstico de doenca pelo CMV, é necessaria a presenca de sinais e/
ou sintomas de comprometimento de um 6rgdo associados a deteccdo do virus no orgao
comprometido'. Na pneumonite, a deteccdo viral é feita pela bidpsia pulmonar ou pelo
lavado bronco-alveolar; na enterite, pela biopsia tecidual; na encefalite, pelo liquido cefa-
lorraquiano e assim, sucessivamente?’-?%, Uma excecéo € a retinite pelo CMV, na qual o diag-
nostico € exclusivamente clinico29. A pneumonite intersticial € a complicacdo mais grave
da doenca pelo CMV, com uma letalidade de 30% a 48%, mesmo em pacientes submetidos

a tratamento especifico®.

Um estudo mostrou um aumento da mortalidade por infeccbes bacterianas e fungi-
cas em receptores de TCTH soronegativos com doador soropositivo, mesmo apds ajuste pela
neutropenia, pelo ganciclovir e pela ocorréncia de doenca pelo CMV?'. Os autores especulam

sobre um efeito imunomodulador da primoinfeccdo pelo CMV em receptores de TCTH.

5.1.1.2. Métodos de diagnostico do citomegalovirus

No passado, os testes soroldgicos determinando a presenca de anticorpos contra
antigenos liticos e as culturas virais eram fundamentais no diagnostico da infeccdo pelo
CMV. Entretanto, na ultima década, os métodos de amplificacdo molecular vém tendo

desenvolvimento preponderante.

® Sorologia:permiteevidénciaindiretadeinfeccdorecente peloCMV,baseadaemalteracoes
nos titulos de anticorpos em diferentes momentos no tempo. Ha varias técnicas de detec-
céo de anticorpos, como fixacdo de complemento, teste ELISA (do inglés Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay), aglutinacédo por latex, radioimunoensaio e ensaios indiretos de
hemaglutinacdo. A deteccdo de anticorpos imunoglobulina M (IgM) CMV especificos
sugere soroconversao recente. A observacdo de um incremento de, no minimo, quatro
vezes o titulo de IgG CMV especifica em duas afericdes com intervalo de 2 a 4 semanas
também sugere uma soroconversao recente. A sensibilidade e a especificidade dos méto-
dos sao adequadas, porém, ha necessidade de pareamento soroldgico, o que demanda
tempo e a IgM pode permanecer elevada por um més, fornecendo diagnésticos imprecisos®'.
® Culturas: pelo uso de culturas de fibroblastos, o CMV pode ser isolado de varios sitios,

incluindo sangue, urina, liquor, lavado bronco-alveolar e biopsias. Contudo, ha varias



limitagoes: o CMV cresce lentamente em cultura de células (por vezes, semanas), ndo
servindo como teste confirmatorio®'. A presenca do CMV em cultura indica a presenca
do virus, mas nao confirma o diagnostico. Pacientes imunossuprimidos podem eliminar
0 virus em secrecdes orais ou na urina por meses®. A sensibilidade do método € limita-
da, mas € importante na deteccdo de casos de resisténcia®**.

Deteccdo antigénica precoce: permite a deteccdo do CMV em cultura antes dos efeitos
citopaticos caracteristicos, acelerando o diagnostico. Apos a centrifugacdo do material
do paciente em monocamadas celulares, essas monocamadas sao expostas a anticorpos
monoclonais, que se ligam onde ha replicacdo do CMV. Apesar da sensibilidade desse
teste, ele demora de 2 a 3 dias para apresentar o resultado®'.

Antigenemia: ¢ o método considerado “padrdo ouro” para deteccao da infeccdo produ-
zida pelo CMV. Apos duas horas de infeccado viral, uma fosfoproteina da matriz viral, a
pp65 esta presente no nucleo de células infectadas®. A proteina pp65 do CMV € nucle-
otropica e entra na célula como parte do virion infectante. A deteccdo desse antigeno
no nucleo do granuldcito € usada para documentar a disseminacao precoce do CMV no
paciente imunocomprometido. A antigenemia se baseia em uma reacdo com anticorpo
monoclonal em leucocitos do sangue periférico, detectada por imuno-histoquimica.
A presenca desse antigeno nos leucocitos significa que os fagocitos ingeriram as parti-
culas virais ou que foram infectados pelo virus. A antigenemia se correlaciona com
a infeccdo pelo CMV na corrente circulatéria. Pacientes que desenvolveram doenca
tiveram niveis mais elevados de antigenemia — importante no tratamento preemptivo
para CMV?®3*°_ Entre os pacientes que apresentaram um aumento igual ou superior
a duas vezes o valor da antigenemia basal nos primeiros 100 dias de TCTH, 8 de 47
(17%) desenvolveram doenca pelo CMV, enquanto, naqueles em que o incremento
da antigenemia foi inferior a duas vezes o basal, 8 de 68 (12%) desenvolveram doenca
pelo CMV (p>0,05)%.

Métodos baseados em reacdo em PCR: a PCR para o CMV baseia-se na deteccdo do
DNA viral no sangue ou no plasma; pode ser qualitativa ou quantitativa. Os métodos
baseados em PCR para deteccdo do CMV apresentam a vantagem de serem rapidos,
com baixo requerimento de material bioldgico e uma alta sensibilidade e especificidade,
quando cuidadosamente padronizados em relacdo aos métodos de referéncia. O objetivo
de qualquer método de deteccdo do CMV para aplicacdo na area clinica € a caracteriza-

cao precoce da reativacado viral, ou seja, a entrada no ciclo litico.
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Os métodos baseados na deteccdo do DNA viral foram desenvolvidos, inicialmente,
mostrando alta sensibilidade. Uma potencial desvantagem disso, no entanto, € a possibili-
dade de detectar DNA do CMV em estado tanto litico quanto latente*'. Portanto, a utilidade
desses métodos é dada pela possibilidade de quantificacdo da carga viral (DNA de virus
associado a células) ou da viremia (DNA livre no plasma). Para sua aplicacdo na clinica,
€ importante que cada centro desenvolva seus “padrdes” da cinética de reativagao viral,
em relacdo a sorologia dos pacientes estudados, assim como especificamente aos tipos de
transplante e protocolos de condicionamento. Com isso, busca-se a determinacdo de um
ponto de corte (cut-off) com valor clinico em relacdo aos fendmenos de reativacdo do CMV

e ao desenvolvimento de doenca por esse virus.

Na atualidade, existem varios ensaios diagnosticos comerciais para detectar e quanti-
ficar o DNA do CMV em amostras clinicas, amplamente utilizados nos paises desenvolvidos*'.
Esses sdo: o COBAS Amplicor CMV Monitor Test (Roche Diagnostics), que tem como alvo
a amplificacdo de uma regido de 365 pb do gene da polimerase viral e é desenhado para
amplificacdo por PCR de DNA em plasma; e o Hybrid Capture System CMV DNA Test
(Digene), que é um método baseado na amplificagcdo de sinal que utiliza uma sonda de acido
ribonucleico (RNA), a qual forma hibridos com o genoma viral. Esse é detectado com um
anticorpo especifico para hibridos de DNA-RNA. Esses métodos apresentam a vantagem da
padronizacao, fornecendo, portanto, resultados comparaveis entre centros. A principal
desvantagem, além da falta de versatilidade, € o alto custo e a dependéncia tecnoldgica

gerada pela implementacdo de tais metodologias*.

Outra questao importante na hora da escolha dos métodos € o tipo de informacao
bioldgica fornecida por eles. A informacdo que os métodos baseados na quantificacdo do
DNA produzem é a cinética do aumento da carga/ viremia, que é, entdo, tomada como
evidéncia da reativacdo viral. Outro marcador capaz de fornecer essa informacdo de
maneira mais precisa € a deteccdo da expressao de genes do ciclo litico do virus, no nivel
de RNA®4,

Questdes importantes a serem resolvidas na escolha de metodologias baseadas na
deteccdo do RNA sdo: 1) utilizacdo de estratégias que permitam amplificar especificamente
o RNA mensageiro (RNAm) alvo, eliminando a amplificacdo do DNA viral; 2) escolha de

genes que sejam expressos especificamente no ciclo litico®.



Duas metodologias sao correntemente utilizadas. Uma é o método Nasba, baseado
na amplificacdo isotermal de acidos nucleicos, que, por seu perfil isotermal, impedem a
amplificacdo do DNA. Existe um ensaio comercial baseado nessa metodologia: NucliSens
CMV pp67 assay**. A outra metodologia é a transcricdo reversa sequida de PCR (RT-PCR)
utilizando um RNAm especifico que, por sofrer processamento pos-transcricional (splicing),
apresenta uma estrutura diferente do DNA codificante, permitindo ser diferenciado desse

apos a amplificacao®.

As principais desvantagens desses métodos sao a conhecida maior instabilidade do
RNA em relacdo ao DNA e a dificuldade de torna-los quantitativos. Uma estratégia para
superar essas dificuldades ¢ uma boa padronizacdo de métodos de extracdo de RNA, inclu-
indo a avaliacdao da "amplificabilidade”, e a associacdo dessa metodologia com métodos
quantitativos baseados na amplificacdo do DNA, visando ao aproveitamento das informacoes

complementares potencialmente fornecidas por ambas as metodologias.

5.1.1.3. Comparacao entre os métodos de diagnostico do citomegalovirus

Os principais métodos sdo a antigenemia e métodos de deteccdo de DNA e RNAm.
O PCR quantitativo vem sendo crescentemente utilizado por oferecer duas vantagens. A
primeira € ser altamente sensivel, permitindo detectar casos de infeccao por CMV que nao
foram detectados por outros métodos de diagndstico, como a antigenemia. A doenca por
CMV ocorre em 7,7% dos pacientes nos primeiros 100 dias pos-TCTH®®. Ha relatos de falsos
negativos de antigenemia em pacientes com baixa leucometria e/ ou naqueles em que a
expressao do antigeno pp65 nos leucdcitos € baixa*. O PCR pode ser positivo, entdo, mesmo
com antigenemia negativa. A seqgunda € haver a possibilidade de quantificacdo da carga
viral e seu incremento ao longo do tempo. Por outro lado, valores-alvo sao de dificil deter-

minacao, pois, para o ensaio, pode ser realizado no sangue total ou no plasma.

Ha varios estudos®®*¢* que associam a carga viral ao risco de desenvolvimento de
doenca pelo CMV. Emery et al. demonstraram que a carga viral inicial se correlaciona ao
pico de carga viral e ao desenvolvimento de doenca pelo CMV*. A taxa de aumento da carga
viral também parece ser um fator preditivo para o desenvolvimento de doenca pelo CMV. Ha

estudos que avaliam os dois métodos de deteccdo acima®®. Comparando antigenemia para

119



120

CMV a PCR para CMV no sangue total ou no plasma, foi observado que, em termos gerais,
a sensibilidade do PCR no plasma é menor do que nos leucdcitos, mas semelhante a da
antigenemia. O plasma € importante quando se necessita realizar esse exame em pacientes
com leucopenia (antes da recuperacdo medular). O PCR também ¢é superior a antigenemia

no liquor e em biodpsias de tecidos®.

Outro estudo comparou a amplificacao por PCR de diferentes regides gendmicas com
antigenemia e PCR nested®', mostrando que a escolha do alvo molecular € importante em

razao da possibilidade de se avaliar a expressao de genes especificos para a reativacao viral.

Estudos demonstraram que pacientes que converteram a antigenemia para negativa
e persistiram com PCR para DNA do CMV positivo apo6s tratamento ndo evoluiram para
doenca pelo CMV, demonstrando que a antigenemia seria mais eficaz para monitorar os
resultados do tratamento. Nos pacientes que progrediram para doenca pelo CMV apesar
do tratamento preemptivo, tanto a antigenemia quanto o PCR para o CMV persistiram
positivos, mostrando que o PCR nao seria superior a antigenemia para predizer doenca pelo

CMV*2%3_ 0 valor preditivo da antigenemia para gastroenterite por CMV ¢ baixo>**’.

5.1.1.4. Medicamentos mais utilizados para o tratamento da infeccao
pelo citomegalovirus

Ainfeccdo pelo CMV vem associada com grande morbidez e mortalidade em pacientes
submetidos a TCTH. Ha trés drogas aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA) para
o tratamento do CMV: o ganciclovir, o foscavir e o cidofovir®®. Ha estudos que reportam uma
necesidade de um segundo curso de tratamento em 43% dos pacientes que fizeram uso de

foscavir, comparado a 28% quando o ganciclovir foi usado como tratamento inicial®.

® Ganciclovir: ¢ um analogo do nucleosideo guanina e inibe a replicacao viral por inibicao
seletiva da sintese do DNA do virus pela forma trifosforilada da droga. Os DNA poli-
merases das células do hospedeiro sdao consideravelmente menos sensiveis do que a
polimerase viral em relacdo aos efeitos do ganciclovir trifosfato®. A atividade antiviral do
ganciclovir depende da biotransformacao da droga a um derivado fosforilado que ocorre

seletivamente nas células infectadas pelo CMV. Ele codifica uma quinase viral que



fosforila 0 ganciclovir para a forma monofosfato. Subsequentemente, quinases celulares
convertem o monofosfato para a forma ativa de trifosfato®'. Acredita-se que a atividade
antiviral do ganciclovir trifosfato ocorra pela inibicdo da sintese do DNA por duas vias®:
inibicdo competitiva do DNA polimerase viral e incorporacdo do ganciclovir trifosfato
ao DNA viral, resultando na terminacdo do filamento de DNA viral. A resisténcia ao
ganciclovir é reportada como em torno de 62%; IC 95% = 57% a 66%, e pode surgir
por mutacdes nos genes UL97 ou UL54%. As mutacgdes na regido UL54 podem conferir
resisténcia cruzada ao foscavir®. Pacientes tratados com ganciclovir por curtos periodos
de tempo (de 14 a 21 dias) tém menor risco de desenvolvimento de resisténcia ao ganci-
clovir do que pacientes tratados por periodos mais longos®. A toxicidade ao ganciclovir
€ descrita com neutropenia, reportada em de 30% a 60% dos pacientes, com duracdo
mediana de 12 dias (variando de 4 a 20 dias)®®®. Pacientes em uso de ganciclovir que
evoluiram com neutropenia tiveram maior risco de infeccdo bacteriana. Outros efeitos
colaterais reportados sdo no nivel de SNC, como cefaleia, sonoléncia, delirio; além de
alteracdes da funcdo hepatica, febre e rash®, inibicdo da espermatogénese e azoosper-
mia®. A eficacia do ganciclovir contra o CMV € de 91,5%; IC 95% = 89% a 94%°.
Foscavir: € um fosfonato que ndo requer metabolizacao para sua atividade de inibicdo
da DNA polimerase. E importante no tratamento preemptivo do CMV em pacientes que
desenvolvem resisténcia ou toxicidade ao ganciclovir. Os resultados na substituicdo do gan-
ciclovir por foscavir em tratamento preemptivo para o0 CMV sdo semelhantes®. Contudo,
ndo é a primeira escolha pelo seu potencial nefrotoxico. E diretamente toxico as células
tubulares renais. Outras toxicidades reportadas sdo a hipocalcemia e a hipofosfatemia™.
Esta indicado em casos de resisténcia ao ganciclovir por nao requerer fosforilacao intra-
celular para atividade antiviral; mutacdes em UL97 ndo conferem resisténcia’".
Cidofovir: € um nucleotideo monofosfato analogo a deoxicitidina (dCTP). Apds a fosfo-
rilacdo celular, inibe competitivamente a incorporacdo de dCTP pelo DNA viral via DNA
polimerase. A incorporacao da droga impede a sintese da cadeia de DNA. A resisténcia
ocorre via mutacdes no DNA polimerase viral”. A toxicidade principal € a disfuncao renal.
Pode também haver neutropenia’. Menos frequentemente ha relatos de nauseas, vomi-
tos, trombocitopenia, tonteiras e sincope®. E considerado um agente de segunda linha
no tratamento da infeccdo pelo CMV.

Maribavir: estudos mostram de 15% a 19% de antigenemia positiva com profilaxia com
maribavir quando comparado a placebo (39%), sem relatos de doencas pelo CMV no gru-

po do maribavir’®. Inibe a replicacdo viral por interferir na sintese do DNA’® e a proteina
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quinase viral UL97, inibindo, assim, 0 encapsulamento viral e a saida das particulas virais do
nticleo de células infectadas. E eficaz in vitro contra algumas cepas de CMV resistentes
ao ativiral DHPG, cujo principio ativo € o glanciclovir. Apresenta boa biodisponibilidade
por via oral. Pode ser particularmente util em receptores de TCTH por ndo causar mielos-
supressao. Tem como efeitos colaterais disturbios do paladar, nduseas e vomitos.

® Valganciclovir: € rapidamente convertido a ganciclovir no organismo, apresentando
biodisponibilidade superior ao ganciclovir. Inibe a sintese do DNA via inibicdo competi-
tiva da incorporacao de trifosfato deoxiguanosina ao DNA polimerase. Estudos reportam
46,5% de eficacia e 35% de resisténcia®. Os resultados sdo promissores, mas sdo ainda

necessarios mais estudos para revelar a eficacia dessa medicacao no contexto do TCTH””.

5.1.1.5. Abordagem terap€utica da infeccdo pelo citomegalovirus

Em pacientes de alto risco, como os submetidos a TCTH, nos quais a doenca pelo
CMV ¢ de dificil tratamento, com altas taxas de mortalidade, ha duas estratégias basicas no
manejo da infeccdo pelo CMV: a profilaxia e o tratamento preemptivo, ambas com o intuito

de evitar a evolucdo para a doenca pelo CMV.

A profilaxia seria a prevencao da infeccdo primaria ou recorrente’. A administracao
do antiviral € iniciada no momento da recuperacdo medular. As doses supressoras da profi-
laxia geralmente sdo menores do que as instituidas no tratamento de inducdo por infeccao
ativa. A profilaxia com ganciclovir tem sido testada em varios estudos randomizados, todos
demonstrando uma diminuicao do risco de infeccdo e doenca pelo CMV quando comparado

ao placebo, mas sem aumento da sobrevida®® 798!,

Ha relatos de neutropenia com o ganciclovir em de 30% a 60% dos pacientes sub-
metidos a TCTH®. A neutropenia ocorre em 30% dos tratados com ganciclovir, contra 0%
dos nio tratados, com uma mediana de duracdo de 12 dias (variando de 4 a 20 dias)®.
Esses pacientes que apresentaram neutropenia associada ao ganciclovir tiveram maior risco
de infeccdo bacteriana e fungica. Ha relato de retardo na reconstituicdo imunologica com
células T CMV-especificas, aumentando o risco de doenca tardia pelo CMV*. Além disso, um
grande nimero de pacientes sem risco importante para a doenca (60% a 65%) receberdo

essa medicacdo potencialmente mielotoxica desnecessariamente.



O tratamento preemptivo seria a prevencado do desenvolvimento da doenca pelo CMV,
uma vez detectada sua infeccdo’®. O antiviral € iniciado em um paciente assintomatico, de
alto risco, baseado em um teste diagnostico positivo, indicando infeccdo primaria ou reati-
vacao do CMV. Esse tratamento baseia-se na deteccao precoce da infecgcdo. Os dois métodos
mais utilizados sdo a antigenemia e o PCR para o DNA do CMV. A recomendacao do Centers
for Disease Control (CDC)® baseia-se no inicio do tratamento com uma antigenemia
positiva ou dois PCR positivos consecutivos. Com métodos de detec¢do mais apurados, como
o RT-PCR, alguns estudos sugerem niveis de carga viral para o inicio do tratamento
preemptivo*’“¢, O uso de antigenemia para proteina pp65 e/ ou PCR para detecg¢do do DNA do
CMV como preditor de tratamento preemptivo levou a uma diminuicao da taxa de doenca

pelo CMV em receptores de TCTH alogénico®.

Com o advento da profilaxia, a doenca tardia pelo CMV surgiu como uma complica-
cdo importante em receptores de transplante. A supressao completa do virus com o uso de
agente antiviral potente a longo prazo pode dificultar o priming da resposta do hospedeiro, o
que explica a alta taxa de doenca tardia pelo CMV. Por outro lado, o tratamento preemptivo
permite diminuir o grau de replicacao viral, facilitando a reconstituicdo imunoldgica especi-
fica para 0o CMV e sendo eficaz na reducéo do risco de doenca tardia por esse virus®. Tanto a
duracdo longa da exposicao as drogas da profilaxia, como a exposi¢cao intermitente a essas

drogas no tratamento preemptivo criariam condicdes para a selecdo de virus resistentes’.

Boeckh et al.*® randomizaram 226 pacientes para a profilaxia com ganciclovir até
o centésimo dia apods o transplante ou para o tratamento preemptivo baseado em antige-
nemia positiva (> 3 células em dois exames) e/ ou viremia, sem manutencéo; houve maior
incidéncia de infeccdes fungicas precoces no grupo profilatico. Com tratamento preemptivo,

houve 30% de sequnda reativacao e 13% de terceira reativacao.

O tratamento preemptivo recomendado pelo CDC baseia-se em uma antigenemia
positiva ou dois PCR consecutivos positivos. A droga recomendada € o ganciclovir por via
intravenosa, por 14 dias, com uma manutencdo até o centésimo dia apos o transplante ou,

no minimo, por trés semanas.

Alguns estudos reportam resultados com cursos mais curtos, de duas a trés sema-
nas, baseados em um PCR negativo ao final do tratamento; entretanto, ha relatos de uma

segunda reativacdao em 30% dos casos®®84%,
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Atualmente ndo ha um consenso quanto a realizacdo ou ndo da manutencdo com
ganciclovir apds um tratamento inicial da infeccdao pelo CMV no periodo p6s-TCTH alogénico
aparentado. Ndo ha na literatura, até o momento, um estudo randomizado comparando os

beneficios de uma manutencdo com o ganciclovir versus sua toxicidade.
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CAPITULO 6

A sindrome metabolica no pos-transplante de

células-tronco hematopoéticas

O agrupamento de fatores de risco cardiovascular, como hipertensao, intolerancia a
glicose, dislipidemia e/ ou obesidade, que era conhecido, no passado, como sindrome X, tem
sido, nos ultimos dez anos, denominado de sindrome metabdlica (SM). Seus componentes
exatos e critérios diagnosticos ainda sdo motivos de debate. As definicdes de SM mais uti-
lizadas em estudos clinicos foram elaboradas pelo National Cholesterol Education Program
- Adult Treatment Panel Il (NCEP-ATPIII) de 2001, revisadas em 2005, e pela OMS, concluida
em 1999'". O diagnodstico de SM nas mulheres ¢ feito, conforme a proposta do NCEP-ATPIII
revisada, pela associacao de quaisquer trés ou mais dos sequintes critérios: obesidade central
(circunferéncia abdominal > 88 cm), intolerdncia & glicose (glicemia jejum = 100mg/dl),
hipertensdo arterial (pressdo sistolica = 130 mmHg e diastolica = 85 mmHg), hipertriglice-
ridemia (triglicérides = 150 mg/dl) e colesterol-lipoproteina de alta densidade (HDL) baixo
(< 50 mg/dl). A OMS exige a resisténcia insulinica como condicdo obrigatdria para o

diagnostico da sindrome, o que torna esse sistema menos aplicavel na pratica clinica®.

A sindrome em questao € a doenca metabdlica mais comum no contexto atual em
nao transplantados. Seus portadores apresentam de trés a cinco vezes mais chances de
desenvolver diabetes tipo 2, tendo, em relagcdo a essa, risco menor, porém significativo, de
doenca cardiovascular (DCV)®. A prevaléncia da sindrome parece aumentar com a meno-
pausa, condicdo que ocorre de forma frequente e precoce apo6s o transplante de células

precursoras hematopoéticas (TCPH).

O TCPH ¢ o tratamento de escolha para varias doencas hematoldgicas, oncoldgicas
e do sistema imune. Os avancos técnicos no procedimento e as melhorias no tratamento de
suporte em pacientes transplantados tém aumentado a utilizacdo dessa terapia e o tempo
de sobrevida apds o transplante. Assim, recentemente, t€m sido enfatizadas questdes sobre

a qualidade de vida e os efeitos tardios provocados pelo transplante nesses pacientes®.

Existem evidéncias de que sobreviventes de cancer de longo prazo, transplantados

quando criancas ou adolescentes, tém risco de desenvolvimento prematuro de disturbios
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relacionados ao metabolismo da glicose, de dislipidemia e de hipertensdo arterial®®. Entre-
tanto, ainda pouco se sabe sobre a prevaléncia dessas alteracdes em adultos transplantados.
Achados diferentes e estudos com casuisticas limitadas dificultam as conclusdes sobre os
verdadeiros fatores indutores de SM e resisténcia insulinica nessa populacdo ja exposta a

outras condicdes marbidas inerentes ao transplante®™.

A prevaléncia dessas alteracdes metabdlicas em transplantados parece aumentar
proporcionalmente ao tempo pos-transplante, independentemente da idade. Dessa forma,
jovens submetidos ao procedimento durante a infancia podem estar sujeitos a doencas
cardiovasculares precoces®. O desconhecimento dos grupos de risco para SM e resisténcia
insulinica torna-se um obstaculo ao estabelecimento de medidas profilaticas e terapéuticas

que possam reduzir a mortalidade ligada a SM>™.

No Brasil, como em varios paises, a SM € um problema de saude publica, uma vez
que suas consequéncias, as DCV, sdo responsaveis por cerca de 30% dos 6bitos no pais'®.
Assim sendo, sao primordiais e urgentes estudos que identifiquem grupos mais suscetiveis
ao desenvolvimento das manifestacdes da sindrome, o que possibilitara uma distribuicdo
de recursos para prevencao e tratamento, de acordo com os riscos de cada subgrupo, da
maneira mais adequada possivel a nossa realidade. Os fatos expostos e a escassez de
informacdes sobre prevaléncia e fatores associados a SM em mulheres submetidas ao TCPH

motivaram a realizacdo deste estudo.

6.1. Nocdes basicas sobre o transplante de células
precursoras hematopoéticas

O TCPH pode ser utilizado para corrigir defeitos congénitos ou adquiridos na producéo
de células do sangue e/ ou na funcdo imune, como também para restaurar a hematopoese
apos altas doses de quimio e/ ou radioterapia para tratamento de neoplasias, e, mais recen-

temente, como imunoterapia anticancer’,

O TCPH pode ser classificado de acordo com o tipo de doador, a fonte de células
hematopoéticas e o regime preparatdrio (condicionamento). Quanto ao doador, o TCPH pode
ser: autologo (proprio paciente), singénico (gémeo idéntico) e alogénico (aparentado ou néo

aparentado). A fonte de células hematopoéticas originalmente utilizada foi a medula dssea



coletada por aspiracdo das cristas iliacas, que se mantém como opc¢ao preferencial nos
transplantes alogénicos. Na década de 1990, as células progenitoras do sangue periférico
mobilizadas com G-CSF, coletadas por leucaférese, criopreservadas e infundidas apds a quimio-

terapia em altas doses tornaram-se o padrao técnico vigente em transplantes autologos'.

O HLA, cuja tipagem determina a histocompatibilidade, exerce um papel critico no
TCPH alogénico. Como apenas 25% dos pacientes tém doador aparentado HLA compativel e
o tempo para a deteccdo de doador ndo aparentado compativel em bancos de medula dssea
pode superar as necessidades do receptor, o0 SCUP tem sido utilizado no TCPH como fonte

de células de rapida disponibilidade e bons resultados'.

Quanto ao regime de condicionamento, conforme o tipo e a dose de quimio e/ ou
radioterapia utilizados, o transplante pode ser: mieloablativo, de intensidade reduzida e ndo
mieloablativo. Os dois primeiros consistem no uso de agentes alquilantes associados ou nao
a ICT com o objetivo de reduzir totalmente ou em grande parte a carga tumoral respectiva-
mente. No TCPH alogénico, também fazem parte do condicionamento os imunossupressores,
no intuito de permitir a pega completa das células do doador (quimerismo total) e prevenir
a DECH. Ja o ndo mieloablativo utiliza dose baixa de alquilantes ou de ICT associada a um
analogo de purina, como a fludarabina. Esse regime ndo elimina completamente a hemato-
poese nem o clone maligno do paciente, entretanto, por ser mais imunossupressor, permite
a pega e a "convivéncia” das células do doador e do receptor (quimerismo misto) até que
ocorra o efeito enxerto-contra-tumor, que pode levar a resposta esperada, que € a remissao.
E indicado principalmente como tratamento de resgate em doencas indolentes, com cresci-
mento tumoral lento, como linfomas ndo Hodgkin, leucemia linfoide cronica e mieloma

multiplo™.

As principais complicacdes precoces do procedimento sao: DECHa; rejeicao; infec-
cOes bacterianas, fungicas e virais; mucosite; pneumonite intersticial; doencga veno-oclusiva
hepatica e cistite hemorragica. A DECHa é uma resposta imune exacerbada, desencadeada
por citocinas inflamatdrias, secretadas por células do receptor apds a injuria causada pelo
condicionamento. Essas citocinas ativam células T do enxerto que, por sua vez, reagem
contra antigenos estranhos do hospedeiro, comprometendo principalmente a pele, o figa-
do e/ ou o intestino do paciente. A severidade da DECHa (graus | até IV) correlaciona-se

inversamente com a sobrevida e com o surgimento de complicacdes secundarias ao uso de
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corticosteroides, CSP e outros imunossupressores, apresentando o grau IV quase 100% de
mortalidade. A rejeicdo ocorre quando células T remanescentes do receptor reconhecem os
antigenos como ndo proprios e reagem contra antigenos do enxerto. Recidiva da doenca
de base pode ocorrer de forma precoce ou tardia pos-TCPH e, assim como a DECH, ¢ causa

comum de morbimortalidade no contexto do transplante™.

Os avancos na tipagem HLA, nos regimes preparatorios, no tratamento de suporte e
no controle das complicacdes precoces tém permitido que um numero crescente de pacientes
seja beneficiado com o TCPH, o que vem despertando a atengdo dos pesquisadores para o
estudo da qualidade de vida dos sobreviventes e das complicagdes tardias relacionadas ao
procedimento’®. Entre os efeitos tardios, o principal ¢ a DECHc, com severidade variavel,
podendo levar a fasciite, bronquiolite, ceratoconjuntivite, estreitamento esofagico, mal
absorcdo, colestase, hematocitopenias, imunossupressao e efeitos adversos do uso prolon-
gado de corticosteroides, tais como: infeccdes, catarata, osteoporose, necrose asséptica

o0ssea, miopatia e diabetes, entre outros'.

As drogas citotdxicas e a ICT podem causar neoplasias secundarias e disfuncdes endo-
crinas, algumas ja amplamente abordadas na literatura como o disturbio de crescimento, o
hipotireoidismo e a faléncia gonadal'”'®. Além disso, a doenca de base, o condicionamento,
a reconstituicdo imune e as complicacdes infecciosas induzem a liberacdo alterada de
citocinas, a um consequente estado cronico de inflamacao e a fibrindlise prejudicada, o que

leva ao desenvolvimento de alteracdes metabolicas'™.

6.2. Aspectos historicos e conceito da sindrome metabolica

O primeiro relato de associacdo de hipertensao, hiperglicemia e hiperuricemia foi
feito por Kylin em 1923. Entretanto, os estudos dos aspectos metabolicos da obesidade e da
resisténcia a insulina sé foram iniciados nas décadas de 1960 e 1970 por Avogaro e De Fronzo,
respectivamente’. O conceito da SM foi introduzido por Reaven em 1988, que designou de
“sindrome X" a associagao de intolerancia a glicose, hipertensao arterial, dislipidemia e, como
fator indispensavel, a resisténcia insulinica, caracterizada pela baixa atividade insulinica no
metabolismo da glicose com aumento compensatorio dos niveis séricos de insulina. Reaven

nao incluiu obesidade na descricdo da sindrome, alegando que individuos ndo obesos podem



apresentar todos os componentes por ele relacionados, e reconheceu os parametros meta-
bdlicos acima citados como um conjunto de fatores de risco para DCV*. A sindrome recebeu
varias outras denominacées, incluindo SM?', quarteto mortal?, sindrome plurimetabolica®,
sindrome de resisténcia insulinica?*, e sindrome dismetabdlica?®. Atualmente o termo SM ¢

0 mais amplamente aceito.

A partir de 1988, o espectro de anormalidades associadas aos elementos centrais
da sindrome aumentou progressivamente, com a inclusao, por varios autores, de disturbios
como: microalbuminuria; hiperuricemia; alteracdes da fibrindlise e coagulacao, traduzidas
por niveis aumentados de fibrinogénio, PAI-1 e FYW; elevacdo da proteina C-reativa (PCRt);
reducdo da vasodilatacdo endotélio-dependente; esteatose hepatica; sindrome do ovario
policistico; hiperatividade simpatica; entre outros. Foram descritos os principais fatores
etiologicos da SM, que sdo: os genéticos; o baixo condicionamento cardiorespiratorio,
secundario ao sedentarismo; o retardo de crescimento intrauterino e o baixo peso ao
nascer; e o estresse, que ativa o sistema simpatico e o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal

(HHA), resultando em aumento da secrecdo de cortisol e hipertensao?.

6.3. Fisiopatologia da sindrome metabdlica

Nos ultimos anos, o entendimento sobre as interacdes entre os mecanismos fisio-
patologicos de cada componente da sindrome permitiu o desenvolvimento de medidas
terapéuticas. A resisténcia insulinica € resultado de falha em qualquer etapa do mecanismo
de transporte da glicose, desde a secrecao da insulina pelas células beta do pancreas, que
¢ reqgulada pela concentracdo de glicose no sangue, passando pela ligagdo da glicose a
receptores especificos, 0 que aumenta a permeabilidade celular a glicose no figado, no
musculo e na gordura, até a entrada, a fosforilagdo e a utilizacdo da glicose na célula. O
receptor de insulina, presente na membrana plasmatica da célula-alvo, € uma glicoproteina
com subunidades alfa, na porcdo extracelular, ligada a insulina, e beta, que faz a transducao
de sinal. Foram identificados multiplos locais de defeito na acdo da insulina e todos resultam
em hiperglicemia e subsequente hiperinsulinemia compensatdria, que, por sua vez, por um

processo de requlacgdo, leva a uma diminuicdo do numero de receptores especificos?.

A obesidade central, caracterizada por elevado acumulo de tecido adiposo na regiao

visceral, € inversamente proporcional ao desempenho da insulina e o determinante principal
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da resisténcia insulinica. A gordura abdominal visceral ¢ muito sensivel a acdo lipolitica das
catecolaminas, o que leva a liberacdo aumentada de acidos graxos livres (AGL) no sistema
porta. O aumento de AGL no figado reduz a captacdo e a degradacdo de insulina, aumenta a
neoglicogénese e a concentracdo de glicose no sangue, com consequente hiperinsulinemia.
Esse mecanismo também gera retencdo de sodio pelas células, com ativacdo do sistema
simpatico, resultando no aumento da pressdo arterial?’. Outros componentes da gordura
visceral, os acidos graxos ndo esterificados (Agnes), aumentam no plasma em condicées
como tabagismo, etilismo, estresse e dieta hipercalorica, e atuam no figado, reduzindo a
captacdo hepatica de insulina e aumentando a sintese de lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL), ricas em triglicérides, e de apolipoproteina B (apoB). O aumento de VLDL e
apoB no plasma leva a hipertrigliceridemia e a atividade aumentada de lipase hepatica, o
que, por sua vez, resulta no acumulo de particulas pequenas e densas de lipoproteina de
baixa densidade (SALDL) e na reducdo de particulas grandes, antiaterogénicas, de HDL. Esse

conjunto de alteracdes configura a dislipidemia aterogénica®.

O conhecimento dos mecanismos pelos quais a SM pode levar ao dano endotelial
tem-se aprofundado nos ultimos anos. O tecido adiposo secreta adipocinas, substancias
que podem promover ou prevenir a disfuncdo endotelial. A leptina, peptideo que requla a
saciedade em nivel hipotalamico, foi uma das primeiras adipocinas identificadas. Embora
a deficiéncia de leptina seja uma causa rara de obesidade, a maioria dos obesos tem nivel
elevado de leptina. Existe uma correlacdo inversa entre leptina e sensibilidade insulinica, e
propde-se que a hiperleptinemia seja um dos fatores patogenéticos na SM. Seus efeitos no
endotélio incluem ativacdo do sistema simpatico, estimulacdo da angiogénese, aumento da
agregacao plaquetaria e producdo de superoxido. Em pacientes com doenca coronariana

estabelecida, os niveis de leptina foram preditores de eventos isquémicos futuros.

A resistina € produzida pelas células adiposas e por varios outros tecidos. Os mond-
citos expressam seu gene em grande quantidade, e foi demonstrado que os niveis de resis-
tina, por sua correlacdo com os marcadores inflamatarios de fase aguda, foram preditores

de eventos cardiovasculares em diabéticos e ndo diabéticos?.

A adiponectina € uma proteina produzida pelo tecido adiposo que possui efeitos
anti-inflamatorios, antiaterogénicos e sensibilizadores de insulina. A presenca de seus

receptores nas células endoteliais sugere um efeito direto da adiponectina no endotélio



vascular, através do aumento na producdo de NO (fator de relaxamento vascular) e da
inibicdo de uma citocina pro-inflamatdria, o TNF-a.. Em nivel vascular, o TNF-ou causa apop-
tose da célula endotelial e reduz a biodisponibilidade do NO, prejudicando a vasodilatagédo
endotélio-dependente. A hipoadiponectinemia primaria € geneticamente determinada e
contribui para a etiologia da obesidade e da resisténcia insulinica. Entretanto, a reducéo
dos niveis dessa proteina pode ser secundaria a obesidade central, estando diminuida em

individuos com SM, diabetes e doenca coronariana®.

O estado de inflamacéo cronica relacionado a SM ¢ caracterizado pelo aumento do
nivel de PCRt de alta sensibilidade. Esse marcador inflamatorio € produzido pelo figado apds
estimulo de citocinas como IL-6 e TNF-a., secretadas pelo tecido adiposo e pelos leucdcitos.
A agressao do endotélio vascular pelos fatores ja descritos leva a um aumento da permea-
bilidade da camada intima as lipoproteinas, as quais ficam retidas no espaco subendotelial
e sofrem oxidacdo, o que, na presenca de citocinas inflamatorias, estimula o surgimento de
moléculas de adesao leucocitarias na superficie do endotélio. Assim, mondcitos e linfocitos
sao aderidos e transmigram para a camada intima arterial, perpetuando a resposta inflama-
toria. Esses monocitos se diferenciam em macrofagos e captam as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) oxidadas, passando a ser chamados células espumosas, que sdo o principal

componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da aterosclerose?.

As mudancas na coagulabilidade sanguinea, como ativacao do fator VIII e do FvW,
elevacdo do fibrinogénio e do PAI-1, as quais facilitam a formacao de trombos, sdao conse-
quéncias da resisténcia insulinica. A obesidade central e os niveis de triglicerideos apresentam
associacao positiva com a quantidade de PAI-1 produzida pelo figado e pelo tecido adiposo
visceral, sendo o nivel plasmatico desse inibidor considerado como um marcador de resisténcia
insulinica. Essas alteracoes geram um estado pro-trombético e de fibrindlise deficiente, o
qual leva a um aumento progressivo de depdsito de fibrina na placa aterosclerdtica e conse-

quente aterotrombose®.

Alteracdes metabdlicas da SM também estdo relacionadas a modificacdes nos meca-
nismosde feedbackquecontrolamofuncionamentodoseixosneuroenddcrinos(corticotrofico,
somatotrofico e gonadotrofico). A obesidade central-visceral esta associada a hiperatividade
do eixo HHA e a reducdo da sua supressibilidade, bem como a ativacdo simpatica, caracteri-

zadas por aumento do cortisol plasmatico e hipertensao arterial, respectivamente. A principal
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anormalidade do excesso de cortisol € a resisténcia insulinica, perpetuando um ciclo vicioso
ao promover mais deposicao de gordura intra-abdominal. Quanto ao eixo somatotrdfico, a
SM parece inibir a liberacdo de hormonio do crescimento (GH) pela hipofise, por meio dos

niveis aumentados de acidos graxos livres e de insulina®.

A sindrome altera o eixo gonadotrofico de maneira diversa em homens e mulheres.
O excesso de tecido adiposo leva a hiperatividade da enzima aromatase, o que aumenta a
conversao periférica de testosterona em estradiol, contribuindo para o hipogonadismo no
homem. Os niveis elevados de estradiol podem induzir a supressao da liberacdo do hormonio
luteinizante (LH) pela hipofise. Quanto maior o grau de obesidade visceral, maior a inibicéo
testicular e menores os valores de testosterona. O restabelecimento de niveis fisiologicos
de testosterona, através de reposicdo, melhora a sensibilidade a insulina, o perfil lipidico e
a distribuicao de gordura corporal. Ja na mulher, ocorre o oposto. O aumento da atividade
da aromatase esta associado a elevagao dos niveis de estrona, que, por sua vez, estimula a
secrecdo de LH pela hipofise, com diminuicdo do hormdnio foliculo-estimulante (FSH). Os
ovarios respondem ao excesso de LH com aumento na produgao de androgénios. O hiperan-
drogenismo feminino ocasiona reducdo na captacao de glicose pela musculatura esquelética
e resisténcia insulinica. O seu tratamento também reduz a obesidade central e o risco de

diabetes®" 32,

Os mecanismos sugeridos para o desenvolvimento da SM estdo dispostos na Figura 22.

Tecido adiposo
Capacitacéo hepatica
de insulina
Acidos graxos nio esterificados Producéo de glicose,
plasma VLDL e apoB (figado)
Hiperinsulinemia ResisiciEg
insulinica
Agdo direta Disfungao Liberacdo de
no endotélio endotelial TNF-a, IL-6
Doenca Formagéo Produgéo PCR
cardiovascular de ateroma (figado)

Inflamagéo cronica

Figura 22 - Modelo fisiopatoldgico sugerido para a relacdo de resisténcia insulinica € componentes da sindrome metabo-
lica com doenca cardiovascular e diabetes tipo 2
Fonte: autor.



6.4. Criterios diagnosticos para sindrome metabolica

A OMS definiu, em 1999, como portador da sindrome o individuo que apresentasse
resisténcia a insulina (hiperinsulinemia e glicemia de jejum > 110 mg/dl ou teste de tole-
rancia oral a glicose > 200 mg/dl) acrescida de dois fatores entre hipertensao, dislipidemia
ou obesidade, conforme os critérios dispostos na Tabela 4. A obesidade foi definida pelo
indice de massa corporal (IMC), e a microalbuminuria pela excrecdo urinaria de alboumina em
amostra noturna > 20 mg/min ou pela relacdo albumina-creatinina > 30 mg. A resisténcia
a insulina € confirmada pela medida da concentracdo plasmatica de insulina em jejum, com
hiperinsulinemia definida pelo quartil superior da medida na populagcdo nao diabética, ou
pelo indice homeostasis model assessment insulin resistance [Homa-IR = insulina plasmatica
em jejum (uU/ml) x glicose plasmatica em jejum (mmol/l) + 22,5], o qual, na época dessa
definicdo, requeria a realizacdo do clamp euglicémico, exame complexo e indisponivel na
pratica clinica. Sequndo Matthews et al., o Homa médio em individuos normais esta entre
2,1 e 2,7; nos que tém intolerancia a glicose, entre 4,3 e 5,2; e naqueles com diabetes tipo 2
entre 8,3 e 9,5.

A proposta da OMS foi criticada pelo European Group for the Study of Insulin
Resistance (Egir), que nédo aceitou microalbuminuria como componente da sindrome. O
grupo prefere o termo sindrome de resisténcia insulinica e restringe a definicdo a sujeitos
nao diabéticos, com hiperinsulinemia ou resiténcia insulinica acrescida de dois dos seguintes
fatores: glicemia de jejum > 110 mg/dl; triglicerideos > 180 mg/dl e/ou HDL-C < 40 mg/dl;
presséo arterial > 140/ 90 mmHg e circunferéncia abdominal (homens > 94 c¢cm e mulheres

>80 cm). O uso de hipolipemiante ou de anti-hipertensivo ¢ computado como critério®.

Mais recentemente, Stern et al. (2005) validaram e definiram o diagndstico de resis-
téncia insulinica quando presente uma das seguintes condicoes: IMC > 28,9 kg/m?; Homa >
4,65; e Homa > 3,60 com IMC > 27,5; ndo necessitando mais da utilizacdo do clamp euglicé-
mico para caracterizar portadores de resisténcia insulinica. As concentracées de insulina em

jejum correspondentes a esses limites de Homa foram 20,7 e 16,3 mU/ml, respectivamente.

Os critérios propostos NCEP-ATP 1l sdo similares aos da OMS, porém, ndo definem

como obrigatoria a presenca de resisténcia a insulina, fechando o diagnéstico de SM quando
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trés ou mais dos fatores estiverem associados. Além disso, o painel decidiu utilizar a medida
da cintura como parametro de obesidade, ja que essa apresenta maior associagdo com o

desenvolvimento de DCV e com a presenca de resisténcia insulinica do que a medida do IMC".

Outras recomendacdes foram publicadas com o objetivo de facilitar o diagnostico
da SM, e a American Association Of Clinical Endocrinologists (AACE) propds, em 2003, uma
combinacdo dos critérios da OMS e do NCEP, sem especificar, entretanto, um numero de
fatores de risco, deixando a conclusdo ao julgamento clinico. A proposta da AACE nao inclui
obesidade entre os componentes da sindrome por considera-la indutora da resisténcia
insulinica. Entretanto, situa valores de IMC > 25 kg/m? ou de medida da cintura > 102 cm
em homens e > 88 cm em mulheres entre o risco para o desenvolvimento da SM, juntamente
com sedentarismo; idade > 40 anos; etnia ndo caucasiana; histdria pessoal de intolerancia
a glicose, diabetes gestacional ou doenca cardiovascular; presenca de acantose nigricans;
sindrome do ovario policistico; e historia familiar de diabetes tipo 2, hipertensao arterial ou
doenca cardiovascular'. Na Tabela 4, estdo sumarizadas as propostas de definicdo da sindrome
elaboradas pelas trés entidades citadas acima (OMS, NCEP e AACE).

Tabela 4 - Sumario de diferentes definicdes da sindrome metabolica

Caracteristicas OMS NCEP-ATPIII AACE
. « . Anti-hipertensivos ou PA Anti-hipertensivos ou PA >
Hipertenséo arterial > 140/90 mmHg 130/85 mmHg PA > 130/85 mmHg
Dislipidemia TG > 150 mg/d| TG > 150 mg/dl HDL < 40 (h) e | TG > 150 mg/d|
P HDL < 35 (h) e < 40 (m) <50 (m) HDL < 40 (h) e < 50 (m)
. IMC > 30 kg/m? efou C/Q Cintura > 102 cm (h) e >
Obesidade >09 (h) e > 0,85 (m) 88 cm (m)
N DM2 ou TTOG . G (j)110 a 125 mg/dl
>
Glicemia > 200 mg/d| G () = 110 mgfd ou TTOG > 140 ma/d
Outras Microalbuminuria

DM2 ou intolerancia a glicose

Condicoes diagnosticas .
¢ 1agnosti + 2 alteracdes

3 alteracées N&o estabelece

Fonte: autor.
Legenda: PA, presséo arterial; TG, triglicérides; IMC, indice de massa corporal; C/ Q, relacéo cintura/ quadril; DM2, diabetes melli-
tus tipo 2; TTOG, teste de tolerancia oral a glicose (glicemia 2 horas ap6s a ingesta de 75g de glicose anidra).

0 modelo diagnostico do NCEP comecou a ser questionado pela falta de aplicabi-

lidade dos critérios em diferentes grupos étnicos, especialmente em relagdo as medidas da



circunferéncia abdominal®. Assim, a American Heart Association e o National Heart, Lung,
and Blood Institute reafirmaram a utilidade do ATP Il apds pequenas modificacdes nos
componentes hiperglicemia (> 100 mg/dl) e obesidade central (> 90 cm em homens e >80 cm
em mulheres de origem asiatica, além de recomendac6es de mudancas de habitos para os
homens e as mulheres de outras etnias com cinturas medindo, respectivamente, 94 a 101 cm
e 80 a87cm).

A definicéo recente da International Diabetes Federation (IDF) considera a obesidade
central um componente essencial para o diagnostico da SM, devido as fortes evidéncias de
associacado da resisténcia aos efeitos da insulina na utilizacdo periférica de glicose e acidos
graxos com os outros elementos da SM e com a doenca cardiovascular. Sequndo a IDF, o
diagnostico da SM pode ser definido pela presenca de obesidade central acrescida de dois
ou mais dos sequintes fatores: trigliceridemia > 150 mg/dl; niveis de HDL-colesterol < 40
mg/dl para homens e < 50 mg/dl para mulheres; glicemia de jejum > 100 mg/dl; pressdo
arterial sistolica > 130 mmHg e diastolica > 85 mmHg, ou tratamento especifico para qualquer
critério. Os limites para obesidade central (cintura) foram estabelecidos conforme os grupos

étnicos e estao dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores da circunferéncia abdominal para grupos étnicos especificos (International Diabetes Federation)

Pais/ grupo étnico Circunferéncia abdominal

. Homens >94 cm
Caucasianos

(Estados Unidos = valores do ATP 1)

Mulheres >80 cm

Homens >90 cm
Asiaticos do sul e chineses

Mulheres >80 cm

Homens >85cm
Japoneses

Mulheres >90 cm

Usar recomendacdes dos asiaticos do sul até haver dados mais

Centro e sulamericanos e
especificos

Subsaarianos africanos

Usar os dados dos caucasianos até haver dados mais especificos

Populagdes do oriente médio e do
leste europeu

Fonte: autor.
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Para os norte-americanos, os valores do ATP Il foram mantidos por razdes clinicas®.
Apesar das mudancas incorporadas, a definicdo da IDF ainda ndo € universalmente aceita e

os critérios revisados do NCEP sdo amplamente utilizados pela praticidade clinica®®.

6.5. Estudos de prevaléncia da sindrome metabdlica e da
resisténcia insulinica

Em 2001, Isomaa et al. avaliaram, com os critérios da OMS, 4.483 adultos da Finlan-
dia e da Suécia, com idades entre 35 e 70 anos, e encontraram as seguintes prevaléncias de
SM: 10% e 15% em mulheres e homens com tolerancia a glicose normal; 42% e 67% em
mulheres e homens com intolerancia a glicose; e 78% e 84% em mulheres e homens com

diabetes tipo 2, respectivamente. Em todos os grupos, a prevaléncia aumentou com a idade.

A prevaléncia da SM, avaliada pelos critérios do NCEP, em 8.814 adultos que partici-
param do Third National Health And Nutrition Examination Survey (NHANES Il1), no periodo
de 1988 a 1994, foi estimada em 249% para homens e 23,4% para mulheres, variando de
6,7% em adultos jovens, entre 20 e 29 anos, até 43,5%, em individuos acima de 50 anos.
Baseando-se no censo de 2000, cerca de 47 milhdes de habitantes apresentam a SM nos

Estados Unidos®’.

Uma vasta revisdo da literatura sobre a prevaléncia da SM em varios paises do
mundo verificou uma grande variabilidade entre os grupos €tnicos, bem como entre estudos
no mesmo pais, utilizando trés definicdes diferentes - NCEP, Egir e OMS. Selecionando os
estudos que incluiram participantes com idade superior a 20 anos, a prevaléncia conforme
os critérios do NCEP variaram de 8% (india) a 26,9% (Estados Unidos) nos homens e de 7%
(Franca) a 46,5% (india) nas mulheres. A maioria dos estudos de prevaléncia com a definicdo
Egir faz parte de um trabalho comparativo entre populacdes europeias, com taxas variando
de 9% (llhas Mauricio) a 24,6% (Italia) nos homens e de 1,7% (Italia) a 16% (Dinamarca)
nas mulheres. A prevaléncia da SM, conforme os critérios de Egir, ndo excedeu 25%, devido
a obrigatoriedade de hiperinsulinemia ou resisténcia insulinica. A tendéncia para uma maior
prevaléncia nos homens, observada com o uso da definicdao Egir, repete-se com a da OMS.
No estudo francés Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndrome

(Desir) a prevaléncia foi de 23,5% para homens e de 9,6% para mulheres. Em geral, a



prevaléncia da SM sequndo a OMS parece ser maior do que sequndo NCEP ou Egir, especi-
almente entre os homens. Esses achados foram confirmados em dois estudos, que utilizaram
0 mesmo grupo populacional para estimar a prevaléncia da SM pelas trés definicoes
(Australia e llhas Mauricio). No Australian AusDiab Study, conforme NCEP, Egir e OMS,
as taxas foram 19,5%, 18,6% e 25,2% para homens, respectivamente, e 17,2%, 13,3%
e 16,7% para mulheres, respectivamente; enquanto as prevaléncias nas Ilhas Mauricio
foram de 10,6%, 9% e 20,9% para homens e 14,7%, 10,2% e 17,6% para mulheres,

respectivamente®®.

Até o momento, poucos sdo os estudos populacionais brasileiros de prevaléncia
da SM. Em 2002, Pozzan estudou uma série de 2.264 casos com idades entre 4 e 93 anos,
avaliados na cidade do Rio de Janeiro pelos critérios do NCEP, exceto pelo uso do IMC no
lugar da medida da cintura, € encontrou uma prevaléncia geral de SM de 21,2%, que nao

ultrapassava 10% até os 30 anos, porém alcancava mais de 30% na faixa de 51 a 70 anos.

Um programa de deteccao de hipertensao arterial, realizado no municipio do Rio de
Janeiro, iniciado em 1983, do qual participaram 3.906 criancas e adolescentes entre 10 e
15 anos, gerou varias publicacdes, nas quais Brandao et al.** mostraram uma relacdo direta
entre a pressao arterial € o peso corporal; agregacao da pressao arterial e da massa corporal
entre os membros de uma mesma familia; indices antropométricos e pressao arterial rela-
cionados a massa ventricular esquerda em adolescentes; e agregacdo da pressao arterial e
fatores de risco metabolicos em adolescentes e seus familiares. O mesmo programa foi a
base de um estudo longitudinal, com 64 adultos jovens (17 a 23 anos) que foram sequidos
por 8 anos e estratificados em trés grupos conforme a pressao arterial. Os autores mostra-
ram maior prevaléncia de intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e sobrepeso no grupo com
maior pressdo arterial (> 95° percentil em no minimo trés de quatro verificacdes) quando
comparado ao grupo com percentil menor ou percentis instaveis®. Na atualizacdo desse
estudo, feita por Brandao et al. em 2004, em 281 individuos, com média de idade de 21,6
anos, foram observados 26 (9,3%) casos de SM em um subgrupo que ja apresentava maior
prevaléncia de sujeitos com percentis anormais e sobrepeso dez anos antes, quando compa-
rados aos 255 nao portadores dessa sindrome. A principal conclusao dessa analise foi que a
presenca de percentil elevada e sobrepeso na infancia e na adolescéncia aumentaram em,

respectivamente, 3,23 e 3,07 vezes o risco de SM na idade adulta.
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O Ministério da Saude realizou estudo populacional no Distrito Federal e em 17 capi-
tais brasileiras, no periodo de 2002 a 2005, que mostrou uma alta prevaléncia de fatores de
risco para a SM, entre eles hipertensao arterial, com taxas de 16,9% a 33,3%); sobrepeso, cuja
taxa variou de 23% a 33,5%; obesidade, de 8,2% a 17,1% e inatividade fisica, de 28% a 55%

(dados do DATASUS, acessados em 2008).

Entre estudos populacionais mais recentes, destaca-se um com 1.663 individuos
com idades entre 25 e 64 anos, residentes na area urbana do municipio de Vitdria, Espirito
Santo, no qual, utilizando a definicdo NCEP, foi estimada uma prevaléncia geral de 29,8%,
com aumento diretamente proporcional a idade, variando de 15,8%, na faixa etaria de 25
a 34 anos, até 48,3%, na de 55 a 64 anos. Os autores ndo observaram diferencas signifi-
cativas na prevaléncia quanto ao sexo. Entretanto, a frequéncia dos componentes da SM
foi diferente entre homens e mulheres. Nessas, foram mais frequentes a hipertensao, o
colesterol HDL baixo e a obesidade central. Ja os homens apresentaram mais hipertensao,
hipertrigliceridemia e hiperglicemia. Outra observagcdo importante nesse estudo foi que a
prevaléncia da SM foi inversamente proporcional a classe socioeconémica de forma signifi-

cativa somente nas mulheres*'.

Em 2007, Velasquez-Meléndez et al. avaliaram, sequndo critérios do NCEP, em estudo
de base populacional, 251 sujeitos de uma comunidade rural no vale do Jequitinhonha,
Minas Gerais, e encontraram uma prevaléncia de SM idade-ajustada de 19%, sendo de
5,8% nos homens e 30,8% nas mulheres (p<0,0001). A diferenca observada entre os sexos
foi creditada a alta frequéncia de obesidade central e de baixas concentracdes de HDL nas
mulheres dessa comunidade, refletindo o estilo de vida e o trabalho diferenciado entre os

sexos em certas areas rurais no Brasil.

Na literatura, existem poucas referéncias sobre a prevaléncia de resisténcia insulinica.
Estudo comparativo entre adolescentes obesos brasileiros e italianos detectou taxas de

resisténcia insulinica de 42,9% e 11,7%, respectivamente*.

O Grupo Cooperativo para Estudo de Prevaléncia de Diabetes no Rio de Janeiro, em
investigacdo com 2.051 individuos com idades entre 30 e 69 anos, reportou prevaléncias
idade-ajustadas de condicdes ligadas a resisténcia insulinica, como: tolerancia diminuida a
glicose (9%) e diabetes (7,1%). Essas taxas foram significativamente maiores em mulheres,

obesos e individuos com historia familiar de diabetes®. Outro estudo semelhante, realizado



em Ribeirdo Preto com 1.473 individuos na mesma faixa etaria acima, encontrou, em
mulheres, taxas semelhantes (7,3%) de tolerdncia diminuida & glicose, e taxas maiores
(12,1%) de diabetes*.

A prevaléncia de SM difere significativamente entre os sexos na maioria dos estudos,
sendo menor em mulheres pré-menopausa do que em homens, aumentando progressiva-
mente com as alteragcdes hormonais do climatério®. Essa observacao pode ser explicada, em
parte, pela queda do nivel de estrogénio no plasma na pds-menopausa, que leva a um
aumento da distribuicdo central da gordura corporal e dos niveis de LDL-colesterol, resis-
téncia insulinica e reducdo do HDL-colesterol, além de alterac6es no metabolismo oxidativo
e no tonus vasomotor*t. Ainda ndo esta bem esclarecido se apenas as mulheres climatéricas

com trés ou mais critérios para a sindrome t€m maior risco cardiovascular®.

6.6. Sindrome metabolica e menopausa

Menopausa é melhor definida pela auséncia de ciclos menstruais (amenorreia) por
doze meses consecutivos, podendo ser espontanea ou induzida por cirurgia ou ablacdo da
funcéo ovariana (por exemplo, por quimio ou radioterapia). A média da idade de ocorréncia
da menopausa natural é de 51 anos. Quando ocorre antes ou aos 40 anos, ¢ classificada
como prematura e, entre 40 e 45 anos, como precoce. A faléncia ovariana prematura (FOP)
¢ definida por insuficiéncia ovariana experimentada antes de 40 anos que leva a amenorreia
permanente ou transitoria*’. A perimenopausa ¢ definida como periodo de irregularidade
menstrual e declinio da funcdo ovariana, que dura em média quatro anos e expira um ano
apos o ultimo ciclo menstrual®. Nessa fase de transicao € que se iniciam as mudancas na
distribuicdo da gordura corporal, acarretadas por diferencas regionais na sensibilidade lipo-
litica (gluteos e quadril x abdomen) e no grau de atividade da lipase lipoproteica do tecido
adiposo. A deficiéncia estrogénica promove o acumulo de adiposidade abdominal de forma
independente do ganho de peso, da idade ou da adiposidade corporal total**. A menopausa
também favorece o aumento de gordura intra-abdominal (visceral), que é um dos principais
fatores envolvidos na deterioracdo metabdlica em mulheres com intolerancia a glicose.
A hiperinsulinemia inibe a secrecdo da globulina transportadora de hormonios sexuais
(SHBG). Por esse motivo, mulheres menopausadas com intolerdncia a glicose tém niveis me-

nores dessa proteina, o que acarreta um estado de maior atividade androgénica. Também,
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a queda dos niveis de estrogénios ocasiona uma reducao na concentracdo de SHBG, e um
consequente aumento da fragao livre da testosterona, o que, por sua vez, desencadeia uma

série de alteracdes no metabolismo lipidico, gerando um perfil dislipidémico®.

Outros fatores, como dieta hipercaldrica, predisposicao genética e sedentarismo,
acarretam um acumulo ainda maior de gordura visceral durante a menopausa, propiciando
aumento da resisténcia a insulina e dos niveis de acidos graxos livres, assim como a reducao
na concentracdo de adiponectina. As trés alteracOes citadas acima atuam de duas formas:
estimulam a secrecdo de apoB, levando a hipertrigliceridemia; e aumentam a atividade da
lipase hepatica, o que resulta na predominancia de pequenas particulas densas de colesterol
de baixa densidade (LDL) em contraste com a redugdo das particulas grandes, flutuantes e
antiaterogénicas de HDL,. Dessa forma, mulheres em estado menopausal tém niveis mais
altos de colesterol total, LDL-C, triglicerideos e lipoproteina (a) [Lp (a)], além de concentracées
mais baixas de HDL, que as outras mulheres. Na menopausa, a prevaléncia de particulas
densas de LDL aumenta de 10% a 13% para de 30% a 499%, o que confere um risco trés

vezes maior de DCV*.

Apds a menopausa, as mulheres apresentam hematdcrito e niveis de fibrinogénio
mais altos e, por consequéncia, maior viscosidade sanguinea. Além disso, o PAI-1 também
esta aumentado nessas mulheres, configurando um estado pro-trombdtico*. Alguns estudos
mostram elevacdo dos niveis de IL-6, produzida por macrofagos e monocitos, associada a
menopausa®'. A IL-6 induz a producdo da PCRt, e ambas estdo fortemente associadas ao
risco de morte por DCV, visto que sdo marcadores da presenca e da intensidade de estado

de inflamacéo cronica e disfuncdo endotelial®.

Em 2007, Kim et al. compararam a prevaléncia de SM em mulheres coreanas pré e
pés-menopausa, que nunca receberam terapia hormonal (TH). Os dados das 2.671 mulheres
foram obtidos do Korean National Health and Nutrition Examination Survey (KNHANES)
realizado em 2001. O diagnostico de SM, conforme critérios modificados do NCEP, foi feito
em 13,8% das 1.893 mulheres pré-menopausa e em 54,6% das 778 em pos-menopausa
(p <0,0001), com razéo de risco (OR do inglés, odds ratio) ajustado para idade de 1,51
(IC95% 1,04 - 2,19).

Recentemente, Janssen et al. reportaram os resultados do Study of Women's Health

Across the Nation, estudo longitudinal, realizado nos Estados Unidos, com duracdo de nove



anos e com 949 participantes de cinco etnias e sete areas geograficas distintas. Foram re-
crutadas mulheres em pré ou perimenopausa recente, as quais foram incluidas sequndo os
sequintes critérios: 1) atingir menopausa durante o estudo; 2) nunca tiver feito TH; e 3) nédo
tiver diabetes ou SM na avaliacdo inicial. O objetivo principal foi a presenca de SM pelos
critérios do NCEP. Proximo ao ultimo ciclo menstrual, 13,7% das mulheres foram diagnos-
ticadas com SM. As chances de desenvolver SM por ano foram de 1,45 na perimenopausa
e 1,24 apds a menopausa (p <0,001). Os autores concluiram que o aumento dos niveis de
testosterona ou a reducao dos de SHBG, com a progressao de padrao hormonal androgénico
nesse periodo, aumentaram a chance de SM na transicdo menopausal, independentemente

da idade e de outras variaveis importantes.

6.7. Implicacdes clinicas da sindrome metabdlica

A maioria dos estudos prospectivos observacionais aponta uma forte associacdo
entre o risco de desenvolver diabetes tipo 2 e SM, principalmente em caucasianos. Entre
5.974 sujeitos nao diabéticos, sequidos por cinco anos no West of Scotland Coronary
Prevention Study (Woscops), o diagndstico da sindrome, de acordo com os critérios do ATP Il
aumentou o risco de diabetes em de sete a 24 vezes. O aumento na chance de desenvolver
DCV foi de 30%, menor em relacdo ao de diabetes, porém também significativo na analise
multivariada®. Os resultados do estudo Women's Ischemia Syndrome Evaluation (Wise), com
780 mulheres, mostraram que a SM esta significativamente associada ao risco de morte ou

a eventos adversos cardiovasculares por trés anos subsequentes ao diagnostico®.

No ano sequinte, Wilson et al. reportaram dados da coorte do Framingham Heart
Studyque mostra, na presenca de SM segundo ATP Il revisado, um risco atribuivel de desen-
volver diabetes de cerca de 60% em homens e 45% em mulheres. Nesse estudo, pacientes
obesos sem critérios para a sindrome nao tiveram aumento significativo do risco de diabetes
ou DCV. Entretanto, obesos com SM apresentaram um aumento de dez vezes no risco de

diabetes e de duas vezes no de DCV em relacdo aos sujeitos ndo obesos sem SM.

Recentemente, foi demonstrado em trés metanalises que a SM aumenta a chance
de eventos cardiovasculares em 1,53 a 2,18 vezes e de mortalidade em 1,27 a 1,605 e

que a definicdo do NCEP modificada foi melhor que a da IDF em suas associagdes com o
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risco vascular®’. Todavia, os dados dos 4.812 idosos nao diabéticos avaliados no Prospective
Study of Pravastatin in the Elderly at Risk (Prosper) ndo mostraram associacéo da sindrome
com DCV, mas apenas com diabetes, assim como cada componente separadamente, espe-
cialmente glicose de jejum > 100 mg/dl. Esses resultados foram comparaveis aos do British
Regional Heart Study (BRHS), que apontou risco modesto de DCV, apesar de importante
associacao da SM com diabetes. Os autores notaram que a soma dos componentes nao
determinou maior chance de predizer DCV do que alguns deles isoladamente e, ainda, que
os pontos de corte para glicemia de jejum, triglicerideos e circunferéncia abdominal ndo
estiveram associados com DCV nos dois estudos, a despeito da forte associacdo feita por
esses estudos com a instalacdo de diabetes. Isso sugere padrdes de fatores de risco distintos
para DCV e diabetes. Sugere ainda que o uso de critérios dicotémicos limita o poder da SM

em predizer risco cardiovascular?.

6.8. Sindrome metabolica no contexto do transplante de
células precursoras hematopoéticas

A hipdtese da prevaléncia da SM ser maior em receptores de TCPH do que na popu-
lacdo geral tem sido proposta por alguns autores, uma vez que varios fatores inerentes
ao transplante podem contribuir para o seu desenvolvimento, destacando-se, entre eles, a
quimio e/ ou a radioterapia em altas doses; o tratamento com drogas que alteram o meta-
bolismo da glicose e o lipidico, como corticosteroides, ciclosporina, tacrolimus, entre outras;
o0 uso da nutricao parenteral total; a disfuncdo hepatica e a inatividade fisica por periodos
prolongados®. Além disso, condicdes que ocorrem frequentemente apds o TCPH, como
doencas renais cronicas, hipotireoidismo, faléncia ovariana e deficiéncia de vitaminas B12 e
B6, podem acarretar aumento nos niveis de homocisteina®-®', que representa fator de risco

independente para acidente vascular cerebral isquémico®.

Os inibidores da calcineurina (ciclosporina e tacrolimus), que atuam bloqueando a
ativacdo do linfocito T, possuem muitos efeitos adversos. Entre eles hipertensdo, hiperu-
ricemia, hiperglicemia, dislipidemia e disfuncdes renal e hepatica. A ciclosporina reduz o
clearance de lipideos pelo figado e altera a lipase lipoproteica, o que leva ao aumento de
particulas LDL e VLDL no plasma. A influéncia dos imunossupressores no padrao lipidico tem

sido mais descrita no contexto do transplante renal. Brown et al. encontraram maiores
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concentracdes de Lp(a) e menor nivel de HDL em 50 transplantados renais em uso de ciclos-
porina quando comparados a outros 50 transplantados em uso de prednisolona e azatioprina.
O esquema habitual de imunossupressao, prednisona e CSP esta associado ao aumento de
triglicerideos e LDL, e a hipertrigliceridemia aumenta conforme a dose de prednisona®.
Os corticosteroides, que atuam principalmente suprimindo citocinas pro-inflamatérias,
apresentam também outros efeitos ligados a SM, como: hiperglicemia/ resisténcia insulinica,

obesidade central e hipertensao.

Em 1990, Smedmyr et al.® observaram uma associacdo entre a reducao da tolerancia a
glicose e o transplante autologo de medula 6ssea em 13 adultos nao diabéticos portadores
de leucemias agudas. Todos estavam em remissao e apresentavam, na avaliacdo anterior ao
transplante, teste de tolerancia a glicose intravenosa normal. Entretanto, seis meses apos a
quimioterapia em altas doses, associada ou nao a radioterapia, os autores observaram um
decréscimo significativo na taxa de eliminacdo de glicose da circulacdo em todos os casos, suge-

rindo que a terapia mieloablativa foi responsavel pela disfuncao das células beta pancreaticas.

Lorini et al.” publicaram, em 1995, um estudo de coorte reconstituida, com sequi-
mento de nove meses até dez anos pos-transplante, no qual compararam 34 portadores de
hemopatias submetidos ao TCPH, com idades entre 5 e 18 anos, com 21 controles, pareados
para o sexo e a idade. Encontraram hiperinsulinemia em 26 casos, 18 dos quais receberam
ICT no condicionamento. Além disso, a razdo insulinemia/ glicemia também foi significati-
vamente maior nos casos em relacao aos controles. Entre os que receberam radioterapia, a
analise de uso prévio de esteroides, tipo de transplante ou presenca de disfuncdo hepatica
nao mostrou diferenca no nivel de insulina, sugerindo ser a ICT fator de risco independente
para hipersecrecdo de insulina nesses pacientes. Os autores sugerem que o acompanha-
mento do metabolismo da glicose deve ser feito anualmente apds o transplante, mesmo em

pacientes com glicemia normal, especialmente naqueles que foram submetidos a ICT.

O primeiro estudo que mostrou um aumento da incidéncia dos componentes prin-
cipais da SM em receptores de TCPH foi publicado em 2000, por Taskinen et al.2. Os autores
reportaram uma incidéncia de 39% de hiperinsulinemia associada a hipertrigliceridemia
em um grupo de 23 jovens sobreviventes de longo tempo apds TCPH realizado durante a
infancia, comparada com 8% nos 13 controles leucémicos e 0% nos 23 controles saudaveis.
Hiperinsulinemia e intolerancia a glicose isolada foram encontradas, respectivamente, em

529% e 43% dos transplantados, em 31% e 8% dos leucémicos € em nenhum dos controles.
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Entre os casos com hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, quatro apresentavam diabetes
tipo 2, dois, hipertensao, e um foi vitima de acidente vascular cerebral, apds o transplante,
aos 26 anos. A frequéncia de hiperinsulinemia aumentou com o tempo pds-TCPH e esteve
significativamente associada a presenca de DECHc e hipogonadismo, gerando uma corre-
lagcdo linear entre os valores de Homa e essas variaveis do estudo. Tais observacgdes poderiam
configurar que esses pacientes estariam prematuramente expostos aos efeitos cardiovas-
culares nocivos da resisténcia a insulina. Entretanto, os autores apontam que a escolha dos
controles saudaveis, representados por enfermeiras e estudantes, pode ter influenciado
os resultados, determinando um viés de selecdo, por serem pessoas mais orientadas para
cuidados com a saude. Ainda ressaltam que, no grupo dos 23 transplantados, encontraram
dez com hipogonadismo e seis com deficiéncia do GH, alteragcdes que podem induzir carac-

teristicas clinicas e biologicas da SM.

Uma série de cinco casos de SM retirados de um estudo longitudinal observacional,
com mediana de quatro anos de sequimento apos o transplante, foi reportada por Chatterjee
et al.> em 2005. Entre as cinco mulheres, quatro receberam transplante alogénico com ICT
no condicionamento. Todas apresentavam hipogonadismo e faziam reposicdao hormonal
desde o TCPH. A idade mediana de manifestacdo de componentes da sindrome foi de 33 anos.
As cinco desenvolveram hipertenséo arterial sistémica (HAS) e hipercolesterolemia pos-TCPH,

trés delas hipertrigliceridemia, uma diabetes e uma intolerancia a glicose.

Em 2005, Higgins et al.%* descreveram a incidéncia de componentes da SM em um
grupo de dezesseis adultos pds-TCPH selecionados na primeira visita a clinica de efeitos
tardios da Leicester Royal Infirmary, no Reino Unido. A mediana de idade foi de 38 anos e
a de tempo pds-transplante de seis anos. Noventa e trés por cento receberam ICT, 79% dos
transplantes foram alogénicos e 62,5% eram do sexo masculino. Pelos critérios da OMS,
47% apresentavam obesidade central, 63% hipertrigliceridemia, 33% baixo HDL-colesterol,
20% HAS e 13% metabolismo da glicose alterado. A prevaléncia de SM pelos critérios da
OMS ou do NCEP foi de 25%.

Disfuncdes enddcrinas e parametros da SM foram avaliados por Shalitin et al.®®
em estudo de coorte, ndo controlado, com 91 pacientes, com idades entre 4,3 e 32,5 anos,
que foram transplantados na infancia entre 1987 e 2003. Desses, 18 (19.8%) receberam
quimio e radioterapia no condicionamento, e 50,5% dos transplantes foram autologos. Na

ultima avaliacdo, 28 de 39 pacientes do sexo feminino foram avaliaveis para faléncia



gonadal primaria, e 15 (53,6%) diagnosticadas com hipogonadismo e ja usuarias de TH.
E, no sexo masculino, a presenca de hipogonadismo foi detectada em nove (29%) dos 31
avaliaveis. Em ambos os sexos, o hipogonadismo esteve significativamente associado ao uso
de radioterapia no condicionamento e ao estagio puberal avancado ao TCPH. A incidéncia
de obesidade pelo IMC foi de 4,4%, enquanto a de diabetes e intolerancia a glicose foi a
mesma, 3,3% cada. Todos os pacientes com diabetes foram irradiados no condicionamento
e apresentavam maior tempo pds-TCPH que o grupo sem diabetes (p <0,05). Dislipidemia
foi encontrada em 27,9% dos 43 pacientes testados. Os autores discutem as limitacdes dos
achados em virtude do numero pequeno de pacientes avaliaveis para alguns parametros e

do impacto da baixa idade dos pacientes na incidéncia de disturbios metabolicos.

Em 2007, Baker et al.%¢ publicaram uma analise da ocorréncia de diabetes, HAS e
eventos cardiovasculares em 1.089 sobreviventes pos-TCPH e em 383 controles irmaos. Essa
analise faz parte do Bone Marrow Transplant Survivor Study, estudo de coorte multicéntrico
americano. Todos os sujeitos completaram um questionario de saude com 255 itens. Ajus-
tando para idade, sexo, raca e IMC, a chance de os sobreviventes reportarem diabetes foi
3,65 vezes, e HAS 2,06 vezes maior que controles. No modelo multivariado, um risco maior
de HAS esteve significativamente associado ao transplante alogénico, idade maior na entre-
vista e maior IMC, os dois ultimos também aumentam risco de diabetes. Exposicdo a ICT
esteve associada a um risco 3,42 vezes maior de reportar diabetes, como também a raca nao
branca aumentou esta chance em 2,86 vezes. Diabetes foi reportada por 7,6% dos transplan-
tados e por 3,1% dos controles, com 39,8% de obesos no grupo de transplantados diabéticos
comparados a 75% no grupo de controles diabéticos. HAS foi reportada por 18,5% dos
transplantados e por 14,9% dos controles. A prevaléncia de eventos cardiovasculares foi
menor que 2% na populacdo de estudo e seu risco foi igual ao dos controles, exceto pela
chance 7,5 vezes maior de reportar acidente vascular cerebral em pacientes com deficiéncia de
GH. Os autores concluiram que os sobreviventes de TCPH tém um risco aumentado, ajustado
pela idade e pelo IMC, de diabetes e HAS, que potencialmente induz a um maior risco de

eventos cardiovasculares que o esperado para a idade.

Recentemente, Annaloro et al.® publicaram um estudo de corte transversal
controlado, comparando a prevaléncia de SM em 85 adultos receptores de TCPH com a
encontrada por Miccoli et al. em amostra de 2.100 adultos sorteados da populagdo de
Lucca, cidade italiana de médio porte. O diagnostico de SM, conforme critérios do NCEP

revisado, foi feito em 29 transplantados ao invés dos 12,8 casos esperados (p <0,0001).
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A prevaléncia de resisténcia insulinica foi de 35,3%. O componente mais comum foi
hipertrigliceridemia, presente em 82,7% dos casos com SM, seguido por obesidade central
e hiperglicemia. A frequéncia de resisténcia insulinica foi de 35,3% e, entre os portadores
de resisténcia insulinica, apenas seis homens ndo apresentavam SM. Além disso, 12% dos
pacientes preencheram dois critérios, em geral dupla dislipidemia, o que reforca a hipotese
de alto risco de SM nos receptores de TCPH. Altos niveis de leptina, resisténcia insulinica,
idade maior que 45 anos e hipogonadismo estiveram significativamente associados ao
diagnostico da sindrome. Os autores sugerem que hiperleptinemia e hipogonadismo sao
preditores independentes do desenvolvimento da SM pds-TCPH. A producdo de leptina €
requlada por varias citocinas pré-inflamatorias e, por sua vez, requla outras citocinas como
IFN-y, TNF-a e IL-4. Dessa forma, a resisténcia a leptina pode ser pensada como o resultado
de eventos imunolodgicos, infecciosos ou toxicos, e como efetora da resisténcia insulinica,

atuando, assim, precocemente na sequéncia patogénica da SM.

6.9. Consideracoes gerais sobre o manejo da sindrome
metabolica

O manejo da SM baseia-se, inicialmente, no controle da obesidade através de dieta
e aumento da atividade fisica, associado ao tratamento medicamentoso para os fatores de
risco que persistirem, apesar da mudanca no estilo de vida (sequndo NCEP-ATP Ill, orien-
tacdes de 2001). Varios ensaios clinicos em nio transplantados confirmam o beneficio da
terapia com vastatinas, inibidores de uma enzima chave na sintese do colesterol, a 3-hidroxi-
-3-metil-glutaril-coenzima-A-redutase (HMGCoA-R), na normalizacédo dos niveis de LDL e na
reducdo de doenca coronariana, acidente vascular cerebral e mortalidade cardiovascular.
Fibratos e acido nicotinico sdo eficazes no controle da dislipidemia aterogénica (hipertrigli-
ceridemia e baixo HDL) e seu uso reduz o risco para DCV. Apesar de atraente, a combinagéo
de vastatinas e fibratos tem o potencial de causar rabdomidlise, miopatia e elevacado de
enzimas hepaticas, e 0 uso conjunto pode aumentar a frequéncia desses efeitos adversos.
A utilizacdo de hipoglicemiantes e anti-hipertensivos pode ser necessaria, e a escolha das
drogas para controlar adequadamente a glicemia e a pressao arterial depende do julgamen-
to clinico. Em virtude do estado pro-trombdtico/ pro-inflamatario, que ocorre na sindrome,
0 uso de baixas doses de aspirina esta justificado em individuos com SM de médio e alto
risco de doenca coronariana (>10%), com a finalidade de reduzir o risco de ocorréncia de

eventos trombaticos.



6.10. Efeitos da terapia hormonal

O beneficio da TH para prevencao primaria de DCV em mulheres na pés-menopausa
ainda ¢ incerto. Varios estudos observacionais e experimentais, randomizados ou nao, foram
realizados sem que fosse estabelecida uma recomendacéo clara a respeito®. Em 2000, Shlipak
et al. reportaram a relacdo entre os niveis séricos da Lp(a), a TH e a doenca coronariana
recorrente em 2.759 mulheres menopausadas, com 66,7 anos em média e doenca corona-
riana, acompanhadas por cinco anos pelo estudo mulicéntrico, randomizado, duplo-cego e
placebo-controlado, Heart and Estrogen/ Progestin Replacement Study (HERS). Os autores
concluiram que: 1) nivel elevado de Lp(a) € fator de risco independente para doenca
coronariana; 2) o uso de estrogénio e progesterona (EPT) reduz o nivel de Lp(a); 3) grandes
reducdes de Lp(a) se correlacionam com diminuicdo do risco de eventos coronarianos
recorrentes; e 4) mulheres com niveis iniciais altos de Lp(a) obtiveram resposta favoravel
com a TH, ao contrario daquelas com baixos niveis de Lp(a). No estudo original HERS, em
1998, os dados mostraram aumento do risco de doenca coronariana com TH, no primeiro
ano, e uma subsequente reducao no risco entre o terceiro e quinto anos de sequimento. No
estudo populacional, Women's Health Initiative (WHI), publicado em 2002, que analisou
16.608 mulheres néo histerectomizadas, que foram randomizadas para TH combinada (EPT)
ou placebo, e 10.739 histerectomizadas sorteadas para reposicdo s de estrogénio (ET) ou
placebo, foi demonstrado um aumento no risco de acidente vascular cerebral isquémico
tanto no braco ET quanto no EPT, bem como aumento no risco de doenca coronariana,
durante o primeiro ano de EPT naquelas em que o hormonio foi iniciado 20 anos ou mais apos
a menopausa. No braco com ET, ndo foi observado aumento no risco de doenga coronariana,
o que tem sido confirmado em outros estudos. A analise do WHI mostrou ainda risco de
carcinoma de mama 26% maior no grupo com EPT. Entretanto, houve decréscimo de 34%
no risco de cancer colorretal e efeito protetor significativo para fraturas osteoporoticas no
grupo com TH®, Esses resultados devem ser considerados com cautela. Primeiramente, pela
elevada faixa etaria das mulheres estudadas, de 50 a 79 anos, mediana de 63 anos. Como o
risco cardiovascular € dependente da idade, a expectativa € de que seja menor em recém-
-menopausadas em uso de TH para controle de sintomas vasomotores®. Em sequndo lugar,
pelo fato de que, no grupo com TH, foi previamente observada uma frequéncia alta de
mulheres com hipertensio (36%), tabagistas (45%) e obesas (34%), gerando um questio-

namento sobre ser o estudo de prevencdo secundaria e ndo primaria, como se pretendia®®.
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Em 2005, Barret-Connor e Laughlin® realizaram uma analise do grau de calcifi-
cacao de artéria coronaria em 204 mulheres que participaram de um estudo populacional
americano, Rancho Bernardo Study, com 5.052 individuos, para averiguacdo de fatores de
risco cardiaco. Foram incluidas no estudo apenas mulheres com idade entre 55 e 80 anos,
em amenorreia ha mais de um ano, assintomaticas e sem eventos cardiovasculares prévios.
Os autores encontraram uma forte associacao do uso de TH com reducao do risco de calcifi-
cacao de artéria coronaria. Por ocasido da analise, tanto as mulheres que estavam utilizando
estrogénio isolado, como aquelas com terapia combinada apresentaram uma reducao de
60% no risco de doenca coronariana severa quando comparadas com as ndo usuarias

(p <0,01).

No ano sequinte, Salpeter et al.”” publicaram uma meta-analise sobre os efeitos
da TH nos componentes da SM em mulheres em pds-menopausa. Os resultados, coletados
dos 107 ensaios controlados que foram incluidos, mostraram que a TH reduziu significati-
vamente a frequéncia de obesidade central, resisténcia insulinica, instalacdo de diabetes,
bem como os niveis de lipideos, pressdo arterial, E-selectina, Lp(a), fibrinogénio e PAI-1 em
mulheres ndao diabéticas; e reduziu a resisténcia insulinica e a glicemia de jejum em
diabéticas. A analise mostrou ainda que os agentes orais produziram maior beneficio que os
transdérmicos, todavia, efeitos adversos, como aumento de proteina C-reativa e reducao de

proteina S, ocorreram apenas com 0s orais.

Esses novos dados levaram a North American Menopause Society (NAMS) a compor,
em 2008, um painel de especialistas sobre TH, para revisar suas recomendacdes de marco
de 2007, especialmente em relacdo a terapia com ET e a terapia com EPT em mulheres na
peri € na pds-menopausa. Foram discutidos os dados recentes de estudos randomizados,
principalmente a analise secundaria de resultados do WHI nos subgrupos com 50 a 59 anos
e inicio de ET ou ETP dentro de dez anos de menopausa, analise essa que mostrou reducoes
significativas em infarto do miocardico, revascularizacdo de coronaria, mortalidade global
(30%), morte por doenca coronariana e incidéncia de diabetes tipo 2 (21%), com melhora
do controle glicémico, no grupo ja com diabetes. O risco de acidente vascular cerebral nessa
faixa etaria, com inicio da TH em até cinco anos da menopausa, nao foi significativo, porém,
como a amostra nesse subgrupo foi pequena, o poder estatistico foi insuficiente para
conclusdes. Ja o risco de tromboembolismo venoso diminuiu, mas continua significativo

nessa analise, com alguns estudos sugerindo menor risco com ET via transdérmica. Esse



também parece ser melhor para diabéticas, por ter as vantagens de ndo aumentar os trigli-
cerideos nem a presséo arterial nessas pacientes. O painel concluiu que ET/ EPT sio validas
para tratamento de sintomas vasomotores moderados ou severos e para reduzir riscos de
osteoporose ou fraturas, e que a razéo risco/ beneficio é favoravel quando a menor dose eficaz
de ET/ EPT é iniciada logo apds a menopausa e continuada por varios anos. O beneficio
decresce com a idade e com o tempo de menopausa em mulheres nunca tratadas. Assim, o
painel ndo recomenda o uso de TH em mulheres com mais de 60 anos e/ ou com o tempo
de menopausa superior a dez anos. Situacdes especiais impdem calculo individualizado do
risco/ beneficio. Os especialistas sugerem ainda o uso de TH em mulheres mais jovens com
menopausa ou faléncia ovariana prematura, natural ou induzida, ja que o hipoestrogenismo
prematuro esta associado a risco aumentado de instalacao precoce de osteoporose e DCV,

e reduzido de cancer de mama.

Em revisdao subsequente, L'Hermite et al. avaliaram o papel da via e do tipo de
hormonio reposto, quanto a eficacia e a sequranca. Segundo eles, a administracao de
estrogénio por via transdérmica minimiza a inducao hepatica de fatores de coagulacdo e de
outras proteinas associadas a dano endotelial, o que se traduz em beneficios como a ate-
nuacao do risco de tromboembolismo e o controle da pressao arterial. Discutiram, também,
evidéncias recentes que indicam que a associacao de progesterona natural com estrogénios
nao confere ou minimiza o risco de cancer de mama em relacdo ao uso de progesteronas
sintéticas. Os autores concluiram que a escolha de estradiol transdérmico associado ao uso

de progesterona natural pode oferecer beneficios e aumenta a seguranca da TH.

6.11. Manejo da sindrome metabolica nos receptores de
transplante de células precursoras hematopoéticas

Nado existem recomendacdes farmacoldgicas claras para o tratamento da SM em
pacientes transplantados. Efeitos toxicos raros, secundarios ao uso de estatinas e de fibratos,
como disfuncao hepatica e rabdomiolise grave com faléncia renal, podem se tornar mais
frequentes com o uso concomitante de CSP, antibioticos macrolideos e antifungicos azo-
licos, drogas cujo metabolismo se da através do sistema enzimatico citocromo P450 e que
sdo comumente usadas no contexto do TCPH”'. A hipertensdo, em geral, ¢ bem controlada

com antagonistas dos canais de calcio associados ou ndo a diuréticos. A metformina, droga
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que aumenta a sensibilidade a insulina nos tecidos e reduz a neoglicogénese hepatica, €
efetiva no tratamento da diabetes tipo 2 e resisténcia insulinica e parece ter efeito benéfico
direto sobre as células endoteliais®®. Entretanto, seu uso nao foi estudado em transplanta-

dos, o que leva a subutilizacdo da metformina nesses pacientes.

Outro ponto controverso € a TH nas mulheres com hipogonadismo secundario ao
transplante, ja que existe um risco maior de neoplasias em pacientes que receberam qui-
mio e/ou radioterapia quando comparado a populacédo geral®®. A idade, o tipo alogénico de
transplante e o uso de ICT e de agentes alquilantes estdo associados com maiores taxas
de FOP e pior funcdo ovariana residual. Foram reportadas taxas de recuperacdo ovariana
de 7%, apos transplante alogénico e 25%, apos autdlogo. A TH deve ser o mais fisioldgica
possivel, pelo risco de neoplasia pos-transplante e, também, porque, como a maioria das
pacientes € jovem, a reposicao sera necessaria por longo prazo para preservar a massa
ossea. Revisdo recente avaliou a combinacao ciclica sequencial de estradiol e didrogeste-
rona, que foi bem tolerada, com poucos efeitos adversos e produziu melhora acentuada
dos sintomas vasomotores, urogenitais e psicologicos’. As receptoras de TCPH com DECHc
severa podem apresentar estenose vulvo-vaginal e, até mesmo, cervical, que pode causar
dispareunia e baixa autoestima. Nesses casos, a TH também pode ser util, com melhoria
importante na qualidade de vida®. Avaliacdo acurada prévia ao inicio da TH e monitoracao

frequente durante o tratamento sdo fundamentais’.

Diante do exposto, a indicacdo de TH em mulheres transplantadas deve ser discutida
caso a caso, conforme as manifestacdes clinicas e os riscos individuais, devendo ser feita
uma analise criteriosa de exames laboratoriais e dados como: historia familiar de cancer de
mama ou colorretal, presenca de osteoporose ou osteopenia, presenca ou auséncia de ute-
ro, histdria de trombose venosa profunda ou acidente vascular cerebral, idade e qualidade
de vida®®. Até o momento, ndo existe recomendacdo estabelecida quanto ao uso de TH em

transplantadas com SM.
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CAPITULO 7

Comparacdo entre as globulinas antitimocito de cavalo e
de coelho na terapia de imunossupressao e no transplante

de medula dssea para anemia aplastica severa

7.1. Conceitos gerais

A anemia aplastica (AA) é uma doenca potencialmente fatal caracterizada por pan-
citopenia e aplasia medular secundarias a faléncia da hematopoese. Foi descrita inicialmente
em 1888 por Paul Ehrlich, a partir da autopsia de uma jovem gestante falecida apds um quadro

clinico catastrofico de anemia severa, hemorragia, febre e hipocelularidade da medula dssea’.

A AA pode ser de origem tanto hereditaria quanto adquirida. Os casos hereditarios
de faléncia medular sdo incomuns e, geralmente, manifestam-se na primeira década de
vida, acompanhados de anormalidade fisicas, como baixa estatura, alteracdes de membros
superiores, hipogonadismo e manchas café au lait’. A identificacdo das formas hereditarias
de faléncia medular é imprescindivel em virtude da falta de resposta dessas formas a
terapia de imunosupressao (TIS), sendo recomendado o tratamento de suporte e 0 TMO nos
casos mais graves®. A anemia de Fanconi € a entidade nosoldgica mais comum das faléncias
medulares hereditarias, apresentando uma heranca autossémica recessiva € um comprome-
timento nos mecanismos de reparo do DNA, com consequente predisposicdo ao desenvolvi-
mento de leucemia e tumores solidos®. Outras formas menos frequentes de faléncia medular
de origem hereditaria sao a disceratose congénita, a purpura amegacariocitica, a sindrome

de Schwachman-Diamond, entre outras.

A maioria dos casos de AA adquirida ndo apresenta uma etiologia identificavel
Entretanto, em raros casos como esse, € possivel a identificacdo de um agente etioldgico,
sendo os mais frequentes: medicamentos (por exemplo: cloranfenicol, agentes quimiotera-
picos), virus (por exemplo: hepatites virais, CMV, parvovirus B19, virus da imunodeficiéncia
humana - HIV), agentes quimicos (por exemplo: arsénico, benzeno, inseticidas), radiacdo

ionizante, doencas autoimunes (por exemplo: ltGipus eritematoso sistémico, artrite reumatoide)
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e gestacdo. O pico principal de incidéncia da AA ocorre dos 15 aos 25 anos, observando-se
um pico menor apos os 60 anos?. A incidéncia estimada da AA ¢ a de dois casos anuais por
milhdo de habitantes na Europa, sendo duas a trés vezes maior em alguns paises do sudeste
asiatico*®. A incidéncia estimada da AA no Brasil € a de 2,7 casos anuais por milhdo de

habitantes, com discretas variacoes entre as diferentes regides geograficas®.

Doencas

autoimunes

SMD
hipocelular

Figura 23 - Sobreposicdo da anemia aplastica com outras entidades nosolégicas

Fonte: adaptado de Young NS et al. Blood 2010; 108:2509-19.

Legenda: AA, anemia aplastica; DC, disceratose congénita; HPN, hemoglobinuria paroxistica noturna; LGL, leucemia de
grandes linfécitos granulares; LMA, leucemia mieloide aguda; SMD, sindrome mielodisplasica; SDS, Sindrome de Schwa-
chman-Diamond.

Existe uma sobreposicdo da AA com outras entidades nosologicas em relacdo tanto
a sua fisiopatologia quanto as suas manifestacdes clinicas (Figura 23). A desordem mais
comumente confudida com AA é a sindrome mielodisplasica (SMD) hipoplastica, observada
em cerca de 20% dos casos diagnosticados de SMD’. A escassez de material medular para a
deteccdo de alteracdes morfoldgicas displasicas, o reduzido indice mitotico e a possibilidade
de um cariotipo normal em cerca de 50% dos pacientes com SMD dificultam esse diagndstico
diferencial’. Contudo, o perfil de citocinas e de quimiocinas difere entre os pacientes porta-
dores de AA e SMD, principalmente os niveis de trombopoetina e da quimiocina C-C-Motif
ligante 3% Entretanto, alguns pacientes com SMD podem responder a imunosupressao,
particularmente aqueles com trissomia do cromossomo 8 e com o fenotipo do HLA DR15,

independentemente da celularidade medular’.



Cerca de 70% dos casos de AA decorrem de um mecanismo autoimune secundario
a expansao oligoclonal de linfocitos T citotoxicos direcionados contra as CTH, induzindo a
sua apoptose e, consequentemente, a faléncia da hematopoese®. As principais evidéncias
de uma fisiopatologia autoimune na AA sdo a reconstituicdo hematopoética autdloga em
pacientes com falha primaria de pega de enxerto apos o TCTH e a resposta observada apos o
tratamento imunosupressor®. As células efetoras na AA sao linfdcitos T citotoxicos, apresen-
tando um perfil Th1, expressando e secretando IFN-y'™. Um numero elevado de linfocitos T
foi detectado nas areas de hematopoese residual na medula dssea, reforcando a hipdtese
de destruicao direta das CTH™. Os linfocitos T citotoxicos na AA encontram-se expandidos
de maneira oligloclonal, com uma heterogeneidade limitada em relagcdo aos receptores de
células T, consistente com o reconhecimento de um numero restrito de antigenos na AA™.
A analise por microarray dos linfocitos da medula 6ssea permitiu a identificacdo de 178 e
183 genes diferentemente expressos respectivamente nos linfocitos T CD4+ e T CD8+ nos
portadores de AA™. Os principais genes desregulados associam-se a codificacdo de citocinas/
quimiocinas, requlacdo da transcricdo, formacdo de canais i6nicos e adesdo celular™.
Observa-se, também, uma superexpressao de genes dos receptores toll-like nos linfocitos T
CD4+ e de receptores do tipo killer immunoglobulin-like nos linfécitos T CD8+ da medula
0ssea, sugerindo também a participacdo da via inata da imunidade na fisiopatologia da
AA™. Assim, a ativacao de células dendriticas, principalmente as do tipo 1, parece promover
a polarizacao de linfocitos com perfil T helper O para Th1, resultando na ativagao de linfoci-
tos T CD8+ e, consequentemente, na destruicao das CTH™. Além disso, os niveis de linfocitos
T reguladores (Treg) encontram-se reduzidos em pacientes com AA, comprometendo uma
das principais alcas da regulacdo periférica da autoimunidade'. A reducdo nos niveis de
linfocitos Treg associa-se a uma reducdo na expressao do fator de transcricao nuclear factor
activating T cell 1 (NFAT1)S.

E interessante que a infusdo de linfocitos Treg foi capaz de atenuar a destruicio
da medula 6ssea em um modelo experimental de AA em camundongos'®. Recentemente,
demonstrou-se que a atividade dos linfocitos T helper 17, uma subclasse de linfocitos T CD4+,
produtora da IL-17 e indutora de inflamacao e autoimunidade, encontra-se aumentada na
AA e correlaciona-se com a atividade da doenca'’. Além disso, a terapia anti-IL-17 aboliu
parcialmente a destruicdo da hematopoese quando administrada precocemente em um modelo
experimental de AA". Os mecanismos responsaveis pela ativacdao aberrante dos linfocitos

Th1 na AA ainda nao sao conhecidos, podendo se relacionar a polimorfismos nos genes das
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citocinas e a superexpressao do HLA DR2'8. Os principais mediadores relacionados a supres-
sao da hematopoese na AA sdo o IFN-a e o TNF-y™. Niveis intracelulares elevados de IFN-a.
nos linfocitos T podem predizer a resposta a TIS, observando-se uma reducdo desses niveis
nos pacientes respondedores™. A producdo do TNF-a pelos linfocitos T CD4+ e T CD8+
também se encontra aumentada na AA, observando-se uma acdo indutora de apoptose nas
CTH por essa citocina®. Apesar da acdo central do TNF-y na fisiopatologia da AA, existem
poucos estudos avaliando o papel terapéutico dos agentes bioldgicos antiTNF (infliximabe
e etanercept)?'. Os niveis da IL-2 e a expressdo do antigeno complexo ativador de células T
(do inglés, T cell activating complex - TAC), receptor da IL-2 nos linfocitos T, encontram-se
elevados na AA, podendo se observar resposta hematologica em pacientes com AA mode-
rada apos o uso do anticorpo contra o receptor da IL-2 (daclizumabe)?. Os niveis das IL-12,
23 e 27, todas pertencentes a superfamilia da IL-12, também apresentam-se aumentados
na AAZ. Por outro lado, os niveis de IL-4 e IL-10, citocinas relacionadas ao perfil T helper 2,
encontram-se normais nos pacientes com AA em atividade, observando-se um incremento
nos niveis dessas citocinas e uma reducéo na relacdo IFN-a/IL-4 nos respondedores a TIS*.
As células mesenquimais da medula 6ssea na AA caracterizam-se por um reduzido potencial
de diferenciacao, um deficiente suporte para a formacao de colonias hematopoéticas e um
comprometimento na inibicdo dos linfocitos T autorreativos®?®. Finalmente, a densidade
microvascular e os niveis do fator de crescimento endotelial vascular também se encontram
reduzidos na AA, sugerindo um comprometimento da angiogénese nessa desordem?. Em
decorréncia da resposta autoimune aberrante, do comprometimento na agcdo supressora
dos linfdcitos Treg, da disfuncao das células mesenquimais e das alteracdes na angiogénese
intramedular, ocorre a destruicdo das células hematopoéticas e a faléncia medular (Figura 24).
O numero de CTH na medula 6ssea de pacientes com AA encontra-se severamente reduzido,
e as poucas CTH remanescentes apresentam um fenotipo direcionado a apoptose, como

evidenciado pela superexpressao da molécula FasL?8%,

O comprimento dos teldmeros encontra-se reduzido nos granuldcitos e nas células
mononucleares de sangue periférico nos pacientes com AA, observando-se uma correlacao
direta entre o encurtamento telomérico e a duracdo da doenca®. De maneira interessante, o
comprimento dos teldmeros retorna ao normal nos pacientes respondedores a TIS. Cerca de
um terco dos pacientes com AA apresentam encurtamento telomérico secundario a reducao
na atividade da enzima telomerase, principalmente por mutacdes no gene responsavel pela

sintese da enzima transcriptase reversa da telomerase®'. A presenca dessas mutacdes pode



ser detectada em alguns familiares de portadores de AA, sem acarretar alteracdes hema-
toldgicas®. Os pacientes com teldmeros mais curtos apresentam um risco aumentado de

recaida, de evolucgao clonal e uma menor sobrevida global apos a TIS®.
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Figura 24 - Fisiopatologia da anemia aplastica
Fonte: adaptado de Li JP et al. Crit Rev Oncol Hematol 2010;75:79-93.
Legenda: IL, interleucina; IFN-a., interferon gama; TGF-3, fator de transformagdo do crescimento beta; TNF-a, fator de

necrose tumoral alfa.

Os pacientes com AA possuem um risco de evolucdo para diferentes desordens

clonais, como a hemoglobindria paroxistica noturna (HPN), a SMD e a leucemia mieloide
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aguda (LMA). Cerca de 40% a 50% dos pacientes com AA desenvolvem clones de células
com fenotipo da HPN, porém esses clones geralmente sdo reduzidos numericamente e nao
promovem manifestacdes clinicas de trombose e hemolise**. O risco de desenvolvimento de
alteracdes clonais apds a primeira década do diagnostico de AA é de 10% a 209%, sendo
maior no subgrupo de pacientes sem resposta completa a TIS. A monossomia do cromos-
somo 7 € a anormalidade citogenética mais frequente, conferindo um prognostico reservado

pelo alto risco de transformacao para LMA3.

O mecanismo subjacente ao desenvolvimento das alteracdes clonais provém de
mutacoes espontaneas nas CTH, sequido da selecao daquelas com fenotipo de resisténcia

aos estimulos apoptéticos da autoimunidade da AA%.

A morbimortalidade na AA relaciona-se diretamente ao grau das citopenias no
sangue periférico. Assim, a AA ¢ classificada como nao severa, severa e muito severa®
0 diagnostico de anemia aplastica severa (AAS) baseia-se na combinagio de uma medula
0ssea com uma celularidade menor do que 25% associada a pelo menos dois dos seguintes
critérios: contagem absoluta de neutrofilos (CAN) menor do que 500/ul, contagem de
plaguetas menor do que 20.000/uL e contagem de reticulocitos inferior a 60.000/uL%
Os critérios para AA muito severa sao iguais aos anteriores, excetuando-se a contagem de
neutrofilos, que deve ser obrigatoriamente inferior a 200/ul2 A categoria de pacientes com
a apresentacao nao severa apresenta uma medula dssea hipocelular, porém sem a presenca
dos critérios de severidade. A mortalidade para os pacientes com AA severa e muito severa
submetidos apenas ao tratamento de suporte atinge cerca de 80% em dois anos, decorrendo
principalmente de complicacdes infecciosas como a sepse bacteriana e as infeccdes fungicas

invasivas (IFI)%.

7.2. Terapia imunossupressora na anemia aplastica
adquirida

Os pacientes com AA na forma severa devem receber tratamento especifico precoce-
mente em razao da alta morbimortalidade desse subgrupo. Os pacientes com contraindicacao
ao TCTH em decorréncia da idade ou sem um doador aparentado HLA idéntico devem ser

submetidos a imunossupresséo através da combinagdo da globulina antitimdcito (GAT) com



a CSA. Atualmente, recomenda-se a TIS como primeira linha de tratamento para todos os
pacientes com AAS com idade acima de 40 anos®. As taxas de resposta a TIS com a GAT
de cavalo e a CSA situam-se entre 60% e 80%, com uma sobrevida de aproximadamente
75% a 85% em cinco anos**2. Estudos randomizados demonstraram a superioridade da
combinacdo da GAT com a CSA em comparacdo a GAT isoladamente, tanto em relacdo a
resposta hematoldgica quanto a sobrevida®®**%. A resposta a TIS normalmente nado ocorre
antes de trés meses, demandando suporte transfusional adequado e tratamento das com-
plicacdes infecciosas até a melhora hematoldgica®. A administracdo do G-CSF apos a TIS
nao altera a taxa de resposta € ndao melhora a taxa de sobrevida global. O uso do G-CSF
promove unicamente a reducdo da taxa de complicacOes infecciosas precoces, particu-
larmente no subgrupo de pacientes com AA muito severa submetido a TIS**. A contagem
basal de reticulocitos e de linfocitos pode ser utilizada para predizer a resposta a TIS. Uma
contagem absoluta de reticuldcitos maior ou igual a 25.000/uL e/ou uma contagem abso-
luta de linfocitos (CAL) maior ou igual a 1.000/pL associam-se a maiores taxas de resposta

hematologica e melhor sobrevida®.

Apesar das excelentes taxas de resposta hematologica e de sobrevida observadas
nos pacientes com AAS submetidos a TIS, a maioria ndo apresenta normalizacao dos indices
hematimétricos e muitos acabam por recair ou desenvolver alteracdes clonais. A taxa de
recaida apds a TIS situa-se em torno de 30% quando a CSA ¢ retirada apds os seis primei-
ros meses da imunossupressao*’. O uso da CSA por periodos mais prolongados associa-se
a menores taxas de recaida, sugerindo uma dependéncia da CSA mesmo nos pacientes
respondedores a TIS* O risco de desenvolvimento de complicacdes clonais nos pacientes
submetidos a TIS é elevado, cerca de 8% de SMD e LMA, 10% de HPN na forma hemolitica

e 11% de tumores solidos apos cerca de uma década de acompanhamento®.

7.3. Transplante alogénico de medula dssea na anemia
aplastica adquirida

O TCTH ¢ a primeira opcao terapéutica na AAS recém-diagnosticada em pacientes
com idade inferior a 40 anos e com doador aparentado HLA idéntico®. Estudos recentes
evidenciam uma reducdo da morbimortalidade do TCTH aparentado HLA idéntico em paci-

entes mais idosos, sinalizando um possivel aumento na idade limite para a indicacdo desse
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procedimento como primeira linha***°. Ele € o tratamento de segunda linha para os pacientes

com mais de 40 anos que apresentam faléncia ou recaida apds a TIS®.

A fonte de CTH para o transplante alogénico aparentado HLA idéntico em pacientes
com AAS deve ser a medula 6ssea, nao sendo recomendada a utilizacdo do produto obtido
a partir da aférese de sangue periférico. A utilizacdo de CTH de sangue periférico associa-se
a uma maior incidéncia DECHc e a uma reducédo na sobrevida, particularmente no subgrupo
de pacientes mais jovens®'. A dose minima recomendada de células nucleadas da medula 6ssea
é de 3 x 10%/kg, visto que doses menores associam-se a um risco aumentado de faléncia
primaria de enxerto®. Ndo existem dados sobre a dose minima de CTH, porém, recomenda-

-se que o produto contenha pelo menos 3 x 10 células CD34+/ kg*.

O regime de condicionamento recomendado para os pacientes com AAS submetidos
ao TCTH caracteriza-se por ser nao mieloablativo e altamente imunossupressor, com o obje-
tivo de reduzir a taxa de faléncia primaria de enxerto e a ocorréncia da DECH. Esse regime
baseia-se na associacdo da ciclofosfamida na dose de 50 mg/kg por quatro dias juntamente
com a GAT®. A necessidade da associacdo da GAT a CTX no regime de condicionamento
ainda € controversa®’. Para pacientes mais idosos, a associacao da fludarabina a uma dose
reduzida de CTX parece reduzir a taxa de faléncia primaria de enxerto e aumentar a sobre-
vida®®. A imunossupressao pos-transplante consiste na associacdo da CSA na dose de
5 mg/kg/dia ao MTX “curto” (15 mg/m? no dia +1 e 10 mg/m? nos dias +3, +6 e +11). A CSA
em dose terapéutica deve ser mantida por pelo menos nove meses apos o TCTH, devendo ser
reduzida gradativamente para minimizar o risco de faléncia secundaria do enxerto®. O quime-
rismo deve ser monitorado frequentemente apos o TCTH, principalmente no momento da
retirada da CSA. As principais causas de faléncia secundaria de enxerto sdo a manutencao

de niveis baixos de CSA e a retirada precoce da CSA.

7.4. Caracteristicas da globulina antitimocito

A GAT ¢ obtida através da imunizagao de animais, geralmente cavalos ou coelhos,
com timacitos ou linhagens de linfocitos T, sequido da purificacdo da fracdo das imunoglo-
bulinas do soro desses animais®®. Existem diferentes marcas de GAT, ocorrendo variagoes
em relacdo a fonte de células utilizada para imunizacdo e aos animais que as recebem
(Quadro 5). As preparacoes obtidas em cavalos sdo o ATGAM® (Pharmacia e Upjohn) e a

Linfoglobulina® (Genzyme). Ambas utilizam, para a imunizacédo, macerado de timo obtido em



cirurgias cardiacas. 0 ATGAM® somente € disponivel nos Estados Unidos e a Linfoglobulina®
ndo é mais manufaturada. As preparacées obtidas em coelho sdo a Timoglobulina® (Genzy-
me) e a GAT da Fresenius. A Timoglobulina® utiliza células de timo para a imunizacdo dos
coelhos, enquanto a GAT da Fresenius utiliza a linhagem celular Jurkat (linfocitos T imorta-
lizados obtidos de um paciente com leucemia linfoblastica aguda T). Apesar de compartilha-
rem algumas caracteristicas comuns, esses produtos sao completamente distintos. Ou seja,
um mesmo imundgeno pode gerar diferentes produtos do ponto de vista biologico conforme
o animal utilizado para a obtencdo da GAT. A farmacocinética da GAT depende de trés
fatores: a dose total administrada, o cronograma de administracao e a disponibilidade de
células do sistema imune capazes de se ligar aos seus anticorpos. A meia vida da GAT de
coelho € cerca de 30 dias, podendo ser detectada até cinco semanas apds a administracao
no condicionamento do transplante alogénico de CTH®®*". Os niveis séricos da GAT de
coelho correlacionam-se com a ocorréncia e a gravidade tanto da DECH aguda quanto da
cronica em pacientes submetidos ao transplante ndo aparentado®®*°. Niveis elevados da
GAT de coelho associam-se também a um risco aumentado da doenca linfoproliferativa

pos-transplante (DLP)%E.

Quadro 5 - Diferentes preparacées de globulina antimicotico

Marca Imundgeno Animal Disponibilidade
Linfoglobulina® Timocitos humanos Cavalo N&o mais manufaturado
ATGAM® Timdcitos humanos Cavalo Estados Unidos da América
Timoglobulina® Timécitos humanos Coelho Todo 0 mundo
ATG Fresenius® Células Jurkat Coelho Europa, Asia e América

Latina

Fonte: autor

7.5. Comparacdo da globulina antitimocito de cavalo com a
de coelho na terapia de imunosupressio em anemia
aplastica severa

A utilizacdo da GAT no tratamento da AAS iniciou-se no final da década de 70,
apos os primeiros relatos de recuperacao autologa da hematopoese em alguns pacientes
condicionados com a GAT para o TCTH, sugerindo que a imunosupressao por si s6 poderia

ser terapéutica®®'. Speck et al. demonstraram que a taxa de resposta era semelhante entre
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os pacientes submetidos a GAT de cavalo sequida da infusdo de medula dssea e aque-
les submetidos a GAT de cavalo unicamente®2. Em 1983, foi publicado o primeiro estudo
randomizado demonstrando a superioridade da GAT de cavalo em comparacdo ao melhor
tratamento de suporte disponivel na €poca®. Em 1991, foi demonstrado, em um ensaio
clinico randomizado, que a utilizacdo da CSA associada a GAT de cavalo aumentava a taxa
de resposta em comparacdo a GAT de cavalo isoladamente (incremento de 31% para 65%
em pacientes com AAS)*% Inumeros estudos realizados posteriormente evidenciaram uma
taxa de resposta variando de 57% a 79% apos a TIS baseada na associacdo da GAT de cavalo
a CSA0424365668869 Agsim, a preparacao padrao de GAT usada na TIS em AAS ¢ a de cavalo,
devido a maior experiéncia e aos resultados positivos obtidos com ela até o momento. A
GAT de coelho foi desenvolvida posteriormente a de cavalo, tendo sido mais extensamente
avaliada como tratamento de sequnda linha para pacientes com AA recaida ou refrataria
a GAT de cavalo™". Os resultados obtidos com a GAT de coelho em associacdao com a CSA
como tratamento de segunda linha foram divergentes, possivelmente em decorréncia de
diferencas no intervalo entre a administracdo da GAT de cavalo e a de coelho e aos critérios
de resposta adotados. O estudo mais recente, conduzido pelo National Institutes of Health
(NIH), demonstrou uma taxa de resposta de 30% nos pacientes refratarios a GAT de cavalo

e de 65% nos pacientes em recaida da AA apos a GAT de cavalo’'.

Atualmente, a GAT de cavalo somente é disponivel nos Estados Unidos, em decorréncia
do desinteresse das industrias farmac€uticas por sua fabricacado, resultando na adocado da
GAT de coelho como primeira linha na TIS, apesar da inexisténcia de estudos demonstrando
a intercambialidade entre a elas. A poténcia imunosupressora da GAT de coelho € superior a
de cavalo, além de essa ser capaz de induzir a expansao in vitro de linfocitos Treg em cultura
de linfocitos de sangue periférico’?”®. Dessa forma, teoricamente, a GAT de coelho deveria
apresentar resultados iguais ou melhores do que a GAT de cavalo quando utilizada como

primeira linha no tratamento imunosupressor da AAS.

7.6. Comparacio da globulina antitimocito de cavalo com
a de coelho no transplante de medula ossea

A CTX, na dosagem de 200 mg/kg, é utilizada isoladamente como regime de condi-
cionamento para TCTH aparentado HLA idéntico em muitos centros’. Contudo, a taxa de

faléncia primaria observada com esse regime situa-se em torno de 15%, ocorrendo prin-



cipalmente em pacientes politransfundidos’. O acréscimo da irradiacdo linfonodal total
ou da ICT a CTX reduziu a taxa de faléncia primaria para menos de 5%; porém, aumentou
significativamente as taxas de DECH, pneumonite intersticial e malignidade secundaria, ndo

impactando a sobrevida’®.

A associacdo da GAT de cavalo com a CTX foi inicialmente avaliada no contexto de
um segundo transplante em pacientes com faléncia secundaria do enxerto’®. Posteriormente,
essa associacao foi testada como condicionamento de primeira linha para o TCTH”’. As doses
utilizadas da GAT de cavalo (ATGAM®, Pharmacia e Upjohn) e da CTX foram respectivamente
de 30 mg/kg por trés dias (total de 90 mg/kg) e de 50 mg/kg por quatro dias (total de
200 mg/kg). A associacdo da CSA com o MTX foi utilizada para a profilaxia da DECH. As taxas
de rejeicdo primaria e de DECH aguda e crénica foram de 5%, 15% e 349%, respectivamente.
A sobrevida global em trés anos foi de 92%, um resultado superior ao controle historico
utilizando a ciclofosfamida isoladamente. Esses resultados levaram o Center for International
Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) a conduzir um ensaio clinico randomi-
zado comparando o uso isolado de CTX contra a associacdo de CTX com a GAT de cavalo
(ATGAM®, Pharmacia e Upjohn)>. Apds um acompanhamento de seis anos, ndo se observou
uma diferenca estatisticamente significativa na sobrevida em cinco anos (74% versus 80%,
respectivamente para CTX isoladamente versus CTX com GAT de cavalo, p=0,44). As taxas
observadas de faléncia primaria de enxerto e de DECH também foram semelhantes entre os
dois grupos. Esse ensaio clinico conduzido pelo CIBMTR foi questionado devido ao seu baixo
poder para detectar uma diferenca de sobrevida menor do que 20% entre os grupos®®:. Um
acompanhamento mais longo dos pacientes que receberam a associacdo da GAT de cavalo
com CTX no condicionamento demonstrou as seqguintes taxas: pega de neutrofilos de 96%,
DECHa de 24% (somente 2,4% com grau > 3) e DECHc de 26%78. O desenvolvimento de
neoplasias secundarias ocorreu em 7,4% dos pacientes, sendo o carcinoma o subtipo mais
observado de neoplasia secundaria. A DLP associada ao EBV ocorreu em 1,2% dos pacientes,

associando-se a imunossupressao adicional relacionada ao tratamento da DECHa.

O regime de condicionamento atualmente recomendado para pacientes com AAS
submetidos ao TCTH aparentado HLA idéntico consiste na associacdo de CTX 50 mg/kg x 4
(do dia -5 ao dia -2) com a GAT de coelho (Timoglobulina®, Genzyme) 3,75 mg/kg x 3
(do dia -5 ao dia -3)%¢. A substituicido da GAT de cavalo pela de coelho decorre da ndo comer-

cializacdo da GAT de cavalo na maioria dos paises do mundo. Contudo, inexistem estudos
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demonstrando a intercambialidade desses produtos no condicionamento da AAS. Além disso,
poucos estudos descreveram os resultados obtidos com a GAT de coelho no condicionamento
para o TCTH aparentado HLA idéntico. A maioria dos estudos disponiveis utiliza a GAT de
coelho no contexto do TCTH ndo aparentado®7°. Um estudo com um numero reduzido de
pacientes portadores de AAS submetidos ao TCTH demonstrou a existéncia de diferencas nos
resultados observados conforme a marca da GAT de coelho utilizada®. Os pacientes que rece-
beram a Timoglobulina® apresentaram um atraso na recuperacao numérica dos linfocitos T
CD4+ e CD8+ no dia +60 em comparagdo ao grupo que recebeu a GAT de coelho da
Fresenius. Além disso, as taxas de reativacdo da antigenemia do CMV e de faléncia do trata-

mento preemptivo com o ganciclovir foram maiores no grupo submetido a Timoglobulina®.

7.7. Comparacdo da globulina antitimocito de cavalo com a
de coelho no transplante renal

O cenario da terapia de inducdo do transplante renal pode ser utilizado para a com-
paracao da GAT de cavalo com a de coelho em razao da disponibilidade de ensaios clinicos
nesse contexto. A terapia de inducdo no transplante renal consiste na administracdo de
agentes biologicos para modular as respostas imunoldgicas celular e humoral, prevenindo
a rejeicao aguda do orgdo transplantado. Um dos agentes biologicos mais utilizados na
terapia de inducdo do transplante renal € a Timoglobulina®, apesar da inexisténcia de um
consenso sobre a utilizacdo da GAT nesse contexto® 2. Os questionamentos referentes ao
uso da Timoglobulina® advém do seu alto custo, da intensa imunossupressao apos 0 seu uso

e da obtencdo de resultados semelhantes com o uso de antagonistas do receptor da IL-2%

O primeiro estudo que comparou a GAT de cavalo (ATGAM®, Pharmacia e Upjohn)
com a de coelho (Timoglobulina®, Genzyme) no transplante renal foi um ensaio clinico ran-
domizado duplo cego®. Nesse estudo, os pacientes foram randomizados numa propor¢ao
de 2:1 para receber respectivamente a GAT de coelho (dose de 1,5 mg/kg) ou a de cavalo
(dose de 15 mg/kg) no momento da cirurgia e por mais seis dias. A terapia imunossupressora
de manutencao apos o transplante foi igual entre os grupos, consistindo na associacao de
CSA, MMF ou azatioprina e prednisona. A profilaxia secundaria da infeccao pelo CMV com
o ganciclovir oral foi administrada sempre que o paciente ou o doador apresentavam evi-

déncia soroldgica da exposicao prévia a esse virus. Os resultados do acompanhamento por



cinco e dez anos sugerem uma maior sobrevida livre de eventos (rejeicdo, perda do enxerto e
morte) no subgrupo que recebeu a GAT de coelho®®. N3o ocorreram casos de doenca pelo
CMV e as diferencas nas incidéncias da DLP e de cancer ndo foram estatisticamente signi-
ficativas entre os grupos®*. Os pacientes que receberam a GAT de coelho apresentaram uma
linfopenia mais intensa e duradoura®. Apds uma mediana de acompanhamento de 24 meses,
observou-se uma contagem persistentemente menor de linfocitos CD3+ (516 versus 825
células/pL, p=0,06) e CD4+ (227 versus 466 células/pL, p=0,007) no grupo submetido a
Timoglobulina®, ndo sendo observandas diferencas na contagem de linfocitos CD8+ (274
versus 327 células/uL, p=NS)®. A comparacéo entre a GAT de cavalo (ATGAM®, Pharmacia
e Upjohn) e a GAT de coelho (Timoglobulina®, Genzyme) na indugdo do transplante renal
pediatrico foi avaliada através de uma coorte historica®®. Todos os pacientes receberam
profilaxia para o CMV. A incidéncia de infeccdo sintomatica pelo EBV, excluindo-se a DLP,
foi superior no grupo submetido a GAT de coelho (8% versus 3%, p=0,002). A incidéncia
da DLP foi superior no grupo submetido a Timoglobulina®, porém essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa (6% versus 3%, p=0,16). Nao se observaram diferencas
significativas relacionadas a outras complicacdes infecciosas. A utilizacdo da GAT de coelho
na terapia de inducdo do transplante renal associa-se a uma maior taxa de infeccao e de
doenca pelo CMV, recomendando-se a utilizagdo de profilaxia nos pacientes de alto risco®®.
Os pacientes submetidos a GAT de coelho também apresentam um risco aumentado de
infeccao pelo EBV e de DLP, principalmente nos receptores com sorologia positiva para o
EBV e/ ou com doador soropositivo para esse virus. A incidéncia de viremia e da nefropatia
pelo BKV também € maior nos receptores da GAT de coelho®. Por fim, a incidéncia cumula-
tiva de IFl no primeiro ano apds o transplante renal € de 1,3%, existindo controvérsia sobre

0 impacto do uso da GAT de coelho sobre essa infeccao® e,

Os resultados e as complicacdes apds a utilizacdo da GAT de coelho variam con-
forme a marca utilizada, observando-se desfechos diferentes entre a Timoglobulina® e a
GAT de coelho da Fresenius na terapia de inducdo do transplante renal®®. A utilizacdo da
Timoglobulina® associou-se a uma maior incidéncia da infeccdo pelo CMV, hazard ratio de
2,16 (IC 95% =1,04 - 4,48), particularmente pela ndo utilizacdo da profilaxia da infeccdo
pelo CMV na maioria dos pacientes. A incidéncia de malignidade também foi maior no gru-
po submetido a Timoglobulina®, 12,3% versus 3,9% (p=0,01), sendo o linfoma a neoplasia
mais comum (38,5% de todas as neoplasias). O tempo para o desenvolvimento da neoplasia

foi menor no grupo que recebeu a Timoglobulina® (364 + 245 dias versus 653 + 365 dias,
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p=0,008). As taxas de oObitos relacionados a imunosupressao (infeccdes e neoplasias) foram
de 3,6 e 23,3 para cada mil pacientes por ano nos grupos da GAT da Fresenius e da Timo-
globulina®, respectivamente. As taxas de rejeicdo aguda e de perda de enxerto ndo foram

diferentes entre os grupos.

Os resultados obtidos no contexto do transplante renal demonstraram que a GAT de
coelho associa-se a uma menor taxa de rejeicao aguda e de perda do enxerto e a uma maior
taxa de complicacdes infecciosas (CMV, EBV, BKV) e de neoplasias secundarias (principal-
mente a DLP) em comparacdo a de cavalo®-°', Assim, é plausivel extrapolar a ocorréncia
de diferencas nas taxas de pega, de faléncia de enxerto, de DECH e de complicagdes
infecciosas conforme o tipo de GAT utilizada no condicionamento do TCTH aparentado HLA

idéntico em AAS.
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