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RESUMO

A Doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) aguda e reativacdo de
citomegalovirus (CMV) sao importantes complicacbes do Transplante de
células tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénico. Este trabalho trata-se de um
estudo coorte prospectivo realizado no periodo de janeiro de 2009 a dezembro
de 2011, na unidade de transplantes do HC-UFMG, Brasil. Este estudo avaliou
o efeito do alemtuzumab na incidéncia da DECH aguda e reativagédo de CMV
nos primeiros 100 dias apos TCTH e avaliou sobrevivéncia global em um ano.
Cinquenta e sete pacientes submetidos ao TCTH alogenico foram incluidos
neste trabalho. O alemtuzumab foi administrado no condicionamento na dose
de 1mg/kg em criangas (maximo de 40mg) e 30mg/ dia por 2 dias em adultos
ou criancas quando acima de 40kg (total de 60mg). Quarenta e cinco (78.9%)
pacientes foram diagnosticados com doenca maligna. Alemtuzumab foi usado
em 23 (40.4%) pacientes, sendo que dezessete destes pacientes receberam
regime de condicionamento de intensidade reduzida. Onze pacientes
apresentaram DECH (graduacdo 2-4) e deste total somente um paciente
recebeu alemtuzumab no condicionamento. A incidéncia cumulativa da DECH
(graduacdo 2-4) em 100 dias para pacientes que receberam ou ndao o
alemtuzumab foi de 4.3% e 29.4%, respectivamente (p=0.02). A incidéncia
cumulativa de reativacdo de CMV em 100 dias para pacientes que receberam
alemtuzumab ou nédo foi de 61.5% e 32.6%, respectivamente (p=0.02).
Dezesseis 6bitos ocorreram nos primeiros 100 dias apés TCTH. Somente dois
Obitos foram reportados como causa a DECH aguda e nove (56.5%) o6bitos
causados por sepse. A sobrevivéncia global em um ano foi de 50%. O
alemtuzumab ndo impactou na sobrevivéncia global. O alemtuzumab é eficaz
em controlar a DECH aguda, mas aumenta significativamente o risco de
reativacdo de CMV e ndo melhora sobrevivéncia global. Nosso resultado pode
ser util para discussdo de adaptacdes no protocolo de prevencdo de DECH
com alemtuzumab de acordo com condicdes de transplante e perfil de
pacientes submetidos ao TCTH alogénico. Além disso, n6s enfatizamos a

importancia do CMV em pacientes submetidos ao TCTH alogénico no Brasil,



especialmente pacientes que receberam o alemtuzumab, e a necessidade de

estratégias efetivas para monitoramento e prevencao de reativagdo do CMV.

Palavras Chave: Transplante de células tronco hematopoiéticas.

Alemtuzumab. Doenca do Enxerto contra hospedeiro aguda. Citomegalovirus.



ABSTRACT

Acute Graft-versus-host disease (AGVHD) and cytomegalovirus (CMV)
reactivation are important complications of alloHSCT. In this prospective cohort
study conducted in the transplantation unit of the HC-UFMG, Brazil, from
January 2009 to December 2011, the effect of alemtuzumab on the incidence of
AGVHD and CMV reactivation (at 100 days) and overall survival (at one year)
after alloHSCT were evaluated. Fifty-seven patients underwent alloHSCT were
included. Alemtuzumab was administered before conditioning at a dose of
1mg/kg in children (maximum of 40 mg) and 30mg/ day for 2 days in adults or
children with more than 40 kg (a total of 60mg). Forty-five (78.9%) patients had
a diagnosis of a malignant disease. Alemtuzumab was used before the
conditioning regimen in 23 (40.4%) patients, of whom 17 received a RIC
conditioning. Eleven patients presented AGVHD (grades 2-4) and were reported
in only one patient when alemtuzumab was used before the conditioning. The
cumulative incidences of AGVHD (grades 2-4) at 100 days for patients receiving
or not alemtuzumab before the conditioning regimen were 4.3% and 29.4%,
respectively (p = 0.02). Cumulative incidence of CMV reactivation at D+100 for
patients receiving or not alemtuzumab was 61.5% and 32.6%, respectively
(p=0.02). Sixteen deaths occurred in first 100 days after alloHSCT. Only two
(12.5%) deaths were reported as caused by AGVHD and nine (56.5%) deaths
caused by sepsis. Overall survival (OS) at one year was 50%. Alemtuzumab do
not impact in OS. Alemtuzumab effectively control AGVHD but significantly
increases the risk of CMV reactivation and do not improve OS. Our result might
be wuseful to discuss adaptations of AGVHD prevention protocol with
alemtuzumab according to transplant conditions and profile of patients
underwent alloHSCT. Furthermore, we emphasize the importance of CMV in
patients underwent alloHSCT in Brazil, especially in patients receiving
alemtuzumab, and the need for effective strategies to prevent and monitoring

CMV reactivation.

Keyword: Hematopoietic stem cell transplantation. Alemtuzumab. Graft-versus-

host disease. Cytomegalovirus.
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CONSIDERACOES INICIAIS

O projeto de pesquisa sobre o efeito do anticorpo alemtuzumab na doenga do
enxerto contra hospedeiro aguda e infeccéo/ reativacdo por citomegalovirus foi
proposto sob o contexto de inicio do uso do farmaco no regime de condicionamento
dos Transplantes de Células Tronco hematopoiéticas alogénico na unidade de
transplante do Hospital das Clinicas (HC) da UFMG.

O projeto de pesquisa teve inicio em 2009 com a elaboracdo de projetos pela
aluna que, entdo, foram encaminhados e aprovados pelo COEP-UFMG no periodo
descrito, sob orientacdo dos professores Henrique Neves da Silva Bittencourt, Mauro
Martins Teixeira e Vanessa Pinho da Silva.

A partir da aprovacgéo, a coleta de dados do projeto foi realizada pela aluna
até entdo como estudante de graduacdo em exercicio da iniciacao cientifica. Ao final
da coleta de dados e inicio das analises a aluna foi aprovada no programa de pos-
graduacdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de
Medicina da UFMG. Todo o projeto de pesquisa foi desenvolvido pela aluna em
colaboracdo de colegas pesquisadores e sob a orientacdo dos professores

referenciados.

Resende, C.B.
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INTRODUCAO

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) é uma importante
opc¢ao no tratamento de doencas oncoldgicas e ndo oncolégicas como as leucemias,
anemias e desordens de imunodeficiéncia several. Essa terapéutica tem seu
sucesso limitado pelo desenvolvimento de complicagbes como a doenga do enxerto
contra hospedeiro (DECH) aguda e infeccdo/ reativacdo pelo citomegalovirus
(CMV)?. Tais complicacdes apresentam alta frequéncia no pés transplante o que
confere a DECH aguda e a infeccdo/ reativagdo de CMV importancia clinica e

cientifica.

Diversos fatores sdo considerados de risco para incidéncia dessas doencas
como: regime de condicionamento; origem do enxerto; compatibilidade HLA,;
soropositividade de receptor e doador para CMV; profilaxia e tratamento de CMV;
exames de controle de infeccdo/ reativacdo de CMV pds-transplante; além da
profilaxia e tratamento da DECH3458, Dessa forma, alteracdes nessas variaveis do
transplante devem ser analisadas e discutidas criteriosamente para que as melhores

escolhas de tratamento sejam empregadas nos servi¢os de transplantes.

O alemtuzumab comecou a ser usado no esquema de farmacos do regime de
condicionamento do TCTH alogénico da unidade de transplantes do Hospital das
Clinicas — UFMG. O alemtuzumab é um anticorpo monoclonal que atua na deplecéo
de linfocitos a partir do reconhecimento da molécula de membrana celular CD52".
Estudos que avaliam o uso do alemtuzumab no regime de condicionamento do
TCTH e seu efeito na prevencdo da instalacdo e melhora da severidade da DECH
aguda e infecgao/ reativacdo por CMV tem sido cada vez mais explorados e bons
resultados de prevencdo de DECH estao descritos.

Tendo em vista a importancia clinica da DECH aguda e da infecgao/
reativacdo do CMV associado ao fator de inclusdo do alemtuzumab ao protocolo do
TCTH alogénico do Hospital das Clinicas da UFMG o presente trabalho se propde a
avaliar o efeito do alemtuzumab na incidéncia da DECH aguda e infeccéo/

reativacdo de CMV e avaliar o seu impacto na sobrevida dos pacientes.

Resende, C.B.



21
1. TITULO

Efeito do alemtuzumab na doenca do enxerto contra hospedeiro aguda e na
reativacdo de citomegalovirus em pacientes submetidos ao transplante de células no
Hospital das Clinicas-UFMG.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS (TCTH)

2.1.1 Hist6ériado TCTH

O TCTH teve seu desenvolvimento marcado por diversas pesquisas
realizadas em animais e posteriormente em seres humanos. Tais estudos permitiram
a identificagdo de fatores correlacionados ao efeito benéfico da ablagdo de medula
resultante de radiacdo, hematopoese origindria de medula saudavel e fatores

relacionados a compatibilidade entre doador e receptor.

Os primeiros trabalhos desenvolvidos e publicados aproximadamente em
1949 demonstraram que camundongos sobreviveriam apos a irradiacao total quando
0 baco, 6rgdo importante na hematopoiese de camundongos, fosse protegido dessa
irradiacéo letal®. Posteriormente, outros estudos mostraram que ndo sé a protecdo
do baco levava a maior sobrevida, mas também a infusdo de células da medula
teriam efeito protetor e acarretaria maior sobrevida nos casos de animais que

recebessem medula singénica®.

Barnes e colaboradores (1956) descreveram o tratamento de camundongos
com leucemia através da irradiacdo letal e o transplante de medula. Thomas e
colaboradores (1970) demonstraram em trabalhos clinicos que apesar da morte e
pancitopenia causada pela irradiacdo, houve também um efeito anti-leucemia
durante quatro meses apos irradiacéo e transplante. Além disso, a conclusédo de que

a infusdo intravenosa de medula 6ssea poderia restaurar a funcdo de hematopoese

Resende, C.B.
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em humanos submetidos a irradiagéo total foi também considerado um importante

avanco para a época®.

O conhecimento da histocompatibilidade entre pessoas foi um marco no
desenvolvimento do TCTH e teve inicio em 1954 através do reconhecimento de
anticorpos induzidos pela transfusdo de antigenos de células do sangue®. Epstein e
colaboradores (1968) desenvolveram a tipagem de antigenos de leucocitos de cées
e 0s resultados mostraram que enxertos de medula entre cdes de linhagens
diferentes sempre falhavam'®. Dessa forma, foi demonstrada a importancia clinica
dos antigenos de leucocitos para o sucesso do TCTH. Esses antigenos sao
conhecidos como human leukocyte antigen (HLA). Na mesma época, também foi
demonstrado que o0 uso de metrotexato (MTX) como imunossupressor apés

transplante resultaria em melhor sobrevivéncia®?.

O maior desenvolvimento clinico de TCTH ocorreu a partir do crescimento do
servico transplante de medula 6ssea localizado em Seattle (Estados Unidos) a partir
de 1968, com investimentos na montagem de equipe de profissionais e estrutura
para o TCTH. O primeiro transplante deste servico ocorreu em 1969 em paciente
com leucemia mieléide cronica (LMC) o qual foi submetido a irradiacdo e
transplantado com infusdo de medula intravenosa®. A pega do enxerto ocorreu no
décimo terceiro dia apds o transplante e o paciente apresentou doenca do enxerto
contra hospedeiro (DECH) leve®. Apés a morte, que ocorreu 56 dias apés o
transplante, foi realizado autopsia que evidenciou pneumonia por citomegalovirus
(CMV)°. Desde os primeiros transplantes até a atualidade o desafio de controle da
DECH aguda e infeccéo/ reativacdo por CMV tem sido grande para o sucesso dos
TCTH alogénico. George Mathé foi pioneiro no TCTH clinico e foi quem descreveu,
inicialmente, a ocorréncia de DECH aguda®.

No Brasil, o transplante de células desenvolveu inicialmente gracas ao
trabalho do grupo do professor Ricardo Pasquini, no estado do Parana, sendo o
primeiro transplante do pais realizado em 1979'l. No ano de 1993 foi realizado
nesse estado o primeiro TCTH de corddo umbilical da América Latina®!. Atualmente,
sédo 52 unidades credenciadas para transplante autologo, 36 para TCTH alogénico e
15 para TCTH alogénicos aparentados e nao aparentados no pais.

Resende, C.B.
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No HC-UFMG o programa de TCTH foi criado em 1995 com dire¢do do
professor Wellington Azevedo e, inicialmente, o servigo foi destinado a realizag&o de
transplante alogénico aparentado. Apenas em 2005, com coordenacao do servico
realizada pelo professor Henrique Bittencourt, a unidade foi credenciada a realizagéo
de transplante do tipo ndo aparentado e em 2006 foi realizado o primeiro transplante
da unidade tendo o corddo umbilical como fonte de células.

2.1.2 Conceito

O TCTH ou o chamado transplante de medula éssea, conhecido por este
altimo nome porque a primeira fontes de células progenitoras utilizada foi a medula
0ssea (MO), consiste na infusdo de células pluripotentes do sistema hematopoiético
em pacientes para tratamento de doencas hematolégicas de origem neoplasica e

n&o oncoldgicas (como certos tipos de anemia)*.

Ha trés tipos de TCTH que se diferenciam quanto ao doador das células

tronco hematopoiéticas (CTH):

- Transplante autélogo: as células provém do préprio paciente que séo
colhidas antes da submissdo ao protocolo de condicionamento (descrito no item
2.1.4), associando quimioterapia ou radioterapia, € em seguida é realizado o
transplante'®14, Esta modalidade de transplante é considerada de menor risco de
complicacBes quando comparado ao transplante alogénico devido a auséncia de

reacdo imunolégica por incompatibilidade génical34,

- Transplante alogénico: as células sao de doador voluntario, geneticamente
diferente do receptor, podendo apresentar ou ndo compatibilidade HLA e parentesco
familiar ao receptor®!4, Neste transplante existe o risco de reacdes imunolégicas
entre células do doador (enxerto) e receptor devido a incompatibilidade génical®4.
Entdo, ha o risco de ocorréncia da doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH ou
GVHD - sigla em inglés) aguda ou crbnica, principal complicacdo clinica pos-
transplante alogénico e ocorréncia do efeito enxerto versus leucemia (GVL) que é

importante no controle de recidiva de células tumorais'314,
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7

- Transplante singénico: é realizado entre gémeos geneticamente idénticos
13,14

2.1.3 Indicacdes

A indicagdo do TCTH envolve a avaliacdo de diversos fatores para que 0s
possiveis beneficios obtidos desta terapéutica superem riscos de complica¢des ou 0
grau de gravidade de doenca de base em que 0 paciente se encontra no periodo de
avaliacdo para o transplante. As principais doencas com indicacédo para TCTH estéo
descritas na tabela 1 e os principais casos envolvendo TCTH alogénico seréo

brevemente discutidos.
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Tabela 1 - Doengas com possibilidade de indicagéo para o TCTH.

TRANSPLANTEAUTOLOGO

Doencgas Malighas
Mieloma Multiplo
Linfoma ndo Hodgkin
Linfoma Hodgkin
Neuroblastoma
QOutras doencgas

Doengas autoimune: Lupus eritematoso sistémico; Esclerose Multipla

TRANSPLANTE ALOGENICO

Doencas Malighas
Leucemia mieloide aguda
Leucemiallinfoide aguda
Leucemia mieloide cronica
Leucemia linféide crénica
Sindrome mielodisplasica
Mieloma Multiplo
Linfoma n&o Hodgkin: Linfoma folicular; células do manto
Linfoma Hodgkin

Outras doencas

Anemiaaplasica
Anemiade fancone
Anemia falciforme
Disturbios de imunodeficiéncia

Talassemia

Fonte: Criada para este trabalho pelo proprio autor.
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A leucemia linféide aguda (LLA) é a neoplasia mais frequente em criancas
sendo referenciada em 80% de casos de leucemias neste grupo e, em adultos
acomete 15% dos diagnoésticos de leucemias'®16, Esta doenca é caracterizada pelo
crescimento e proliferacdo de blastos e infiltracdo celular em diversos tecidos. A
indicacdo para o TCTH alogénico em LLA de alto risco ocorre quando houver
presenca de cromossomo Philadelphia positivo, leucocitose, infiltragdo de tecido
nervoso central por células neoplasicas, idade superior a 35 anos e em caso de
pacientes submetidos ao tratamento de LLA com quimioterapicos por quatro
semanas sem resposta’®%, Em caso de segunda remissdo completa da LLA
associada a condicédo clinica controlada, o TCTH alogénico também € indicado em

muitas situacdes!>16.

A leucemia linféide crénica (LLC) ocorre usualmente em pessoas com idade
avancada e representa 0,8% dos tumores!’. Os pacientes com LLC resistente ao
tratamento com analogos de purina podem apresentar apenas dez meses de
sobrevidal’. Eles tém como Unica opcdo curativa o TCTH alogénico e esta
terapéutica deve ser considerada como opc¢ao de tratamento em casos de pacientes
com doenca agressiva ou em progressdo. Esta doenca tem como principal
carateristica celular a proliferacao de linfocitos B maduros e seu acumulo em tecidos

linfoides, MO e sangue periférico!’.

O linfoma folicular é caracterizado por proliferacdo de células B periféricas
diferenciadas®®. A indicacdo para o TCTH alogénico segue 0s seguintes critérios:
pacientes em segunda recaida da doenca, quando o quadro de remisséo inicial for
menor do que o periodo de doze meses e quando ocorrer modificacdo para linfoma

difuso®®.

A leucemia mieldide aguda (LMA) se caracteriza pela proliferacdo de células
imaturas de progenitor mieldide que resulta em prejuizos funcionais do sistema

imune'®. O TCTH alogénico é indicado para os casos de mau progndstico

(citogenética desfavoravel) e casos de LMA refrataria®®.

A LMC ocorre por causa de translocacao entre cromossomos 9 e 22 que
resulta em alteracdo de atividade de tirosina-quinase citoplasmatica de células

alteradas'®>. Esta doenca pode manifestar em qualquer idade e é responsavel por
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20% das leucemias?®. O TCTH é um potencial tratamento embora muito raramente
utilizado nos dias de hoje pelo desenvolvimento de novas terapias °.

Sindrome mielodisplasica (SMD) é o nome dado a alteracbes de medula
Ossea definida como alteracbes em células progenitoras hematopoiéticas com
citopenia (contagem de células baixa) periférical®. A celularidade da medula 6ssea e
0 curso clinico dessa doenca é bastante variavel’®>. A SMD é mais frequente em
idosos e o tratamento dessa doenca utilizando TCTH é indicado para situacdes de
alto risco de complicacbes relacionados a doenca e para pacientes que evoluem
para LMA®,

Anemia aplasica (AA) € uma doenca caracterizada por estado em que o
paciente apresenta pancitopenia associado a uma medula acelular ou hipocelular,
ou seja, apresenta menos de 30% de células hematopoiéticas funcionais®202!, As
causas podem ser relacionadas a exposicao a fatores agressores como radiacéo,
produtos quimicos ou agentes citotoxicos (por exemplo, quimioterapicos).
Entretanto, grande parte dos casos de AA ndo apresenta causa definida. Pacientes
com esse diagnostico sdo selecionados para o TCTH alogénico em caso de
diagndstico precoce da doenca e idade de 40-50 anos em casos de transplante com
doador relacionado compativel em HLA920.21 Em situacdes em que o paciente sem
doador na familia apresenta falha ao tratamento com imunossupressor com
globulina antitimécito (ATG) e ciclosporina (CsA) o TCTH néo aparentado pode ser

considerado como opcéo de tratamento!%2022,

Por fim, o mieloma multiplo (MM) é caracterizado por proliferagdo de clone de
plasmdcitos e essas células apresentam capacidade de producdo de proteinas
monoclonais®®. A incidéncia é maior para pessoas com idade acima de 60 anos. O
transplante autdlogo resulta melhor sobrevida global quando efetivado em primeira
remissdo da doenca. O TCTH alogénico € op¢do em caso de pacientes jovens, com

regime de condicionamento reduzido e apds realizagéo do transplante autélogo?*®.

Ha outras doencas e outros critérios clinicos mais especificos que séo
avaliados para indicacdo e realizagdo de TCTH alogénico, porém ndo foi
completamente descrito neste texto por ndo ser o foco do trabalho. Por isso, é
ressaltado que a indicacdo desta terapéutica requer avaliagdes criteriosas e segue

critérios clinicos e de protocolo dos centros de transplantes.
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2.1.4 Regime de Condicionamento

O regime de condicionamento é o emprego de farmacos quimioterapicos
associados ou ndo com radioterapia nos pacientes em periodo pré-transplante para
preparo do receptor para o enxerto de células. Ele é realizado com a finalidade de
eliminacdo das células de origem maligna e indugdo de imunossupressdo para
reducdo do risco de rejeicdo ao enxerto'?.

A definicdo dos farmacos e doses que atualmente sdo empregadas no regime
de condicionamento demoraram varios anos para atingir a etapa de emprego clinico
em formato sistematico em protocolos de transplantes. Isso se deve aos riscos de
toxicidade hematolégica em 6érgdos como coracao, sistema nervoso central (SNC),
pulmdes, figado e trato gastrointestinal que pode comprometer a vida do paciente?®?.

Os critérios para utilizacdo de farmacos ou radioterapia no regime de
condicionamento seguem protocolos institucionais e podem variar conforme a fase
da doenca de base do paciente receptor, conforme risco de complicacdes pré e pos-
transplante e ao tipo de transplante de células realizado (grau de compatibilidade
HLA, doador ndo relacionado versus relacionado e fonte de células). As doses de
farmaco/radioterapia usados no regime de condicionamento devem combinar uma
toxicidade tolerdvel com o menor risco possivel de recidiva da doenca de base do
receptor.

O regime de condicionamento mieloablativo pode ser obtido através do
emprego de irradiacdo corporal total (ICT) ou combinacdo de farmacos
quimioterapicos em altas doses?2. Em 1970 teve inicio o uso da ICT no regime de
condicionamento seguindo 0s objetivos de imunossupressdo e erradicacdo de
células tumorais?>. Alguns autores defendem o uso ICT em relagdo aos
quimioterapicos pelo fato da dose e efeito serem independentes de vascularizacao
do tecido ou de processos metabdlicos que alteram os efeitos de farmacos
quimioterapicos?2.

Utiliza-se para ICT aceleradores lineares com doses que podem variar de 10 a
16 cGy e sao aplicadas de maneira fracionada em associacdo ao uso de farmacos
quimioterapicos?2. E importante destacar que doses proximas de 10cGy ou menores
ndo sdo consideradas mieloablativas??. Os efeitos colaterais do condicionamento
com ICT contemplam a catarata, retardo de crescimento, esterilidade, pneumonite e

neoplasia secundaria?®. Na Unidade de transplantes do HC-UFMG néo é realizada a
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ICT, porém outros centros empregam essa terapia de maneira fracionada com a
finalidade de minimizar os efeitos colaterais tardios.

Os farmacos utilizados no regime de condicionamento sdo variados e 0s
protocolos seguem o formato de associacdo de medicamentos para melhores
resultados. Considerando que serdo abordados neste trabalho apenas os principais
farmacos usados na Unidade HC-UFMG, destaque para os agentes alquilantes que
apresentam capacidade de destruicdo celular em qualquer fase do ciclo, apresentam
maior toxicidade hematolégica e a resisténcia a estes farmacos sao pouco
frequentes se comparada a outras drogas??. Dentro deste grupo de agentes
alquilantes temos o bussulfano (Bu), melfalano (Mel), ciclofosfamida(Cy), entre
outros 22,

O Bu apresenta intensa capacidade de causar mieloablacdo apesar do fator
definidor deste efeito ser a dose utilizada??>. Pode ser administrado por via oral,
comprimidos, ou por via endovenosa (EV) sendo esta ultima a forma de melhor
garantia de efeitos sobre a célula devido a menor risco de problemas com
biodisponibilidade??. Na unidade HC-UFMG é disponivel o Bu em comprimido tendo
em vista que a apresentacao desse farmaco para administracdo EV tem custo muito
mais elevado.

O Mel é um farmaco que associa a mostarda nitrogenada e a fenilalanina, nos
esquemas de regime de condicionamento € associado ao Bu e carmustina podendo
também ser empregado juntamente com ICT. A Cy é altamente imunossupressora
apresentando como limite de tolerabilidade a dose de 200mg/kg e um dos seus
principais efeitos colaterais é a cistite hemorragica®?.

Existem outras classes de farmacos usadas nos regimes de condicionamento
como a fludarabina (Flu) que pode ser administrada juntamente com Bu, Mel e
ciclofosfamida em regimes de intensidade reduzida. A aplicacdo de farmacos com
doses mieloablativas ndo é garantia de erradicacdo do tumor uma vez que é
conhecido o efeito de resisténcia das células tumorais através de mecanismos como
0 aumento de reparo de DNA, desintoxicacdo celular do quimioterapico e aumento
de expressdo dos genes que protegem a ceélula doente, impedindo o efeito desses
agentes em erradicar o tumor?2.

Atualmente, busca-se usar farmacos que apresentam acdo especifica sobre
células para obtencdo de resultados mais satisfatorios no que se refere a agéo

antitumoral associando ao efeito a menor toxicidade. O alemtuzumab, foco deste
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estudo, € incluido como opcéo de farmaco para o regime de condicionamento com
efeito direcionado a deplecdo de linfocitos?4. Este anticorpo é empregado em
associacdo a outros farmacos e a dose pode variar conforme protocolo institucional.
No HC-UFMG a dose em pré-transplante do alemtuzumab em criancas € de 1mg/kg
(para criangas com até 40 kg) e nos pacientes adultos € administrado 30mg/dia
durante 2 dias, com dose maxima de 60mg em cada paciente.

O regime de condicionamento nao mieloablativo ou reduced intensity
condicioning (RIC) surgiu como op¢do de condicionamento na década de 1990
devido a necessidade que os grupos de transplantes tinham em diminuir os efeitos
oriundos da toxicidade do regime mieloablativo e melhorar a sobrevida dos
pacientes relacionada ao transplante?®. O RIC pode ser definido pela dose aplicada
de farmacos conforme resumido nas tabelas 2 e 3. Por definicdo, o paciente
submetido a um RIC devera apresentar reconstituicdo autéloga da sua medula em
um periodo aproximado de vinte e oito dias se ndo houver infusdo de células tronco

alogénicas?.

Tabela 2 - Regime de condicionamento de intensidade reduzida (RIC).

ICT Dose total < 500cGy

Bu Dose total < 9mg/kg

Mel Dose total < 140mg/m?
Tiotepa Dose total < 10mg/kg

Fonte (modificada): Transplante de Células tronco hematopoiéticas. Ed.: Atheneu, 2010.

Bu: bussulfano; ICT: Irradiac@o corporal total; Mel: Melfalano
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Tabela 3 - RIC mais usados.
ICT 200cGy e +/- Flu
Bu + Flu e +/- outros farmacos
Flu + Cy e +/- outros farmacos
Flu + Mel e +/- outros farmacos

Flu e +/- outros farmacos

Fonte (modificada): Transplante de Células tronco hematopoiéticas. Ed.: Atheneu, 2010.

Bu: bussulfano; Cy: ciclofosfamida; ICT: Irradiagédo corporal total; Mel: Melfalano.

O tipo de regime de condicionamento usado no TCTH para doencas
oncolégicas interfere no risco de recidiva devido a possibilidade dos pacientes
apresentarem células residuais de origem tumoral. Dessa forma, o efeito enxerto-
versus-leucemia ou graft-versus-leukemia (GVL) € considerado fundamental para
reducdo do risco de recidiva da doenca oncoldgica de base do paciente apds o
transplante?®. O GVL, resumidamente, é definido como uma reagdo imunolégica dos
linfécitos imunocompetentes contra as células tumorais e, entdo, o GVL ¢é

caracterizado pelo seu efeito de controle no crescimento tumoral?®.

No presente trabalho, foi considerado regime de condicionamento
mieloablativo aquele que utilizava o Bu em dose maior do que 10mg/kg com uso
concomitante da ciclofosfamida (BuCy). Todas as outras combinacdes de farmacos
utilizados nos pacientes submetidos ao TCTH no servico do HC-UFMG foram

consideradas como RIC.

2.1.4 Complexo principal de histocompatibilidade e Imunologia do transplante

As moléculas do complexo de histocompatibilidade principal ou Major
Histocompatibility Complex (MHC) sado glicoproteinas de superficie celular presentes

em Varios tipos de células incluindo células apresentadoras de antigenos (APCSs)
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que tem a propriedade de se ligar a peptideos de antigenos e apresenta-los aos
linfocitos T. Entdo, a apresentacdo e reconhecimento do antigeno resultam na
ativacdo de resposta imunolégica a estruturas e moléculas estranhas ao
organismo?’. Essas glicoproteinas foram primeiramente identificadas pelos seus
efeitos na imunologia dos transplantes e por isso o nome relacionado a

compatibilidade?”28,

O MHC no homem tem seus genes chamado de human leukocyte antigen, ou
sistema HLA, por terem sido inicialmente detectados nos leucdcitos. O HLA se
localiza no braco curto do cromossomo 6 contendo mais de 300 genes em sua
composicdo, o qual tem 30% de funcdo relacionada a imunidade®?’?%, O mapa
detalhado do lécus do MHC é composto por varios genes com fungdes como
processamento e apresentagdo de antigenos (HLA-A, B, C, DM, DO DP, DQ e DR),
funcdo inflamatéria (DAXX, ABCF1, LTA, LTB, TNF, entre outras), maturacao de
leucdcitos, cascata do sistema complemento (C2, C4A e C4B), entre outros genes
que tem participacdo em processos fisiol6gicos como regulagdo imune e imunologia

materno-fetal®.

Destacamos as duas classes de genes de MHC definidos como MHC classe |
e MHC classe Il (ou HLA classe | e HLA classe Il) que tem importancia no TCTH
devido a propriedades funcionais e estruturais relacionadas a imunologia?’28. As
diferencas estruturais de HLA classe | e HLA classe Il estdo de acordo com
variagbes em suas interacdes celulares como, por exemplo, linfocitos citotoxicos
reconhecem peptideos apresentados por moléculas HLA classe | enquanto linfécitos
T helper reconhecem moléculas HLA classe 1192728, No MHC de classe | ha trés
genes de cadeia a denominados de HLA- A, -B e —C e no MHC de classe Il tem trés
pares de genes de cadeia a e B chamados de HLA-DR, -DP e —-DQ?"%8,

Os varios genes que compdem cada classe do MHC permite a codificacado de
glicoproteinas variadas de MHC e com afinidade a uma gama de peptideos para ser
expresso na superficie celular. Este mecanismo permite que a resposta imune
ocorra a partir do reconhecimento de diferentes antigenos e de composi¢ao

peptidica variada?’.

O MHC possui as propriedades de poligénia e polimorfismo que confere ao

sistema imune a alta capacidade de resposta a variados antigenos?’. A poligénia
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refere-se a diversidade de genes MHC classe | e classe Il que permite que cada
individuo tenha um grupo de moléculas com diferentes especificidades?’. O
polimorfismo sdo as multiplas variantes alélicas de cada gene presente em toda a

populacdo em geral?’.

Tendo em vista as caracteristicas do MHC e suas funcdes relacionadas a
imunidade, a prevencdo de reacdes relacionadas a essas moléculas é primordial
para obtengdo de melhores resultados clinicos no TCTH. Entéo, para diminuir o risco
do paciente desenvolver uma resposta aloreativa direcionada a antigenos do MHC

faz-se a tipificacdo HLA humano entre receptor e doador.

Historicamente, o principal exame realizado era de linfototoxicidade que € um
método sorolégico de reconhecimento de antigenos de membrana celular de
linfécitos por reacdo de anticorpo monoclonal®'?2728 Os métodos por biologia
molecular como PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers)
e a PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide)
permitem que a tipagem seja realizada em dois niveis de resolucdo, baixa ou alta,

dependendo do conjunto de sondas aplicadas no teste?®.

A tipagem de baixa resolucao permite a identificacdo de dois primeiros digitos
que indicam no grupo os alelos pertencentes, grupos esses que correspondem as
especificidades sorolégicas, como: A*03 (A3) e B*07 (B7). O exame de alta
resolucao usa um conjunto adicional de primers (SSP) ou sondas (SSO) que permite
a identificacdo dos alelos propriamente ditos: A*0302, B*0702, DRB1*0301, entre
outros. Contudo, o método mais adequado para a tipificacdo de alta resolucéo é o
sequenciamento direto do DNA ou SBT (Sequence Based Typing)21227:28,

Para a selecdo de doador tem sido utilizada a sele¢édo de cinco locus: HLA-A,
B, C, DRB1 e DQB1. A descricdo entre a tipagem dos alelos de doadores e
receptores com 10 alelos em cinco loci é referenciado como “10/10 alelos matched
(compativeis)”. Quando considerado trés loci (HLA-A, B, e DRB1) o termo utilizado é
“6/6” referenciando amostras de antigenos de HLA-A, B e DRB1 em testes de baixa
resolucdo. Em caso de tipagem de alta resolugéo para DRB1, o termo “6/6” destaca
a compatibilidade de antigenos HLA-A e B e alelos de DRB1. Por fim, o termo “8/8” é

usado para compatibilidade de alta resolucdo nos quatro loci: HLA-A, B, C e DRB1°.
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Pacientes e doadores “matched” (compativeis) para HLA-A e B detectados
por técnica de baixa resolugdo podem ser “mismatched” (ndo compativeis) para
alelos HLA-A e/ou HLA-B o que resulta na necessidade de tipagem de alta resolucéo
para garantia de compatibilidade HLA. O desenvolvimento da metodologia molecular
de alta resolucdo possibilitou a identificacdo dos alelos e, consequentemente,
desvendou incompatibilidades n&o reveladas pelos métodos soroldgicos ou

moleculares de baixa resolugéo®12:27:28,

E importante ressaltar que o polimorfismo do HLA ndo permite que a tipagem
seja totalmente precisa e a presenca dos chamados antigenos de
histocompatibilidade menores (mHAS) é outro fator limitante no processo de
verificagdo compatibilidade para o transplante. Estes antigenos tem sua grande
maioria codificada por genes autossdmicos. Sabe-se que existe uma série de
proteinas que sado codificadas no cromossoma Y e estdo envolvidas em respostas

imunoldégicas de histocompatibilidade menor?’.

As respostas imunes relacionadas ao TCTH alogénico iniciam com o
reconhecimento de antigenos pelos linfécitos T que sdo expressos em APCs via
MHC. Ha duas formas de apresentacdo de antigenos definidas como apresentacao
direta e apresentacdo indireta®?829, A apresentacdo direta de aloantigenos acontece
qguando células T alorreativas reconhecem MHC alogénico de APCs do doador sem
processamento de peptideo. Enquanto que a via de apresentacdo indireta de
antigenos ocorre a partir do processamento intracelular de moléculas de MHC do
enxerto por APCs do receptor e 0s peptideos resultantes deste processamento sao

apresentados via MHC proprio, ou seja, MHC do receptor®?82° (Figura 1).
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Figura 1 - Reconhecimento direto e indireto de aloantigenos.

A Alorreconhecimento direto i ‘
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Fonte: Abbas, A.K. et al. Imunologia celular e molecular. 6 ed., 2007.

Na literatura também tem sido descrito a apresentacédo de peptideos gerados
a partir de disparidades mHAs que também sao expressados em MHC classe | e
Classe 1I°. A importancia dos mHAs em promover resposta aloimune de células T
ocorre em casos de auséncia de disparidades MHC e entre cromossomos Y e X°. No
entanto, existem diferencas das respostas geradas a partir do MHC e do mHAs
como, por exemplo, a reposta imune resultante de reconhecimento de mHAs né&o
resulta na formacao de anticorpos aloimune e a proporcao de epitopos gerados por

mHAs é menor do que sdo gerados por MHC®.

Entdo, a resposta gerada apenas por mHAs pode ser de menor intensidade,
conforme disparidades, quando comparada a resposta gerada por reconhecimento
de MHC, porém ndo menos importante nas rejeices de enxerto. A compatibilidade
HLA se configura como um dos principais fatores relacionados as rejeicbes ao
enxerto associado a outros fatores do transplante que também contribuem para as

reacdes imunoldgicas envolvidas no TCTH, como destacado em tépicos deste texto.
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2.1.6 Fontes de Células e Selecéo do Doador

O TCTH é realizado através da infusdo de células progenitoras obtidas das
seguintes fontes: Medula éssea (MO); células tronco do sangue periférico (CTP ou
PBPCs); células de sangue de corddo umbilical e placentario (SCUP); ou células
cultivadas®®. As trés primeiras fontes citadas foram utilizadas no servico de
transplante do HC-UFMG durante o periodo de realizagdo deste trabalho de
pesquisa.

As células da MO sao colhidas através da punc¢éo da crista iliaca posterior e,
ocasionalmente, da crista iliaca anterior®!. A puncéo da crista iliaca é realizada em
sala de bloco cirargico, sob técnica estéril e a aspiracdo da cavidade 6éssea em que
concentra a medula é realizada através de seguidas pun¢des no local com uso de
agulha calibrosa conectada a seringa estéril*©31.32, Em seguida, o volume de medula
obtido é transferido para recipiente estéril que contenha solucdo anticoagulante
30,31,32.

A cada puncdo da MO é obtido um volume variavel de medula. Atualmente, o
volume adequado para o transplante corresponde a contagem de células nucleadas
em torno de 3-4x108 células/Kg 3°3%32, A medula 6ssea é a fonte mais comum de
células utilizada no TCTH, apesar do crescente aumento do emprego das CTP
desde a década de 90 para transplantes autélogos e alogénicos3%:31:32,

As CTPs sao obtidas por técnica de aférese, ou seja, coleta de sangue
utilizando equipamento automatizado!®. O doador das células recebe fator de
crescimento hematopoiético ou fator estimulador de colénias de granulocitos — G-
CSF (Filgrastima) antes do procedimento de aférese!®. O G-CSF estimula
proliferacdo de células da medula e sua liberacdo para a circulagédo®.

Trabalhos mostram que o uso de CTP é melhor na reconstituicdo de
neutréfilos e plaquetas com reduzido tempo em relacdo a MO. O risco de
desenvolvimento de doencga do enxerto contra hospedeiro (DECH) aguda € similar
entre as duas fontes3%343536, No entanto, as CTP aumentam o risco de DECH
crbnica, mas neste caso tem apresentado boa resposta ao tratamento
imunossupressor, e a sobrevida dos pacientes que recebem CTP tende a ser melhor
do que os receptores de MO, quando avaliado por um curto periodo de tempo pés
TCTH 30,34,35,36_

Resende, C.B.



37

Tendo em vista alguns resultados que mostram beneficios de uso das CTP
em relacdo a MO, é necessario ser cauteloso em generalizacbes uma vez que
fatores tais como estadgio da doenca de base, regime de condicionamento,
transplante relacionado ou néo relacionado, compatibilidade HLA e profilaxia da
DECH interferem nos resultados obtidos.

O uso de SCUP para transplantes foi proposto por Edward e colaboradores
(1982) e tem se difundido com a criacdo de bancos de corddo umbilical de acesso
regulamentado e publico para doagcdo. O primeiro banco de células de SCUP foi
criado na escola de Medicina da Universidade Indiana, nos Estados Unidos3!. No
Brasil, a portaria n°2.381 de 2004 cria a Rede Nacional de Bancos de Sangue de
Corddo Umbilical e Placentario para Transplantes de Células Tronco
Hematopoiéticas (Brasil Cord), com a finalidade de regulamentar o processo de
armazenagem, doacgédo e uso em transplantes de SCUP de bancos em instituicbes
publicas brasileiras. O Brasil Cord foi formado pelos Bancos de Sangue de Cordao
Umbilical e Placentario - BSCUP ja existentes na época da regulamentacdo ou que
vieram a ser criados em todo o pais.

Atualmente, no Brasil estdo em funcionamento 11 BSCUP publicos como, por
exemplo, no Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro®’. A doacdo de
células do corddo umbilical € realizada através do consentimento livre e esclarecido
da gestante e a coleta com a finalidade de doacao para os bancos de sangue s6 é
efetivada em unidades hospitalares que tenham o BSCUP em atividade®’.

Para coleta e doacdo de SCUP a gestante € previamente submetida a
exames de doencas infecto contagiosas como virus HIV, sifilis e hepatite. A coleta
das células pode ser in situ que é a coleta realizada com a placenta intraltero ou
coleta ex vivo em que se faz a coleta depois de retirar a placenta®. Os dois métodos
apresentam vantagens e desvantagens e ainda sdo focos de discussbes e
pesquisas para melhor se obter células livres de agentes infecciosos associados a
obtencdo de maior quantidade de células por unidade de SCUP,

A unidade de SCUP contem, em média, um volume de 120mL, com 0,8 a
10x108 células nucleadas totais (CNT) e a contagem de células CD34 pode variar
apos criopreservacdo. Em laboratorio, as células progenitoras sdo separadas e
congeladas (criopreservadas). ApoOs realizacdo de exames genéticos e testes de
doencas infecciosas, e em caso de auséncia de alteracdes, a bolsa de células ou a

chamada unidade de SCUP sédo liberadas para serem registradas no banco
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brasileiro e disponibilizadas em caso de necessidade para transplante com
pacientes compativeis3'.

As SCUP sdo uma alternativa de fontes de células para o TCTH de doador
relacionado quando comparado com a fonte de MO, pois trabalhos tem mostrado
baixo risco de DECH aguda, um periodo de um més para reconstituicdo de
neutréfilos e plaquetas e sobrevivéncia similar ao uso de MO3%4041 Além disso, as
células de SCUP podem ser empregadas com minimas disparidades génicas entre
receptor e doador com menor risco de reatividade comparado CTP ou MO®°. No
entanto, as unidades de SCUP tem volume limitado de células, sendo necessario,
em alguns casos, uso de duas unidades para um unico transplante e isso aumenta
incompatibilidades e riscos para reacdes imunes.

Em transplantes de doador né&o relacionado, o uso de SCUP ¢é considerado
opcéo de escolha em caso de falta de MO compativel, porque os riscos de atraso de
reconstituicdo de neutrofilos e desenvolvimento de DECH aguda tem sido similar
entre as fontes MO e de SCUP sendo diretamente influenciado pelo grau de
disparidade do sistema HLA3:40.41,

Apesar dos varios estudos que descrevem resultados positivos de uma fonte
de células sobre a outra, considerando varidveis do transplante, a MO era mais
difundida e mais empregada nos centros de transplantes até recentemente. O
emprego de CTP tem crescido devido aos resultados positivos hos TCTH e também
pela facilidade de coleta e obtencdo. No periodo de realizacdo deste trabalho de
pesquisa na unidade de transplantes do HC-UFMG o uso de CTP como fonte de
células foi predominante em relagdo a MO e SCUP. As SCUP foram utilizadas em

apenas dois transplantes.

Associado a importancia da fonte de células, o doador para o TCTH alogénico
também é relevante para o sucesso do transplante e sofre influencia direta de
fatores como disponibilidade de doador com HLA compativel, doenca de base do
receptor, urgéncia do transplante e protocolo institucional. O doador totalmente
compativel com o receptor esta associado a melhores resultados de sobrevida do

receptort?43,

O doador voluntario néo relacionado tem sido o mais amplamente utilizado
nos servicos de transplantes, apesar de sofrer influéncias da dificuldade de

identificacdo de doadores compativeis ao receptor e requerer maior tempo para
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identificacéo, selecdo e doacéo das células progenitoras*?. Varios fatores interferem
na selecao deste doador voluntario ndo relacionado, sendo o mais importante o grau
de compatibilidade HLA e, para isso, a tipagem HLA de alta resolucdo tem
contribuido para identificacbes mais precisas. Os trabalhos mostram que o aumento
do risco de falha de “pega” do enxerto e do risco de DECH estéo relacionados ao
nlimero e classes de alelos ndo compativeis entre doador e receptort+45:46,

Além disso, a presenca de anticorpos anti-HLA para transplantes com
doadores néao relacionados e com disparidades HLA tem sido também considerada
fator de risco para falhas**46.0Outros fatores que diminuem o risco como, por
exemplo, soronegatividade para citomegalovirus, idade jovem e sexo feminino sdo
considerados na selecdo do doador compativel ndo relacionado quando existe a
identificacdo de mais de um potencial doador HLA compativel*>4,

Na selecdo de doador de SCUP destacamos a variacdo de soroldgica de
HLA-A e B e a tipagem de alta resolucdo para DRB1, entdo, que neste tipo de
transplante é considerado completamente compativel quando ocorre compatibilidade
em 6/6 locus verificados. Esta definicdo desconsidera possiveis incompatibilidades
entre doador e receptor e pode aumentar o risco de DECH e falha de
enxerto43'44'45'46.

O uso de enxerto proveniente de doador parcialmente compativel
(haploidéntico) da mesma familia do receptor tem sido considerado como ultima
opcao de escolha para o TCTH alogénico de pacientes em estagios avancados de
doencas malignas. Nos ultimos 20 anos, avancos em controle da DECH grave,
técnicas de deplecdo de células T, suporte microbioldgico e de banco de sangue,
entre outros fatores contribuiram para resultados favoraveis ao uso desse doador no

TCTH comparaveis aos resultados obtidos em transplante ndo aparentado*24547,

2.1.7 Infus@o de Células e caracteristicas do paciente em pés-transplante

No dia considerado zero (DO) ou dia do transplante as células séo infundidas
no paciente apods descongelamento em caso de enxerto criopreservado ou a fresco
logo apds a realizacdo de coleta do doador. O transplante é realizado através de
cateter venoso implantado em veia central e a via utilizada deve ser exclusiva para

infusdo das célulast?>“8. O paciente deve ser devidamente monitorizado para dados
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vitais devido a risco de reacdes durante o periodo de infusdo do enxerto. As
principais reagdes relacionadas ao momento do transplante sdo hipotensao, rubor
facial, febre, anafilaxia, bradicardia ou taquicardia, dispneia, urticaria, exantema, dor
toracica, entre outros sinais e sintomas?48, E importante destacar que quadros de
transplantes em que o doador e receptor sdo incompativeis para o sistema ABO-Rh
pode ocorrer reacdo hemolitica ainda durante a infusdo das células. Imediatamente
apos o TCTH &, também, necessario os cuidados de monitorizacdo para alteracbes

fisiol6gicas caracteristicas de reacéo ao enxerto248,

Na primeira fase apés o TCTH conhecida como fase de aplasia celular, o
paciente apresenta o quadro de pancitopenia severa, ou seja, contagem de
leucécitos, hemacias e plaquetas a valores minimos. Este periodo pode durar de
duas a quatro semanas até o momento em que as células doadas comecem a
proliferar e serem recrutadas para a medula éssea, este momento é definido como
“‘pega” do enxerto. O periodo de aplasia celular sofre influéncia direta do tipo de
regime de condicionamento recebido pelo paciente, fonte de células e quantidade de
células infundidas. A “pega” do enxerto é validada quando a contagem de plaquetas
esta acima de 50x10%L sem o paciente receber hemotransfusdo consecutivos por 7
dias e/ ou o nimero de neutréfilos esta acima de 0.5x10°%/L por trés dias %48,

O periodo pés-transplante requer atencédo clinica devido a possibilidade de
ocorréncia de complicacbes em curto prazo ou em periodo tardio. A mucosite
orofaringea e de tubo digestivo é uma complicacdo precoce e apresenta variacao
em severidade de leve a grave®. As infeccbes oportunistas também sdo
consideradas complicagOes relevantes e que tém impacto no sucesso do transplante
quando ocorrem em periodo de aplasia celular. As infec¢cBes fungicas e bacterianas
sdo as mais frequentes e estdo relacionadas com a perda de mucosa e pele
causada pelo regime de condicionamento e utilizacdo de cateteres venosos'?. As
infeccdes causadas pelo citomegalovirus (CMV) e a Doenca do enxerto contra
hospedeiro (DECH) aguda sédo complicacdes graves e serdo discutidas em secdes
posteriores.

A DECH cronica é considerada uma das mais importantes complicagfes
tardias e se caracteriza por lesdes semelhantes a reacfes autoimune em Orgaos
alvos como pele, figado, pulméao e intestino. O tratamento dessa doenca requer uso

de corticoides e imunossupressores conforme gravidade dos sinais e sintomas?*?.
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Esta breve descricéo do processo de transplante e complicagdes relacionadas
aborda de maneira geral como o procedimento de transplante € realizado. Sem
duvida, a discussdo de cada item citado requer maiores detalhes para orientacdes

de condutas de tratamento e assisténcia clinica nas unidades de transplantes.

2.2 Alemtuzumab

2.2.1 Propriedades Farmacoldgicas e Mecanismo de acao

Os anticorpos sdo imunoglobulinas (lg) produzidas fisiologicamente por
linfécitos do tipo B diferenciadas reconhecidos como plasmécitos. Essas moléculas
sdo estruturas sollveis que apresentam formato em Y por agrupamento de cadeias
polipeptidicas leves e pesadas unidas por ligacao dissulfidrica (Figura 2). As duas
cadeias leves e as duas cadeias pesadas apresentam-se idénticas entre si

permitindo que o anticorpo tenha dois sitios de ligacdo por molécula de anticorpo?”’.

Figura 2 - Imunoglobulina formada por cadeias leves e pesadas.

Cadeia Leve
(Amarelo)

Ligagdo

Dissulfeto

Cadeia Pesada
(Verde)

Fonte (Modificada): Murphy, K. et al. Imunobiologia de Janeway. Ed Artmed, 72 edicéo,
2010.
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As Ig sdo agrupadas em classes conforme variagbes na regido C-terminal,
dominios constantes das cadeias leves e pesadas. S&o reconhecidas cinco classes
chamadas de imunoglobulina M (IgM), imunoglobulina D (IgD), imunoglobulina G
(IgG: 1gG1, IgG2a), imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina E (IgE). As variacfes
de funcdo dessas classes de imunoglobulinas sédo definidas conforme a cadeia
pesada?’.

O dominio V, ou variaveis amino-terminais, de cadeias leves e pesadas (Vu e
VL) é a regido que permite a ligagdo aos antigenos e sdo diferentes entre o0s
variados anticorpos?’. No meio do dominio V existem porcdes em que 0S
aminoécidos variam em segmentos especificos chamadas de regides hipervariaveis
(HV1, HV2 e HV3) e que determinam a especificidade de ligacdo do anticorpo?’. O
pareamento das regides Vu e VL forma o sitio de ligacdo para o antigeno e as seis
algas hipervariaveis (HV1, HV2 e HV3) formam a chamada superficie complementar
para o antigeno (regides determinantes de complementariedade ou CDRs)?’. Por
fim, no meio dessas regibes hipervariaveis, existe areas de menor variabilidade
entre anticorpos sendo designadas de regifes estruturais?’. Assim, as regides
variaveis e a conformidade espacial das regides formam a especificidade de ligacao
aos diferentes antigenos.

Conhecendo a estrutura bésica dos anticorpos, prosseguimos para
compreender a criacdo de anticorpos humanizados produzidos através de técnicas
de engenharia genética. Os chamados anticorpos monoclonais foram descritos por
Georges J. F. Kohler e César Milstein (1975) que fizeram a técnica de fusédo entre
esplendcitos, previamente estimulados com a molécula ou estrutura de interesse
bioldégico, com células de mieloma resultando nos chamados hibridomas. Essas
células apresentam capacidade de producdo de anticorpos com especificidade de
ligacdo previamente conhecida associada a alta proliferacéo celular 27:0,

Apbs a descoberta da possibilidade de producdo de anticorpos de maneira
controlada, foi desenvolvido por meio da engenharia genética anticorpos
humanizados através da insercdo de CDRs de camundongo na molécula de
imunoglobulina humana, produzindo um anticorpo de especificidade a antigeno
conhecido sob a estrutura da Ig humana?”*. Dessa forma, o anticorpo humanizado
€ constituido pela fusdo de parte da cadeia constante humana com a parte de
reconhecimento de antigeno de interesse farmacolégico proveniente de animal.

Essa técnica previne o problema de reacdo anticorpo humano anti-anticorpos que é
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caracterizado pela producéo fisiologica humana de anticorpos contra anticorpos de
camundongos, gerando reacfes de bloqueio da agéo do anticorpo de interesse e
formacédo de reacdes alérgicas ao mesmo?’-*0,

O conhecido Campath® apresenta-se em trés variacbes, Campath-1M (IgM
de rato), Campath-1G (IgG2b de rato) e Campath-1H (IgG1 humanizado), todas
essas variagbes reconhecem o epitopo CD52 que estd ancorado em molécula
glicolipidica presente em membranas de linfécitos3?. Esses anticorpos apresentam
pequenas variacdes de efeito celular como, por exemplo, o Campath-1M tem funcao
eficiente na ativacdo do sistema complemento e o Campath-1G também ativa
sistema complemento, mas tem afinidade de ligacdo a receptores Fc que resulta em
lise de células®.

O Campath-1H, ou alemtuzumab, que é o foco deste estudo é formado por
meio de insercdo de CDRs especificos para o antigeno CD52 em estrutura
constante de anticorpo humano. Entdo, o alemtuzumab € um anticorpo monoclonal
humanizado (regido constante da Ig humana) do tipo kappa (k) IgG1 que reconhece
a molécula de membrana CD52 inserida via CDRs”°1%2, O uso de anticorpos
monoclonais humanizados na pratica clinica estd em progresséo devido ao beneficio
de especificidade de acdo dos anticorpos, o que diminui o risco de efeitos adversos
relacionados ao tratamento.

A molécula CD52 é uma glicoproteina ancorada na membrana plasmatica por
ligacdo ao glicophosphatidilinositol (GPI) e esta presente em células como
mondcitos, linfocitos T e B e macréfagos’®. A acdo do alemtuzumab pelo
reconhecimento da CD52 resulta em deplecdo de linfécitos nos pacientes’. Uma das
vias de deplecédo celular causada pela IgG1 anti-CD52 ocorre pelo mecanismo de
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo (ADCC, antibody
dependent cell-madiated cytotoxicity)’:>45°,

Essa reacdo se caracteriza pela ligacdo do anticorpo anti-CD52
(alemtuzumab) na molécula CD52 e que resulta na exposicdo da regido Fc da
imunoglobulina para o meio externo das células em que ocorreu o reconhecimento
do epitopo CD52 (linfécitos T e B, mondcitos e macréfagos). Esta regido Fc exposta
€ reconhecida por moléculas de ativacado presente em células Natural Killer (NK)
através de receptor FcyRIll (CD16). A célula NK é um tipo celular de origem linfoide
ndo-B e ndo-T que apresenta em seu interior granulos citoplasmatico como

granzimas e perforinas que sao liberados ao reconhecer a regido Fc da IgG1l
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resultando em morte da célula ligada ao anticorpo?”2°(Figura 3). Assim, ocorre a
deplecdo celular, principalmente de linfocitos, associada a acdo do anticorpo

humano anti-CD52 (alemtuzumab).

Figura 3 - Citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos.
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Fonte (Modificada): Murphy, K. et al. Imunobiologia de Janeway. Ed Artmed, 72 edicao,
2010. Em A, o anticorpo se liga antigenos na superficie da células-alvo. B: Receptores Fc
nas células NK reconhecem o anticorpo ligado. C: Ligagédo cruzada dos receptors FC

sinaliza a células NK para matar a célula-alvo. D: células alvo morre por apoptose.

O alemtuzumab também tem a capacidade de causar citélise de células que
apresentam a molécula CD52 via ativacdo do sistema do complemento®%. O
sistema complemento € formado por proteinas plasmaticas que quando ativadas via
clivagem de moléculas inativas (zimégenos) resultam em opsonizacao, remoc¢ao de
complexos imunes, inducédo de reacdo inflamatoria em resposta a patdgenos e lise
de patdégenos e de células?’2°.

Além disso, 0 alemtuzumab apresenta atividade agonista para liberacdo de
citocinas por linfocitos T que amplificam a resposta imune relacionada a deplecao de
células reconhecidas pelo anticorpo’?7545, Assim, o alemtuzumab resulta em
deplecéo de células que apresentam o epitopo CD52 via citotoxicidade mediada por
células dependente de anticorpo e ativagdo do sistema complemento.

A avaliagéo da farmacocinética do alemtuzumab foi realizada através de sua
administragdo em pacientes portadores de LLC de células B que nunca haviam feito

uso do anticorpo e eram refratarios ao uso de farmacos analogos de purinas,
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comumente usados para tratamento desta doenca’-*6. Sob o critério de posologia de
3mg de alemtuzumab com aumento gradativo até 30mg, administrado por trés vezes
por semana e limite de 12 semanas, foi evidenciado farmacocinética de modelo
bicompartimental e eliminacdo ndo linear’®. A eliminacdo do farmaco estaria
relacionada a dose aplicada e ao numero de linfocitos, ou seja, moléculas CD52
presentes nos pacientes®®.

A biodisponibilidade do farmaco é relacionada a dose aplicada e ao numero
de linfécitos circulantes, ou seja, a quantidade de anticorpo circulante é diretamente
afetada pelo numero de moléculas CD52 livres nas células dos pacientes®®.
Segundo monografia deste anticorpo, o alemtuzumab apresenta meia-vida de oito
horas ao ser realizado a primeira dose do farmaco e pode ser aumentada conforme
a reducdo do receptor CD527. A dose desejada de alemtuzumab deve ser

administrada de maneira escalonada.

2.2.2 Indicacéo Clinica

O alemtuzumab tem sido indicado como anticorpo de eficacia significativa no
tratamento de LLC. Pacientes com LLC de células B (LLC-B) que apresentaram
refratariedade ao uso de farmacos como fludarabina apresentam boa resposta ao
alemtuzumab e melhor sobrevida global associada a eliminacdo da doenca residual
minima (DRM)?7:5557.58 'No tratamento da LLC também tem sido avaliada a opcéo de
associacdo do alemtuzumab com a fludarabina e tem sido descrito um aumento
daresposta do paciente a esse tratamento combinado sob a perspectiva de remisséo
da doenca e grau de toxicidade controlada. Assim, pode ser considerada uma opc¢ao
de indicagdo o uso do alemtuzumab para terapia de LLCY.

Nos casos de LLC de alto risco, ou seja, com mutacdo do gene p53 o
alemtuzumab foi associado a maior eficacia para este grupo de pacientes, pois tem
seu efeito independente do gene p53°°. A mutac&o no gene p53 resultaria em menor
resposta a farmacos como fludarabina, pois este farmaco requer o gene p53 sem
mutagdo para melhor efeito farmacoldgico®. O uso do alemtuzumab como opgéo
para tratamento de LLC como primeira linha também tem sido avaliado e bons

resultados em eficicia foram obtidos®®°.
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Em outras doencas malignas também tem sido investigado os beneficios
clinicos que podem ser obtidos com o uso do alemtuzumab. Doencas como linfoma
nao-Hodgkin (LNH) tem apresentado resposta global e/ou parcial importante quando
tratadas com o alemtuzumab’®°, Doencas auto-imunes também tem sido foco de
investigacdo de eficacia do alemtuzumab como artrite reumatdide e esclerose

multipla, apresentando bons resultados de controle clinico’:0.

2.2.3 Emprego no Transplante

O alemtuzumab foi introduzido aos protocolos de TCTH com os seguintes
objetivos: controle da DECH aguda e crénica e prevencdo de rejeicdo apds
transplante®’. O emprego do alemtuzumab no TCTH em centros de transplantes do
mundo tem aumentado principalmente para regime de condicionamento de baixa
intensidade. O efeito do alemtuzumab em depletar linfocitos reduz risco de
instalacdo e desenvolvimento da DECH e de rejeicdo porque estas células quando
ativadas sdo capazes de induzir lesao tecidual de érgaos alvo da DECH e/ou do
enxerto®?. Além disso, como citado no item de regime de condicionamento, o
alemtuzumab apresenta maior seletividade as células resultando em menor
toxicidade comparada aos quimioterapicos de acao nao especifica.

Segundo Gandhi e colaboradores (2013), em pacientes com AA severo e com
critério para TCTH, o alemtuzumab demonstrou prevenir DECH crbnica associado
ao bom resultado de sobrevida global quando o alemtuzumab é administrado
juntamente com a fludarabina e ciclofosfamida no condicionamento do transplante!®.
Em regimes de condicionamento com melfalano e fludarabina, o uso do
alemtuzumab também pode ser considerado como opc¢do viavel. O trabalho de
Chakraverty e colaboradores (2010) demonstra que a aplicacdo de dose Unica de
30mg de alemtuzumab no regime de condicionamento de pacientes do TCTH
alogénico HLA compativel e doador relacionado mantém bons resultados de
mortalidade relacionada ao transplante (MRT) e da DECH. Adicionalmente, &
destacado também uma melhor reconstituicdo imune dos pacientes que receberam
esta dose de alemtuzumab, considerada reduzida em relacdo a outros protocolos de

transplante®364,
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Entdo, o alemtuzumab tem se confirmado como droga de escolha para uso
em regimes de condicionamento no TCTH alogénico devido a significativos
resultados de prevencdo da instalacdo da DECH, sendo este o principal fator de

escolha para o uso desse anticorpo®°:,

2.2.2 ReacOes adversas e Contraindicacdes

O alemtuzumab pode causar efeitos adversos em periodo de administracéo,
pés a primeira dose ou tardio. As principais reacdes sao hipotenséo, tremores, febre
e dispneia. O tratamento a esses eventos seguem uso de anti-histaminicos,

antieméticos e corticosterodides’.

Devido ao alto risco de eventos iniciais, a pré-medicacdo ou o chamado
preparo do paciente € recomendada utilizando esteroides orais ou venosos
associados ao anti-histaminico (difenidramina) e analgésico (paracetamol). Nos
quadros mais severos com apresentacdo de hipotensdo, neutropenia febril e
dispneia aconselha-se a hidratacao pela infusdo de solucdo salinas e B2-agonista ou

esteroides’.

Os efeitos adversos tardios ou oportunistas estédo relacionados as infeccfes
devido ao prolongado periodo de reconstituicdo imune ap0s o uso de alemtuzumab.
Os principais patdgenos relacionados a complicacdes infecciosas sdo Pneumocystis
carinii (PPC) e Aspergillus ssp. causadores de pneumonia, citomegalovirus e herpes
zoster. A profilaxia antinfecciosa € aconselhavel desde o inicio do uso do
alemtuzumab até o periodo de aumento de contagem de células CD4. Estas
infecgbes acometem principalmente os pacientes com LLC-B quando tratados com o
alemtuzumab’. Além disso, o alemtuzumab é contraindicado para pacientes gravidas
e em periodo de lactacdo devido a possibilidade de passagem pela placenta e de
ser liberado no leite materno. Pacientes com hipersensibilidade a droga e seus
componentes, com infec¢des ativas e HIV positivos também nédo séo elegiveis para

0 uso do alemtuzumab’.
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2.3 Doencga do enxerto contra hospedeiro

2.3.1 Epidemiologia e Fatores de Risco

A Doenca do enxerto contra hospedeiro ou graft-versus-host disease (DECH
ou, sigla em inglés GVHD) é uma das principais complicacbes do TCTH alogénico
juntamente com as complicagcbes relacionadas a toxicidade do regime de
condicionamento, falha no enxerto, infeccbes e faléncia de orgaos. A DECH é
responsavel por 13% dos obitos pos-transplante de doador relacionado e 14% dos

Obitos em TCTH de doador ndo relacionado, ambos HLA idénticos®’.

A incidéncia da DECH pode variar conforme fatores relacionados ao
transplante como o grau de compatibilidade do HLA, fonte do enxerto, tipo de
doador, regime de condicionamento e farmacos usados na profilaxia da DECH5>¢,
Disparidades no sistema HLA aumentam o risco de DECH, conforme ja descrito
neste trabalho. A fonte de células é associada ao risco de DECH devido a
composic¢do celular do enxerto, sendo que o TCTH com enxerto de CTP apesenta
maior risco de DECH do que o transplante com enxerto de MO seguido de células
do SCUP devido a maior proporcdo de linfécitos T nas CTP>>¢’, Dessa forma, a

deplecao de células T € comumente utilizada como método de profilaxia da DECH.

O regime de condicionamento também é fator que altera o risco de DECH. A
toxicidade dos farmacos e/ ou irradiacdo corporal total (ICT) resulta em leséo
tecidual do receptor com consequente morte celular, liberacdo de citocinas e
guimiocinas que promovem ativacdo e recrutamento de células importantes na
instalacdo da DECH em 6rgédos alvo da doenca®’.686870.71 Por isso, é importante
destacar que os RIC tém sido usados como método menos agressivo e associado a
um atraso no periodo de desenvolvimento da DECH aguda e melhores resultados

com reducéo de severidade da doenca no p6s TCTH alogenico’?.

Por fim, a classe de farmacos utilizados para profilaxia da DECH também tem
influencia direta na severidade dessa doenca pds TCTH. O uso de CsA e MTX como
métodos profilaticos para DECH demostram melhores resultados de incidéncia e
severidade da DECH quando comparado a grupos de pacientes que recebem
apenas a CsA’. O alemtuzumab, foco deste trabalho, também tem sido descrito
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como eficiente farmaco de profilaxia de desenvolvimento da DECHS®!. Entretanto,
estudos mais detalhados sobre o efeito do alemtuzumab na prevengdo da DECH

merecem atencao devido ao efeito de atraso de reconstituicdo imune do paciente.

A diferenca entre sexo do receptor e doador e o fator de idade avancada
também sdo considerados fatores de risco para DECH’4. Assim, o TCTH com
doadores néao relacionados apresentam maior risco da DECH comparado ao TCTH
alogénico com doador relacionado mesmo que HLA compativel .

2.3.2 Fisiopatologia

A DECH pode ocorrer como um processo agudo ou crbnico e a fisiopatologia
dos dois quadros se diferenciam quanto ao aspecto imunoldgico envolvido na
instalacdo e desenvolvimento da doenca e o tempo de aparecimento da doenca. A
DECH aguda é basicamente caracterizada como um processo inflamatério e a
DECH cronica é evidenciada como um processo autoimune’®. Tendo em vista o foco
do trabalho, as fases da DECH aguda serdo mais detalhadas, no entanto, podem
participar também do processo de DECH crénica quando os sinais clinicos desta

doenca apresenta como persisténcia da DECH aguda’®.

Em modelos experimentais de DECH aguda esta tem sido descrita como um
processo fisiopatolégico dividido em trés fases consecutivas e auto estimulatorias

como demonstrado na figura 478.
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Figura 4 - Cascata da DECH aguda.
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Fonte (modificada): Blazar, B. R. et al. Advances in graft-versus-host disease biology and
therapy. Nat Rev Immunol . 2012. A fase inicial é caracterizada pelo regime de
condicionamento que gera a leséo tecidual; Segunda fase da doenca (fase de ativacao):
recrutamento de células do sistema imune inato, ativacdo de células T e liberacdo de
gquimiocinas e citocinas. Enfim, fase final (fase efetora), as células T ativadas se diferenciam
em linfécitos T citotdxicos que liberam mediadores inflamatérios e provocam o recrutamento
de leucdcitos para os 6rgéos alvo da doenca, perpetuando a resposta inflamatéria. GVHD:
graft-versus-host disease ou doenca do enxerto contra hospedeiro.

A fase inicial ou primeira fase da DECH aguda inicia com o efeito de
toxicidade do regime de condicionamento aplicado nos pacientes por meio de
farmacos ou radiacdo no periodo de pré-transplante. O regime de condicionamento
resulta em lesdo tecidual grave principalmente no trato gastrointestinal. O dano

tecidual causa rompimento da barreira tecidual e, consequente, translocacdo de
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bactérias da microbiota intestinal para o sangue resultando em ativacdo de
leucdcitos via reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) circulantes’’. A lesédo
tecidual também resulta em producado e liberacdo de citocinas inflamatérias como
TNF-a, IL-1 e IFN-y que apresentam fun¢des importantes no processo de ativacéo
de células, incluindo aquelas do sistema imune’®77.8, Como descrito anteriormente,
a intensidade do regime de condicionamento interfere na frequéncia da DECH aguda
por causa do seu efeito na fase inicial de instalacdo do processo inflamatorio que

promovera o recrutamento e a ativacao de células imunocompetentes.

Na fase de ativacdo, como o proprio nome define, ocorre ativacao de células
T CD4, via reconhecimento de antigenos pelos receptores de células T (TCR)
apresentados por via direta ou indireta nas APCs’®77.7879 A fase efetora da DECH
aguda ocorre devido a acdo dos linfécitos T ativados na producdo e liberacdo
exacerbada de citocinas com efeito inflamatério. Essas células se diferenciam em
linfécitos T citotoxicos (CTLs) que tem a capacidade de causar lesédo direta ao tecido
de o6rgdos alvo da doenca e promovem a amplificacdo do processo inflamatorio

descrito’8.77,

2.3.2 Diagnéstico e Manifestacdo Clinica

O diagnoéstico da DECH é baseado em critérios clinicos de sinais e sintomas
da doenca conforme o 6rgdo acometido e grau de severidade apresentado pelos
sinais da doenca no paciente. A DECH aguda foi classicamente definida como uma
doenca com aparecimento de sinais e sintomas no periodo até o limite de cem dias
apos o TCTH alogénico e a DECH crbnica classica é descrita com sinais ap0s 0s
cem dias. Variacbes como a DECH hiperaguda ocorre antes do periodo de
reconstituicdo de neutréfilos (“pega”) no receptor do enxerto®”:29, Quando ocorre o
quadro de sobreposicdo de sinais entre DECH aguda e crbnica define-se como
DECH sobreposta®”8%. A DECH aguda persistente ocorre quando o paciente se
mantém com 0s sinais e sintomas apos os cem dias do TCTH alogenico mesmo que

esteja em tratamento para a doenca (Figura 6)87:80,
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Figura 5 — llustracéo da Classificagao por tempo da DECH
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Fonte (modificada): Pasquini, M. C. Impacto of graft-versus-host disease on survival. Best
Practice & Research clinical Haematology. 2008. A DECH aguda € classificada como aguda
(<100 dias ap6s TCTH) ou recorrente/ persistente (>100 dias). DECH crbnica pode ser
classificada como classica ou sobreposta em caso de persisténcia de sinais clinicos da
DECH aguda.

Inicialmente, para diagndstico clinico da DECH, foi criada por Glucksberg e
colaboradores no ano de 1974, e revisado por Thomas e colaboradores (1975), a
classificacdo da DECH envolvendo a graduacao de pele, figado e intestino que séo
os principais 6rgdos afetados pela doenca®®. E importante destacar que o Registro
Internacional de Transplante de Medula Ossea (IBMTR) criou outra classificacéo e
existem estudos que comparam a classificacdo de Glucksberg e IBMTR, mas a
primeira mantém-se com o beneficio de melhores resultados relacionados em
predizer sobrevida precoce apesar de IBMTR ser considerada a classificagdo com

menor viés médico para definicdo da graduacdo da DECH"6:8L,

Neste trabalho a classificacdo de Glucksberg foi usada como base para
diagnéstico da DECH aguda e segue os critérios de, primeiramente, realizar o
estagiamento por caracteristicas de sinais na pele, figado ou trato gastrointestinal
separadamente, conforme descrito na Tabela 4. E, ap0s o estagiamento por 6rgéo
afetado, o paciente é graduado conforme gravidade dos sinais e sintomas
contemplando o acometimento de um ou mais Orgdos alvo da doenca sob os

critérios relacionados em Tabela 5.
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Tabela 4 — Estagiamento DECH aguda

ESTAGIO FIGADO TRATO INTESTINAL
Diarreia
Rash mucopapular Bilirrubina 500 a 1000 mL/dia ou
Leve 1+
< 25% da superficie corporal 2a3mg/dL nausea persistente
Moderado 2+ Rash maculopapular Bilirrubina Diarreia
25 a 50 % da superficie corporal 3abmg/dL 1000 a 1500 mL/dia
Severo 3 + Eritroderma generalizado Bilirrubina Diarreia > 1500m|/dia
6a 15mg/dL
Eritroderma generalizado com formagdo de Bilirrubina > Dor abdominal e ou
Grave 4 + bolhas (vesiculas >2cm) 15mg/dL fleo paralitico

e descamacdo

Fonte (adaptada): Paton, E. J. A., Coutinho, M. A. & Voltarelli, J. C. Diagnostico e tratamento
das complicacbes agudas do transplante de células progenitoras hematopoéticas. 2000.
Esta tabela resume os critérios de estdgiamento da DECH aguda conforme 6rgéo

acometido pela doenca.
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Tabela 5 — Graduacao da DECH aguda

ESTAGIO

FiIGADO INTESTINO DEFICIT
FUNCIONAL

0 (nenhum) 0 0 0 0

1 (Leve) +ta2+ 0 0 0

2 (Moderado) +ad+ + + +
3 (Grave) 2+ad+ 2+ad+ 2+ad+ 2+

4
(Risco de Vida) 2+ad+ 2+ad+ 2+ad+ 3+

Fonte (adaptada): Paton, E. J. A., Coutinho, M. A. & Voltarelli, J. C. Diagnéstico e tratamento
das complicagbes agudas do transplante de células progenitoras hematopoéticas. 2000.
Graduacdo geral da DECH aguda conforme estagiamento de cada 6rgao
previamente definido. A graduacdo é o resultado global da classificacdo de
gravidade quando acometido um ou mais 6rgao pela doenca.

Conforme citado, a pele, o figado e o trato gastrointestinal (Gl) sdo os
principais 6rgaos clinicamente afetados pela DECH aguda sendo a pele o 6rgéo
mais afetado pela doenca seguido do trato Gl e, por fim, o figado o 6rgdo com

menor frequéncia de DECH aguda®.

Na pele a doenca pode apresentar-se como rash cutdneo em regides palmar
e plantar, podendo progredir por todo o corpo e em casos de maior
comprometimento do Orgdo ocorre o aparecimento de erupcdo maculopapular,
prurido, bolhas e, em casos mais graves, dermatite ulcerativa. O diagnostico é feito
por critérios clinicos de caracteristica das lesdes podendo ser associada a biopsia

de pe|e74,77,82,83.
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7z

A DECH aguda que afeta o trato Gl € associada ao quadro de diarreia
podendo ocorrer também dor abdominal, ndusea, vomito e, em casos mais graves,
perda de mucosa intestinal devido ulceracéo do tecido. O diagndstico clinico também
tem sido a classificagdo do quadro clinico associado a exames de endoscopia e

graduacdo histolégica por bidpsia’* 778283,

O figado quando sofre com o quadro da DECH aguda resulta em aumento
dos niveis séricos de bilirrubina, transaminases e fosfatase alcalina. Outros sinais
como hepatomegalia, urina collrica (escura) e fezes esbranquicadas podem ser
indicativos de acometimento hepatico. E importante destacar a dificuldade de
diagnoéstico da DECH de figado devido a associacdo destes sinais clinicos a outras
doencas relacionadas ao figado como Doenca veno-oclusiva hepatica
(VOD)74.77.82,83,

2.3.3 Tratamento

O tratamento da DECH aguda ainda tem os corticosteroides como principais
farmacos e sdo considerados de primeira linha para essa doenca. A DECH de
graduacdo 1, ou seja, acometimento apenas da pele tem sido tratada com
esteroides de aplicacao topica. O uso de corticosteroides oral ou EV tem indicacao a
partir da graduacdo 2 da DECH aguda associado a aumento de dose de CsA
quando em uso no paciente em pés transplante. A dose de metilprednisolona pode
ser aumentada quando o paciente é graduado em DECH 3-4 (Figura 6). Destaque
para os efeitos colaterais, como aumento do risco de infeccdo, com o0 uso dos

corticosteroides que sdo uma das principais preocupacdes no pés-transplante®?.
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Figura 6 — Algoritmo de tratamento DECH aguda
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Fonte: Dignam, F. L. et al. Diagnosis and management of acute graft-versus-host disease.

British Journal of Haematology. 2012.

A refratariedade de uso a corticosteroides para o tratamento da DECH
também configura uma importante preocupacdo clinica devido a necessidade de
controle dessa doenca. Alguns estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de
verificar efeitos de outras classes de farmacos para controle de DECH refrataria. Por
exemplo, pode ser citado a ATG, anticorpos monoclonais como anti-TNFa
(infliximab), anti receptor de IL-2 (daclizumab) e anti-CD52 (alemtuzumab) e o uso

de células mesenquimais?+85386,

O controle da DECH de grau elevado é dificil e por isso as pesquisas para
uso de métodos profilaticos tem alto valor clinico. O alemtuzumab, foco deste
trabalho, foi investigado como método de prevencdo de desenvolvimento da DECH
aguda, apesar de também ser considerado farmaco de escolha para tratamento

dessa doenca.
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2.4 Citomegalovirus

2.4.1 Biologia Molecular e Clinica

O citomegalovirus (CMV) € um virus da familia Herpesviridae que é a
familia de virus com maior relevancia clinica nos pacientes de TCTH?8. Nesta familia
de virus também se incluem os virus herpes simplex (HSV), Epstein Barr (EBV),
herpes-virus humano 6 (HHV-6) e o varicela-zoster (VZV)®.0 CMV é um DNA virus
e é classificado como B-herpesvirus devido a estrutura composta por envelope com

glicoproteinas virais, tegumento, nucleocapsideo e DNA viral (Figura 7)%.

Figura 7: Representacdo esquematica do citomegalovirus
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A infecg@o celular pelo CMV ocorre por vias de sinalizagdo entre o virus e
receptores de células. Resumidamente, o CMV interage com a superficie da célula
via ligacdo de glicoproteinas virais com constituintes celulares como proteoglicanos

de Heparan Sulfato (HSPGSs). A internalizacdo do virion (particula viral constituida
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por DNA e capsideo) ocorre também através de interacdes moleculares®®’. A
infeccdo pelo virus é definida com a deteccdo do CMV ou proteinas virais em
amostras de plasma, urina ou tecido®’. Em geral, quando o paciente é infectado pelo
CMV nao ocorre o aparecimento de sinais ou sintomas, o que contrasta com a

doenca causada pelo CMV?’.

Apos infecgdo, a resposta celular do sistema imune inato e adaptativo do
hospedeiro que direciona o processo de replicagdo do virus e aparecimento de
doenca. Por exemplo, podemos citar trabalhos que destacam que a deficiéncia de
células NK estd associada com o quadro de doenca por CMV severa®e a
restauracdo dos niveis de linfocitos T CD4* e CD8* sdo correlacionadas ao controle

do virus ap6s o TCTH®°,

O CMV apresenta capacidade de se manter em estado de laténcia que é
caracterizado pela manutencdo do DNA do virus na célula, mas sem expressao do
gene. Este estado de laténcia é reversivel?’. Estudos tém demonstrado que as
células de progenitor mieléide séo as principais células envolvidas em manter o virus
latente, porém o virus pode infectar diversos tipos celulares'®. A reativacéo do virus
ocorre em situacédo de perda de controle do sistema imune contra a replicagcado do
virus (acdo mediada por linfocitos T) ou por processo de mudanca na atividade

celular que abriga o CMV?’.

A reativacdo do CMV nao se correlaciona diretamente com o aparecimento
de sinais clinicos da doenca causada por este virus*®. A doenca causada pelo CMV
é definida com a deteccao do virus por um ou mais testes diagndstico associado ao
quadro de sintomas no paciente e/ou sinais em o6rgdos afetados pelo virus®’. O
guadro de imunodeficiéncia que ocorre principalmente em pacientes transplantados
e portadores de doencas que causam imunodeficiéncia € o principal fator

relacionado ao aparecimento de doenga por CMV18,

A presenca de virus latente € detectada pela presenca de anticorpos que séo
produzidos ap0s soroconversdo em periodo de infeccéo primaria. A infeccéo ativa é
detectada por marcadores baseados em antigenos do virus como pp65. Para a
deteccdo da infeccdo ativa é realizado exames de antigenemia que detecta pp65 via
exames de imunoflurescéncia direta com uso de anticorpos para pp65 e também séo

realizados testes de PCR.
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2.4.2 Epidemiologia e Fatores de Risco

A prevaléncia do CMV na populagéo geral é relativamente alta e a doenca
causada pelo virus é mais comum em pacientes imunossuprimidos como o0s
submetidos ao TCTH?8. Nos Estados Unidos da América (EUA) a soroprevaléncia do
CMV é de, aproximadamente, 50%! e em paises em desenvolvimento (ou
subdesenvolvidos) como o Brasil a prevaléncia do virus pode chegar a 90% da

populacéo geral®,

A imunossupressao dos pacientes de TCTH é principal fator de risco para
doenca causada por CMV sendo o periodo entre o transplante e a “pega” do enxerto
a fase de maior risco para reativacéo do virus®°. Apés pega do enxerto, a associagdo
de baixa contagem de linfécitos T e/ ou desordens na funcéo destas células resultam
também no aumento do risco para 60-70% de infeccdo por CMV em pacientes
soropositivos ou pacientes soronegativos que receberam enxerto positivo para
CMV?, Destaque para a importancia da soropositividade para CMV do receptor no
TCTH e uso de corticosteroides para o risco de desenvolvimento de doenca por
CMV2e,

A introducdo de estratégias de prevencdo de doenca causada por CMV
através dos testes de deteccao do virus (antigenemia para antigeno pp65 e testes
de PCR- Polymerase Chain Reaction) associada ao emprego do tratamento
preemptivo com antivirais tem reduzido significativamente a frequéncia de doenca

causada por CMV 1894,

A doenca tardia causada pelo CMV ¢, atualmente, uma importante
preocupacao clinica devido a alta incidéncia resultante de auséncia de resposta
imune especifica ao CMV, antigenemia positiva para o virus no periodo de cem dias

ap6s TCTH e apresentar DECH cronica®®,

2.4.3 Diagnostico e Manifestacao Clinica

O diagnostico de doencgas causas por CMV é realizado através de presenca

de sinais e sintomas associado a exames de antigenemia ou PCR positivos em
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pacientes submetidos ao TCTH. O exame de antigenemia é o teste usado na rotina
na unidade de transplante do HC-UFMG devido ao alto custo do PCR.

A antigenemia consiste em teste de imunoflurescéncia com uso de
anticorpos que detectam antigeno pp65 do virus em leucocitos do sangue
periférico®%8, Este exame tem baixa sensibilidade para deteccéo precoce de CMV
nos pacientes em periodo de aplasia celular que corresponde a fase em que nao
ocorreu a ‘“‘pega” do enxerto®. Os exames de antigenemia s&do realizados
semanalmente apos o dia de infusdo das células (DO) ate cem dias (D+100) apds o
TCTH para efeito de controle de infeccéo e reativacdo do CMV e inicio da terapia

com antivirais.

A pneumonia € a doenca causada pelo CMV com pior progndstico nos
pacientes de TCTH e a doenca gastrointestinal € a mais frequente neste grupo de
pacientes'®®’. Podemos citar também como frequéncia alta neste grupo de

pacientes as rinites, encefalites e hepatite causada por este virus?é,

A pneumonia causada por CMV pode ser detectada com exames adicionais
de lavado broncoalveolar (BAL) e exame de imagem (Rx) do pulm&o®. Os sinais
relacionados a doenca sdo a hipdxia e alteracdes radioldgicasi®®. Destaque para o
dificil diagnostico devido a possibilidade de ocorrer alteracdes pulmonares causadas
por radiacdo, quimioterapia, neoplasia metastatica e edema pulmonar entre outros

fatores95:96,

A doenca gastrointestinal causada por CMV é caracterizada por ulceras no
esodfago, estomago e intestinos delgado e grosso®. As manifestacdes clinicas da
doenca se correlacionam com essas lesdes sendo a diarreia um importante sinal
clinico®. A DECH aguda intestinal e a doenca gastrointestinal causadas pelo CMV

apresentam em comum a diarreia como principal sinal clinico.

2.4.4 Tratamento

O paciente submetido ao TCTH é monitorado para infeccéo e/ ou reativacao
de CMV com exames de antigenemia e em caso de positividade do exame o
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paciente recebe o tratamento preemptivo que é o tratamento precoce com antivirais
antes do aparecimento dos sinais e sintomas relacionados a doenca causada pelo
virus'®9, O tratamento preemptivo reduziu significativamente a incidéncia de doenca
causada por CMV apds TCTH®7:99,

O ganciclovir tem efeito inibitério da replicacdo do DNA do virus de CMV e é
farmaco de escolha para o tratamento preemptivo. Comumente usado na dose de
5mg/Kg em terapia de “indugdo” por periodo de tempo de sete dias'®. O ganciclovir
tem sido associado a bons resultados em prevencéo de infecgédo e doenga por CMV,
porém o efeito na sobrevida ndo € demonstrado. A justificativa desse resultado esta

relacionada ao aumento da frequéncia de doenca tardia por CMV?”,

Em pacientes que desenvolvem doencas por CMV o ganciclovir e o foscarnet
sdo alguns dos antivirais disponiveis para o tratamento!®. Destacamos o efeito de
neutropenia do ganciclovir que pode acarretar maiores prejuizos relacionados ao
enxerto do paciente submetido ao TCTH. O foscarnet ndo esta disponivel no Brasil
HC-UFMG, mas tem sido usado como farmaco de escolha em algumas unidades de

transplantes no mundo®.

Resende, C.B.



62

3. JUSTIFICATIVA

O TCTH é uma opcédo terapéutica importante para doengcas hematoldgicas
malignas e ndo malignas e a instalacdo da DECH aguda grave e de doencas
causadas pela infeccao/ reativacdo por CMV podem comprometer o sucesso deste
tratamento. Dessa forma, as pesquisas que avaliam farmacos que sédo usados em
protocolos de transplantes de células e que interferem na instalagdo e
desenvolvimento dessas morbidades p6s TCTH tem relevancia cientifica e clinica.

A inclusdo do anticorpo alemtuzumab ao protocolo do regime de
condicionamento do TCTH alogénico no servico de transplantes do HC- UFMG é
recente e ndo existem estudos que analisaram o efeito deste farmaco nos pacientes

atendidos no HC-UFMG ou em outras unidades de transplantes do Brasil.

O presente estudo se justifica pela necessidade de avaliacdo da inclusdo do
alemtuzumab nos pacientes submetidos ao TCTH alogénico sob a perspectiva da
incidéncia da DECH aguda e infeccéo/ reativagédo de CMV.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a inclusdo do alemtuzumab no protocolo do regime de
condicionamento do TCTH alogénico do HC-UFMG sob a perspectiva
epidemiologica e clinica de instalacdo e desenvolvimento da DECH aguda e

reativacdo de CMV.

4.2 Objetivos Especificos

» Descrever perfil da populagdo submetida ao TCTH alogénico no Hospital das
Clinicas da UFMG no periodo de Janeiro de 2009 a dezembro 2011.

» Descrever frequéncia de DECH aguda e infec¢ao/ reativacdo de CMV.

» Avaliar incidéncia cumulativa da DECH aguda e infeccdo/ reativacdo de CMV

nos cem primeiros dias ap6s TCTH alogénico.

» Avaliar o alemtuzumab na incidéncia da DECH aguda e ingeccao/ reativacéo

de CMV nos primeiros cem dias apés TCTH alogénico.

» Avaliar mortalidade relacionada ao transplante nos primeiros cem dias apos
TCTH.

» Avaliar sobrevida em um ano po6s TCTH correlacionada ao uso do

alemtuzumab.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1Formato do Estudo Clinico

Trata-se de um estudo Prospectivo Observacional Concorrente - Estudo de
Coorte.

No periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2011 foram incluidos os
pacientes submetidos ao TCTH alogénico na Unidade de Transplante do HC-UFMG.
Uma populacéo total de 57 pacientes foram incluidos no estudo apés consentimento
livre e esclarecido. A Unica restricdo de inclusédo ao estudo é o transplante autélogo.

Os pacientes foram acompanhados do dia zero do transplante (DO) ao dia
cem (D+100) apdés TCTH alogénico e foram avaliados quanto ao aparecimento de
sinais e sintomas relacionados a DECH aguda. Além disso, foi acompanhado
resultados de exame de antigenemia para diagnostico de infeccéo/ reativacdo de
CMV.

A Coleta de Dados foi realizada através de acompanhamento de avaliacdo
clinica no servigo, checagem de registros em prontuarios e revisdo de exames
laboratoriais como teste de antigenemia pp65. Neste trabalho foi considerado
positivo para antigenemia resultados com mais de 1 célula positiva para 100.000
células analisadas e a DECH aguda foi classificada conforme o sistema de
graduacéo descrito por Gluksberg e colaboradores (1974) e revisada por Thomas e

colaboradores (1975) apresentando maior valor preditivo da doenca.

5.2 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa obedece a resolugdo do Conselho Nacional de Saude
(CNS) n° 196/96, no periodo vigente, e que foi revogada pela resolucdo n° 466 em
dezembro de 2012 que dispde sobre diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisas envolvendo seres humanos. Em 2009 este projeto de pesquisa foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de
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Minas Gerais (Parecer n°. ETIC 208/09) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e
Extensdo (DEPE) do Hospital das Clinicas (HC) da UFMG.

5.3 Andlise Estatistica

Os dados relacionados ao transplante e aos sinais clinicos da DECH aguda
de cada paciente foram coletados e catalogados individualmente em impressos
(Anexo 1 e Anexo 2) criado para a pesquisa. Os dados foram compilados em
planilha no programa Statistical Package for the Social Sciences (spss) para analise
de frequéncias e sobrevida. As frequéncias e os niumeros absolutos relacionados as
variaveis do transplante foram descritos para perfil de caracteristicas dos pacientes
e avaliacdo de fatores de risco para o desenvolvimento da DECH aguda e infeccao/

reativacdo de CMV.

As variaveis categéricas foram avaliadas através de teste qui-quadrado e
considerado significancia para p<0.05. A probabilidade de sobrevivéncia foi
calculada através do estimador de kaplan-meier, considerado o intervalo de
confianga (IC) de 95%, teste de significancia Log rank (p<0.05). Para estimar
incidéncia de DECH aguda, reativacdo por CMV e mortalidade relacionada ao
transplante foi realizada incidéncia cumulativa com risco competitivo (teste de Fine e

Gray).
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6. RESULTADOS

6.1 Artigo

ALEMTUZUMAB AS GRAFT-VERSUS-HOST DISEASE (GVHD) PROPHYLAXY
STRATEGY IN A DEVELOPING COUNTRY: LOW RATE OF ACUDE GVHD BUT
AN INCREASED RISK OF CMV REACTIVATION AND NO IMPACT IN SURVIVAL
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ABSTRACT

Acute GVHD (AGVHD) and CMV reactivation are important complications of
alloHSCT. In this prospective cohort study conducted in the transplantation unit of the
HC-UFMG, Brazil, from January 2009 to December 2011, the effect of alemtuzumab
on the incidence of AGVHD and CMV reactivation (at 100 days) and overall survival
(at one vyear) after alloHSCT were evaluated. Fifty-seven patients underwent
alloHSCT were included. Alemtuzumab was administered before conditioning at a
dose of 1mg/kg in children (maximum of 40 mg) and 30mg/ day for 2 days in adults
or children with more than 40 kg (a total of 60mg). Forty-five (78.9%) patients had a
diagnosis of a malignant disease. Alemtuzumab was used before the conditioning
regimen in 23 (40.4%) patients, of whom 17 received a RIC conditioning. Eleven
patients presented AGVHD (grades 2-4) and were reported in only one patient when
alemtuzumab was used before the conditioning. The cumulative incidences of
AGVHD (grades 2-4) at 100 days for patients receiving or not alemtuzumab before
the conditioning regimen were 4.3% and 29.4%, respectively (p = 0.02). Cumulative
incidence of CMV reactivation at D+100 for patients receiving or not alemtuzumab
was 61.5% and 32.6%, respectively (p=0.02). Sixteen deaths occurred in first 100
days after alloHSCT. Only two (12.5%) deaths were reported as caused by AGVHD
and nine (56.5%) deaths caused by sepsis. Overall survival (OS) at one year was
50%. Alemtuzumab do not impact in OS. Alemtuzumab effectively control AGVHD
but significantly increases the risk of CMV reactivation and do not improve OS. Our
result might be useful to discuss adaptations of AGVHD prevention protocol with
alemtuzumab according to transplant conditions and profile of patients underwent
alloHSCT. Furthermore, we emphasize the importance of CMV in patients underwent
alloHSCT in Brazil, especially in patients receiving alemtuzumab, and the need for

effective strategies to prevent and monitoring CMV reactivation.

Keyword: Hematopoietic stem cell transplantation. Alemtuzumab. Graft-versus-host

disease. Cytomegalovirus.
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Introduction

Acute graft-versus-host disease (AGVHD) and infection/reactivation of
cytomegalovirus (CMV) are important complications after allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation (alloHSCT). Acute GVHD is reported in up to 32% in related
and up to 52% in unrelated alloHSCT [1, 2]. Primary CMV infection occurred in 30%
of seronegative patients transplanted with a seropositive graft and CMV disease
occurred in up to 20% in patients without prophylaxis or preemptive treatment [3, 4].
CMV pneumonia results in high mortality after HSCT [3, 5].

Alemtuzumab is a monoclonal antibody that recognizes the antigen CD52, a
glycoprotein found in peripheral bloodstream cells, such as lymphocytes, monocytes,
macrophages and some dendritic cells. It has been increasingly used, specially in
low intensity allo-HSCT [6, 7, 8]. Alemtuzumab use, as part of the conditioning
regimen, has been investigated due to its depletion effect in immunocompetent T-
lymphocytes and for its characteristic long half-life in bloodstream, lasting even for
weeks after its administration [9, 10]. Mechanisms involved in alemtuzumab
immunosuppression are not fully understood, but one of its well-known effects is the
lysis of B and T lymphocytes, through complement system activation, natural Killer

cells (NK) and macrophages [7, 8, 9].

Many alloHSCT factors, such as graft source, HLA compatibility, conditioning
regimen, among other factors, may increase the risk of occurrence and the severity
of AGVHD and/or CMV reactivation [7, 11, 12].

We have previously shown that, using a conventional prophylaxis of
cyclosporine and methotrexate, incidence of grade 2-4 AGVHD was higher within our
patients, resulting in a higher than expected transplanted-related mortality. In order to
reduce incidence of AGVHD and TRM, we started to use alemtuzumab for patients
with non-malignant diseases, for unrelated alloHSCT and for patients with a higher

risk of TRM, mainly older patients [13].

Thus, the present prospective cohort study aims at assessing the effect of
alentuzumab as a strategy to decrease acute GVHD incidence and its effect on CMV
reactivation and overall survival of patients undergone alloHSCT.
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2. Methods
Study design

This was a prospective cohort study, conducted from January 2009 to
December 2011 at the transplantation unit of the Hematology Division, at Hospital
das Clinicas of the Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), a 500-beds
general university hospital in southeast Brazil. The study population consisted of 57
patients, 34 (59.6%) male, and 23 (40.4%) female, with a median age of 24 (2-56)
years. Patients were included in this study after signing an informed consent,
regardless of age and other factors. All patients were followed up from the day of
transplantation (day 0) to day +100 after alloHSCT, and were monitored as to the

onset for signs or symptoms of AGVHD and CMV monitoring.
Definitions and study endpoints

For the purposes of this study, conditioning regimen was considered as
myeloablative when a total oral dose of bussulfan (Bu) of more than 10mg/kg were
used alongside with cyclophosphamide. All other conditioning regimen were
considered as reduced intensity conditioning (RIC - e.g. cyclophosphamide alone,

fludarabine and mephalan, etc.).

Graft-versus-host prophylaxis included the combination of a calcineurin
inhibitor (cyclosporine or tacrolimus) with or without methotrexate or micophenolate
mofetil. For patients with a higher risk of aGVHD, non-related donor, or with non-
malignant conditions (such as severe aplastic anemia), intravenous alemtuzumab
was administered before conditioning at a dose of 1mg/kg in children (maximum of
40 mg) and 30mg/ day for 2 days in adults or children with more than 40 kg (a total of
60mg).

HLA high resolution typification was used and a donor-recipient pair was
considered as match with presence of full compatibility in HLA-A, B, C and DRB1
locus (8/8 match). All donor/recipient pairs not fulfilling this criteria were considered

as mismatch.

AGVHD was scored according to the grading system described by Glusksberg
et al (1974) and revised by Thomas et al (1975). [14, 15, 16]. AGVHD was diagnosed
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through clinical signs and graded according to the organ affected. Liver, gastro-
intestinal tract and skin were all graded 0 to 4 according to the onset of the first signs
and the severity of the disease. The overall grading and association of the organs
affected by acute GVHD was conducted following the aGVHD consensus criteria and
scored according to the following grades: absent or mild (O to 1) and moderate to
severe (2 to 4).

CMV monitoring with pp65 antigenemia assay was performed through
identification of the pp65 testing antigen in blood cells, via antigen- antibody reaction
and were obtained on a weekly base in engrafted patients, under the criteria of
platelet count above 50x10°%L and/ or neutrophil count above 0.5x10°%L. A cut-off of
more than 1 pp65 positive cell per 100,000 analyzed cells were considered as
positive. PCR was not performed for CMV diagnosis, in spite of its higher sensitivity

for diagnosis due to lack of infrastructure to perform.
Statistical methods

Incidence rate and frequency of alloHSCT-related variables were described in
order to group and profile the patients according to their characteristics and
assessment of risk factors for development of acute GVHD and CMV reactivation.
Categorical variables were assessed through chi-square or Fisher exact test (when
indicated). Overall survival probability was calculated through Kaplan-Meier estimator
and differences between variables were analyzed using the log rank test. Cumulative
incidence of acute GVHD incidence, and CMV reactivation with death as a
competitive risk were analyzed using the Fine and Grey’s test. SPSS version 15.0
and S-Plus version 6.1 were used in this analysis. All test with a P_< 0.05 were

considered as statistically significant.
Results
Patients and transplant characteristics

From January 2009 to December 2011 a total of 95 allogeneic HSCT were
performed at the Transplant Unit of HC-UFMG. Among those, 57 patients were
included, after informed consent. The patient and transplant characteristics are

displayed in table 1. Thirty-eight patients were not included in this study. The main
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reason for non-inclusion was denied to sign the informed consent (by patient or

parents).

A total of forty-five (78.9%) patients had a malignant disease. Twelve (21.1%)
have a non-malignant disorders, mainly severe aplastic anemia that account for 10
(17.5%) patients. The predominant conditioning regimen was the association of
myeloablative doses of busulfan and cyclophosphamide in 35 (61.4%) patients.
Twenty-two (38.6%) patient undergoing a RIC regimen. Alemtuzumab was used
before the conditioning regimen in 23 (40.4%) patients, of whom 17 received a RIC

conditioning.

GVHD prophylaxis therapy consisted of the combination of cyclosporin and
methotrexate (MTX) in 44 (77.2%) patients and cyclosporine alone was used in 11
(19.3%) patients.

Acute GVHD

Acute GVHD (AGVHD) occurred in 15 (26.3%) patients. As expected, most
patients had skin and/or gastrointestinal AGVHD. Eleven patients presented a grade
2-4 AGVHD. Grade 2-4 AGVHD cumulative incidence rate was 19.3% at D+100
(Figure 1). There were 5(8.9%) and 8(14.1%) cases of cutaneous and
gastrointestinal grade 2-4 AGVHD, respectively.

Grade 2-4 AGVHD was presented in only 1 (1.7%) patient when alemtuzumab
was used before the conditioning regimen, while 10 (17.5%) cases were diagnosed
in patients not receiving alemtuzumab (p<0.05 - Table 2).

The cumulative incidences of grade 2-4 AGVHD at D+100 for patients
receiving or not alemtuzumab before alloHSCT was 4.3% and 29.4%, respectively (p
=0.02 - Figure 2).

CMV Reactivation

Forty six (81%) out of the 57 patients had been tested by the pp65
antigenemia assay. The 11 patients not tested includes nine patients that had died

before engraftment and 2 patients that the assay was not performed.
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Twenty three (50%) of the 46 tested patients presented a positive antigenemia
for CMV. Cumulative incidence of a positive pp65 antigenemia assay after transplant
was 44.3% at D+100 (Figure 3). Use of alemtuzumab before conditioning significantly
influenced the incidence of CMV reactivation after alloHSCT. Cumulative incidence of
CMV reactivation at D+100 for patients receiving or not alemtuzumab was 61.5% and
32.6%, respectively (p=0.02 — Figure 4).

Transplant-related mortality and survival

Sixteen deaths occurred in first 100 days after alloHSCT. These deaths, only 2
(12.5%) deaths reported as caused by AGVHD and 9(56.5%) deaths caused by
sepsis. The other 5 (31.0%) deaths were caused: 1 relapse; 1 severe acute
respiratory syndrome (SARS); 1 cerebral vascular accident (AVC) hemorrhagic; 1

veno-occlusive disease (VOD); 1 with other complication of alloHSCT.

The overall survival (OS) at one year was 50% (Figure 5). Alemtuzumab did
not impact in OS (57% and 47% for patients receiving or not alemtuzumab,
respectively - Figure 6, p=0.4).

Discussion

In the present study, we described the effects of AGVHD prophylaxis with
alemtuzumab in patients underwent alloHSCT in a developing country. Our major
findings are as follows: (1) the cumulative incidence of AGVHD (grades 2- 4) and
AGVHD related-death were significantly reduced in patients who received
alemtuzumab. However, (2) CMV events was significantly higher in patients who
received alemtuzumab and alloHSCT independently of GVHD development. There

was no impact of alemtuzumab in overall survival.

AGVHD and CMV infection/disease are two of the major complications of
alloHSCT. AGVHD is cause of death in up to 14% of unrelated alloHSCT [11]. In the
transplantation unit of HC-UFMG, alemtuzumab given before conditioning regime
effectively reduced AGVHD (grades 2- 4) comparing to our historical control and also
to patients not receiving alemtuzumab. Recent studies showed a decrease in risk of
developing AGVHD in patients treated with alemtuzumab when compared to patients
receiving antithymocyte globulin (ATG) or standard prophylactic drugs such as
cyclosporine/tacrolimus and metrotexate (MTX) [7, 9, 17, 18, 19].
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Our data are consistent with previous data and show that treatment with
alemtuzumab is relevant to prevent AGVHD development and AGVHD related-death
in alloHSCT transplanted patients from developing countries centers. However,
although this treatment has benefit to control of AGVHD, the use of alemtuzumab
has been questioned due to increase of number of infection by CMV after alloHSCT
due to a prolonged immunologic reconstitution period after transplant [7, 17, 24].
Moreover, the higher prevalence of CMV in developing countries, comparing to
developed ones, is a reason for caution in the use of drugs that increase the risk of
CMV after alloHSCT. As an example, prevalence of CMV seropositivity in southern
of Brazil is 96% in adults [25, 26].

Alemtuzumab, according to dose used, can be detected in the patient’s
bloodstream up to 56 days after the administration, resulting in a longer period of
immunosuppression and susceptibility to infections [9, 27]. The optimal
recommended dose of alemtuzumab for alloHSCT is a point of discussion. Most
studies have used doses superior to the one used in this study [7, 28, 18]. However,
total dose lower than 60mg in adults has been described as effective control of
AGVHD and also associated with an improvement in immune reconstitution in
patients submitted to unrelated allo-HSCT [19, 29]. In addition, this dose seems to be

effective to control CMV reactivation [30].

In cases of high risk of CMV reactivation administration of prophylactic
antivirals drugs in pre-transplantation have been considered effective to control CMV
reactivation [31]. However, this strategy is associated with a higher cost, late CMV
disease and delayed hematopoietic recovery due antiviral chemotherapy resistance
and toxicity [4, 32, 33]. The most used strategy to control CMV reactivation is
preemptive treatment associated monitoring of virus through antigenemia assay
and/or PCR. These methods allow early identification of infected cells by viruses and
may guide the use of preemptive treatment with antiviral drugs such as ganciclovir or
foscarnet. Quantitative PCR have been increasingly used replacing antigenemia
sincie it is more sensible and does not have the limitation of the number of
neutrophils in blood, allowing detection of CMV before engraftment. Unfortunatelly, at
HC-UFMG, quantitative PCR is not available as a routine procedure for CMV control
after alloHSCT, resulting in delay and/or lack of CMV quantification for patients with

long periods of cellular aplasia. Use of quantitative PCR for CMV detection in
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patients receiving alemtuzumab could improve identification of CMV and allow early

preemptive treatment, resulting in less morbidity and mortality.

This is the first study describing the use of alemtuzumab as a prevention of
AGVHD in Brazil. This cohort, despite the small number of patients, shows that
alemtuzumab effectively control AGVHD but significantly increases the risk CMV
reactivation and no improved overall survival. Our result might be useful to discuss
adaptations of AGVHD prevention protocol with alemtuzumab according to transplant
conditions and profile of patients underwent transplant. Furthermore, we emphasize
the importance of CMV in patients underwent alloHSCT in Brazil, especially in
patients receiving alemtuzumab, and the need for effective strategies to prevent and

monitoring CMV reactivation.
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Variable No. Percent %
Gender

Male 34 59,6

Female 23 40,4
Recipient age

Median 24

Children (<18 years-old) 20 35

Adults 37 65
Disease

ALL 13 23

AML 17 30

CML 6 10.5

MDS 5 9

Severe Aplastic Anemia 10 17.5

other 6 10
Disease

Malignant 45 78.9

Nonmalignant 12 21.1
Recipient CMV status before transplantation

Negative 6 10,5

Positive 51 89,5
Graft source

Bone marrow 16 28,1

Peripheral blood 39 68.4

cord blood 2 3,5
Conditioning regimen

Myeloblative (BuCy) 35 61,4

Reduced intensity 22 38,6
alemtuzumab (before conditioning regimen)

Yes 23 40,4

No 34 59,6

GVHD prophylaxis
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CsA 11 19,3

CsA+ MTX 44 77,2

Other 2 3.6
Donor type

HLA-match Related 46 80,7

Unrelated 11 19,3

CsA indicates cyclosporine; MTX, methotrexate; ALL, acute lymphocytic
leukemia; AML, acute myeloid leukemia; CML, chronic myeloid leukemia; MDS,
myelodysplastic syndrome.

Disease type: Other: Fanconi Anemia (2 cases); Lymphoma (1 case);

Myelofibrosis (3 cases).

Table 2. aGVHD (grades 2-4) according to alemtuzumab use :

aGVHD (n=11) Absence aGVHD

No. Percent % No. Percent %
alentuzumab 1 1.7 22 38.6
No alemtuzumab 10 17.5 24 42.2

Chi-square test p=0.03

aGVHD indicates acute graft-versus-host
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Figure 1: AGVHD (Grade 2-4) cumulative incidence

1.0

08

Probability
06
l

04

0.0

0 20 40 60 80 100
Days
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Figure 3: Cumulative incidence of antigenemia assay after transplant at D+100
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Figure 5: Overall Survival at one year
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O uso do alemtuzumab no regime de condicionamento do TCTH alogénico
mostrou-se eficaz no controle da instalagdo e desenvolvimento da DECH aguda
grave (estagio 2-4). Nos pacientes que fizeram uso do alemtuzumab no regime de
condicionamento ocorreu apenas 1(1.7%) diagnostico de DECH aguda e 10(17.5%)
casos foram diagnosticados nos pacientes que nao receberam o alemtuzumab
(p=0.03). A incidéncia cumulativa a DECH aguda nos primeiros cem dias ap6s TCTH
alogénico foi de 4.3% nos pacientes que receberam alemtuzumab e 29.4% nos

pacientes sem alemtuzumab (p=0.02).

No entanto, o uso do alemtuzumab no regime de condicionamento aumentou
significativamente o risco de desenvolvimento de reativacdo do CMV nos primeiros
cem dias apdés TCTH alogénico. A incidéncia cumulativa da reativagcdo de CMV em
D+100 dias foi de 61.5% para pacientes que receberam alemtuzumab e de 32.6%
para pacientes que nao receberam o anticorpo no regime de condicionamento
(p=0.02).

Nos primeiros cem dias apos TCTH alogénico, houve dezesseis Obitos, deste
total apenas 2(12.5%) 6bitos foram reportados a DECH aguda e 9(56.5%) causados
por sepse. Em um ano de acompanhamento pés TCTH, a sobrevida global foi de
50%. O uso do alemtuzumab ndo impactou na sobrevida, sendo que a sobrevida nos
pacientes que receberam o alemtuzumab foi de 57% e nos pacientes sem

alemtuzumab a sobrevida foi de 47% (p=0.4).

Assim, o uso do alemtuzumab no regime de condicionamento dos pacientes
submetidos ao TCTH alogénico no HC- UFMG correspondeu aos dados da literatura
cientifica de que o alemtuzumab previne a instalacdo e desenvolvimento da DECH
aguda. Porém, o aumento significativo de reativacdo de CMV destaca para a
necessidade de discusséo sobre os critérios de uso do alemtuzumab nos protocolos
de transplantes de paises em desenvolvimento tendo em vista o perfil dos pacientes

atendidos e método de controle de reativagédo de CMV.

A prevaléncia de CMV na populacéo brasileira é alta e os recursos de controle
de reativacdo de CMV ainda sao limitados como, por exemplo, a falta de exame de

PCR como rotina para deteccao precoce de reativagdo do virus. Além disso, a dose

Resende, C.B.



85

empregada de alemtuzumab no regime de condicionamento tem sido foco de
discussdo e avaliacdo devido ao efeito de prolongamento do periodo de

reconstituicdo imune.

Esse estudo destaca que o uso do alemtuzumab neste perfil de pacientes
submetidos ao TCTH alogénico deve ser cauteloso. Estratégias efetivas de
monitoramento e prevengao de reativagdo do CMV precisam ser discutidas e
empregadas, principalmente, em pacientes que recebem o alemtuzumab antes do
TCTH alogénico.
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ANEXOS

Anexo 1

REGISTRO DE EVOLUGAO - PACIENTES SUBMETIDOS TCTH RESP:

Data Entrada na Pesquisa:_/_/  Data Saida:
PACIENTE
Nome:|l__ |1 I 1 L1 11 1 1 1
Data Nascimento: 4] Y
Sexo: | 1)M 2)F
Grupo ABO: “I_1 1A 2)B 3)AB 4)0
FatorRh: 51| 1) negativo 2)positivo
Diagnostico:81__| 1)ALL  2)AML
3)AL Secundaria 4)Mielodisplasia
5)CML 6)CLL  7)NHL 8)D. Hodgkin
9)Mieloma 10)Tumor Sdlido 11)Anemia
Aplasica 12)Hemoglobinopatia
13)Outros,

|

Data do Diagnostico: ]

BT 1]

1) Medula éssea

Data do Transplante:

Origem do Enxerto: °__|

2) Sang. Periférico 3) SCUP

N°. Transplante Prévios:

autol__| allol__I

CMV pré TCTH "I__I 1) Negativo 2) Positivo

DOADOR

1) Relacionado 2)N&o Relacionado '2__|

13| |

Compatibilidade HLA:

1)Genotipo HLA idéntico;
2)Gémeo monozigdtico;
4)ldé

5)Néo
6

éntico ndo relacionado;
idéntico, relacionado;

)
)Gé
3)Relacionado, fenétipo idéntico;
)idé
)
)N&o idéntico, ndo relacionado.
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_ | I Reg: Consentimentoassinado:
EVOLUGAO

Data de Nascimento doador: Primeira Recidiva apos

L T O O transplante

Sexo: WI__| )M 2)F O)ndo 1)sim2*1__|

CMV:18_| Data2|__|_ |l 1_11_1_1

1) Negativo 2) Positivo Se a morte relacionada ao

Grupo ABO:  '7_| transplante:

1)A 2)B 3)AB 4O DATA |1 1111

Fator Rh: '8__| Causa da Morte

1) Negativo 2) Positivo

TRANSPLANTE GVHD Agudo

Condicionamento (total dose/kg) Profilaxia In vivo

Quimioterapia a

B 0) ndo 1) CsA

1)Ciclofosfamida 2) Corticoide  4)Metotrexato

2)Melphalan 8) ALG/ATG

4)Ara-C (mg/kg/dia)

8)Thiotepa 16) Anticorpo

16)Bussulfan monoclonal

Soroterapia: 29__| (mg/kg/dia)

0)nao 1)ALG/ATG (mg/kg/dia) 32) Outros

2)Alemtuzumab ANTIGENEMIA POS TCTH

Peso na Data do Transplante DATA E RESULTADO

(kg) I_|
Infusdo de Ceélulas/ kg

Total de Céls Nucleadas (108/kg)

211

——1

sim/ndo
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Anexo 2

Registro de estagiamento, graduacéo e tratamento de DECH aguda

Nomedo Paciente:I__ |1 | I 1 I I L I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 DataTransplante: [/ [

Data Inicio DECHaguda___/ /| -
Maior Estagiamento: Pelel___ | Figado|___| Intestinol___| Graduagdo Maxima: | |

DaTA— [ | I I_1 I I I_1 I_1 I_1

Dias
Pos TCTH—

Estagiamento
Pele

Estagiamento
Intestinal

Estagiamento
Figado

Graduagao
Maxima
TERAPIA DECH 0= NAO; 1= CONTINUA; 2=INiCIO
CSA
Predinisona
Qutros:

RESULTADOS DE BIOPSIAS:
Data Local: Resultado:

Registro da Graduacao DECH: Referencia Gluksberg: 0)Ausente 1)Leve 2)Moderado 3)Grave 4)Riscode vida
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Anexo 3
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Anexo 4
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