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RESUMO

Apesar dos melhores resultados obtidos com o transplante de células-
tronco hematopoiéticas ao longo dos anos, as altas taxas de recidiva da doenca, que
em pacientes com leucemias agudas pode variar de 30 a 70% dos casos,
permanece um dos maiores desafios. O tratamento das recidivas tem melhores
resultados se realizado precocemente. Estudos mostram que a detec¢ao de quimera
mista pés-transplante € capaz de prever a recaida na maioria dos casos e pode
permitir o tratamento precoce e adequado, com probabilidade de sucesso maior do
que se feito apds a recaida hematoldgica da doenca. A técnica atualmente utilizada
para avaliacdo do quimerismo em pacientes transplantados na Unidade de
Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) do Hospital das Clinicas da
UNICAMP é o VNTR (variable number tandem repeats), cuja sensibilidade permite
detectar quimera mista com tempo curto antes da recaida, o que nao possibilita
tempo habil para o tratamento. Com o objetivo de antecipar a detec¢cdo da quimera
mista, avaliamos neste estudo um método de quimerismo que utiliza a reagcdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RQ-PCR) de polimorfismos de
insercao/delecao (indels) dialélicos, que tem maior sensibilidade do que o VNTR.
Foram analisadas amostras de 41 pacientes adultos transplantados na Unidade de
TCTH da UNICAMP entre 2005 e 2010 com os diagndsticos de leucemia aguda,
leucemia crbénica e sindrome mielodisplasica. Todos os transplantes foram de
doadores aparentados e totalmente compativeis e 80% foram realizados com
condicionamentos mieloablativos. Quase metade (46,9%) dos pacientes recidivou, a
maioria (73,3%) nos primeiros 6 meses. A sobrevida global mediana no grupo que
recaiu foi de 9 (2-28) meses e, ao final do periodo de observacdo, somente um
paciente (6,6%) estava vivo. Entre os 17 pacientes nao recidivados, 5 (29,4%)
faleceram, 4 (23,5%) em 9 meses pds-transplante, principalmente por complicacdes
infecciosas. O método de RQ-PCR foi capaz de quantificar o quimerismo péds-
transplante em quase todas as amostras com alta sensibilidade e nivel minimo de
deteccdo de 0,01%. A técnica ainda demonstrou que a cinética do quimerismo é
bastante diferente entre os grupos de pacientes recidivados e nao recidivados. O
grupo de nao recidivados mostrou, inicialmente, uma queda menos intensa e mais

progressiva na porcentagem de células do receptor, seguida por queda continua e



progressiva, com a mediana de 6 meses para atingir niveis de quimerismo abaixo de
0,1%. Por outro lado, os pacientes no grupo de recidivados demonstraram uma
queda intensa inicial e entdo um aumento rapido e precoce no quimerismo antes da
recidiva hematoldgica. A técnica de quimerismo por PCR quantitativo em tempo real
de polimorfismos indels foi reprodutivel no grupo de pacientes transplantados em
nossa instituicdo e demonstrou que a cinética do quimerismo é bastante diferente
entre os grupos de pacientes recidivados e nao recidivados. Devido a alta
sensibilidade do método, a avaliacdo do quimerismo em niveis tdo baixos poderia
nos ajudar a compreender este complexo mecanismo onde células geneticamente
distintas interagem em diversas situagdes pds-transplante e auxiliar a otimizagao dos
regimes de condicionamento para obter melhores respostas com menores efeitos

colaterais.

Palavras-chave: Transplante de células-tronco hematopoiéticas. Quimerismo. Leucemia. Recidiva.



ABSTRACT

Despite better results with hematopoietic stem cell transplantation over the years,
high rates of relapse, which in acute leukemia patients can reach 30 to 70% of cases,
remains a major challenge. The treatment of relapse has better outcomes if
performed early. Studies show that the detection of mixed chimera after
transplantation can predict for relapse in most cases and it may allow for earlier
appropriate treatment, with higher chances of success than if done after hematologic
relapse. The technique currently used for patients transplanted at the Stem Cell
Transplantation (SCT) Unit of the University of Campinas is VNTR (variable number
tandem repeats), which sensitivity permits the detection of mixed chimera shortly
before relapse and doesn’t allow enough time for treatment. In order to anticipate the
detection of mixed chimera, in this study we tested a method of quantitative PCR of
insertions—deletions (indels) diallelic polymorphisms, which has higher sensitivity
compared to VNTR. We analyzed samples from 41 adult patients submitted to HSCT
at the SCT Unit of the University of Campinas between 2005 and 2010. Patients were
diagnosed with acute leukemia, chronic leukemia or myelodisplastic syndrome. All
transplants were performed with fully matched related donors and 80% used
myeloablative conditionings. Almost half (46.9%) of the patients relapsed, most of
them (73.3%) in the first 6 months. The median overall survival for relapsed patients
was 9 (2-98) months and, at the end of the observation period, only one patient
(6.6%) was alive. Among 17 non-relapsed patients, five (29.4%) died, 4 four (23,5%)
in 9 months post HSCT, mostly from infectious complications. The RQ-PCR method
was able to quantify the chimerism in almost all samples and it was highly sensitive,
with a minimum level of detection reaching 0.01%. This technique showed that the
chimerism kinetics was very different between groups of relapsed and non-relapsed
patients. The non-relapsed group showed, initially, a less deep and more progressive
fall in the percentage of recipient cells, followed by a continuous and slow fall along
the time, with a median period of about 6 months before chimerism clearance
reached levels below 0.1%. Patients in the relapsed group, on the other hand,
showed a steep initial drop and then a very early and fast rise in chimerism previous
to hematologic relapse. The method of RQ-PCR of indels polimorphisms could be
reproduced in this group of patients transplanted in our Institution and showed that
the chimerism kinetics is very different between relapsed and non relapsed patients.



Due to the high sensitivity of the method, the evaluation of chimerism in such low
levels could help us understand the complex mechanism of genetically distinct cells
interacting in different post-transplantation settings and lead to a better optimization

of the current conditioning regimens for better outcomes with lower adverse effects.

Key Words: Hematopoietic Stem Cells Transplantation. Chimerism. Leukemia. Relapse.
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1. INTRODUCAO

Desde os primeiros casos relatados, ha aproximadamente 60 anos, o
transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) tem obtido
melhores resultados, e vem sendo adotado, cada vez mais, como opgao terapéutica
no tratamento de diversas doencas malignas e nao malignas. Ao longo dos anos, 0
progresso no TCTH ocorreu, principalmente, gracas a melhora na terapia de suporte
e no manejo das complicagdes infecciosas. Segundo uma andlise realizada pelo
“European Group for Blood and Marrow Transplantation” (EBMT) em 14403
pacientes transplantados por leucemia entre 1980 e 2001, houve reducgéo
significativa das mortes por infeccdo. Nao foi observada reducao nas mortes devido
a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ou outras causas, e as mortes
secundarias a recaida da doenga aumentaram'. Outros trabalhos confirmam que os
melhores resultados do TCTH estao ligados, principalmente, a redu¢cdo das mortes
relacionadas ao transplante?3, com pouca mudanca na incidéncia de recaidas, que
permanece a principal causa de falha do tratamento*. Com isso, a principal causa de
insucesso no TCTH para leucemias agudas é a recidiva da doenga, que ocorre em
aproximadamente 30 a 70% dos casos, dependendo de fatores como: fase da
doenca, tipo de enxerto e de condicionamento utilizados, presenca de DECH, entre
outros®”’. As opgdes de tratamento da leucemia que recidiva apds o transplante sdo
limitadas e tém resultados muito insatisfatérios. Pode-se suspender abruptamente a
imunossupressao, se o paciente ainda fizer uso, usar quimioterapia convencional
para citorreducao, radioterapia para recidivas localizadas, tratamento com citocinas
(interferons e interleucina-2), ou realizar um segundo transplante, com indices de

cura em torno de 25%8?°.

Outra estratégia terapéutica bastante utilizada no tratamento da recidiva
pés-TCTH é a imunoterapia, através da infusdo de linfécitos do doador (ILD), com o
intuito de induzir o efeito enxerto versus leucemia (EVL). O termo “imunoterapia
adotiva” foi criado por Mathe' no inicio dos anos 60, quando pouco se sabia ainda
sobre selegcao de doadores, condicionamento adequado e prevengdo de DECH. Nos
anos 70, Weiden et al'’ descreveu o efeito benéfico da DECH na incidéncia da
recidiva da leucemia e na sobrevida. O papel dos linfécitos T se tornou evidente
quando a deplecao de células T do enxerto foi introduzida na pratica clinica para a
prevencdo da DECH'>'3 e a infusdo de linfécitos do doador mostrou-se eficaz na
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reversdo da quimera mista em quimera completa'®. A fisiopatologia da DECH e do
efeito EVL é complexa e envolve diversas interacdes celulares e de citocinas. De
forma resumida, proteinas enddgenas nas células do receptor que diferem daquelas
do doador devido a polimorfismos genéticos promovem peptideos que se ligam ao
HLA. Estes peptideos servem como antigenos de histocompatibilidade menores para
as células T do doador (Figura 1)'®. Os linfocitos T do doador sdo estimulados pelas
células dendriticas (CDs) do receptor através da apresentacao destes antigenos de
histocompatibilidade menores (mHA). Linfocitos Thelper CD4+ sao estimulados por
estes complexos peptidicos do HLA (Antigeno Leucocitario Humano) classe |l das
CDs, e por sinais adicionais de moléculas de adesao e citocinas. As CDs também
estimulam células T citotdéxicas CD8+ através da apresentagéo de peptideos do HLA
classe I. As CDs ativadas enviam uma “licenca para matar” as células T citotoxicas.
As ceélulas T capazes de reconhecer mHA expressos somente em células
hematopoiéticas poderiam contribuir para o efeito EVL e a eliminagdo das células
leucémicas sem desencadear a DECH. De outra forma, células T que reconhecem
antigenos expressos por células hematopoiéticas e pelo epitélio contribuiriam tanto
para o efeito EVL quanto para a DECH'®'". Estas interagbes estdo representadas

nas Figuras 1 e 2.

Figura 1. Apresentagdo de antigenos de histocompatibilidade menores (mHA) ao
linfocito T do doador

Nucleotide
polymorphism

Fonte: Nat. Review Cancer, 2004

Os mHAs surgem dos mecanismos celulares normais de processamento e apresentacdo de
antigenos estranhos as células T. Peptideos que resultam da degradacéo proteolitica de proteinas
endogenas séo transportados pelo transportador de peptideo e apresentados a superficie como um
complexo com o HLA. Polimorfismos na sequéncia genética podem levar a diferengas em proteinas
homadlogas entre o receptor e o doador que podem ser reconhecidos como estranhas pelas células T
do doador’s.
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Figura 2. Modelo de resposta EVL

Initiation of the Alloresponse
T cell acfivation via:

MHC class I'CDS

MHC class ICD4

Indirect antigen
presentation via
host/donor APC

Direct antigen
presentation by

leukemia cells

Lenkemia

Expansion phase
clonal expansion
(weelks to months)

Effector phase

cytotoxicity by

activated effectors NE-mediated l CD4-mediated IE CDS-mediated
Th elp :

Fonte: Stem Cells, 1997"7

Linfécitos CD4+ e CD8+ sado estimulados pelas células leucémicas residuais e/ou pelas células
apresentadoras de antigeno do receptor ou doador. Ocorre a ativacdo das células T do doador
estimuladas também por diversas citocinas. Acredita-se que o efeito EVL se dé de 3 formas: ataque
celular direto as células leucémicas através de perforinas dos linfocitos citotéxicos, morte por
apoptose através de receptores celulares e morte celular ou controle da proliferacdo mediados por
citocinas'’.

Ha, atualmente, varios trabalhos que demonstram a eficacia da ILD como
tratamento da recidiva, principalmente nos pacientes com leucemia mieloide crénica
(LMC)'®20 com indices de resposta em torno de 60-70% (Tabela 1)'". Nas
leucemias agudas os resultados sao desfavoraveis e, mesmo o0s pacientes que
inicialmente respondem a ILD, apresentam nova recaida, muitas vezes em sitios
extramedulares. A resposta € de, aproximadamente, 30% nos casos de leucemias
mieloides agudas e ainda menores nas leucemias linfoides agudas?%-2%. Um
importante fator que influencia a resposta a ILD é o tipo de recidiva. Pacientes com
LMC em recidiva molecular ou citogenética tém o dobro de chance de resposta em
comparagdo a pacientes com recidiva hematoldgica®®.
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Tabela 1. Efeito EVL em diferentes neoplasias hematoldgicas

Probabilidade de Probabilidade d
Doenca recidiva ro_ a~| Ida ,e e
. . remissao apos ILD
TCTH nao manipulado

LMC

Fase crénica com >80%
doenca residual minima

Fase crénica com 70%
doenca hematolégica 10-20%

Fase acelerada 25%

Crise blastica >60% <5%
LMA 10-20% 25%
SMD 25-45% 25%
LLA 10-45% 20%
Mieloma multiplo 30-60% Até 60%

Para tentar obter melhores resultados com a infusdo de linfocitos, sua
indicagdo comegou a ser mais precoce, a partir da identificacdo de marcadores
moleculares da doenga capazes de predizer a recaida. Com uma “massa tumoral”
menor, o efeito EVL poderia ser potencializado. Desta forma, surgiram trabalhos que
descreveram o uso da ILD baseada na detecgio da doenca residual minima?>26 e do

guimerismo misto?3-25-28,

Para compreender melhor como estes marcadores podem ser usados na
deteccdo precoce da recidiva, é importante conhecer a dinamica das alteragdes
celulares que ocorrem no transplante de células-tronco hematopoiéticas (Figuras 3
e 4). O transplante alogénico convencional inicia-se com o condicionamento, fase
em que € administrada a quimioterapia, associada ou ndo a radioterapia. Seu
objetivo é reduzir, ou mesmo erradicar, as células neoplasicas e as células
imunocompetentes do receptor. Apés o condicionamento, a medula éssea tornar-se-
a aplasica e pronta para receber o0 enxerto. Segue-se ao condicionamento a fase de
infusdo das células-tronco hematopoiéticas do doador. Estas células sao coletadas
diretamente da medula éssea ou do sangue periférico do doador e administradas ao
receptor por acesso venoso central. Apds a infusdo do enxerto, segue-se a fase de

enxertia, onde as células-tronco se direcionarao a medula éssea e darao inicio a
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nova hematopoiese. Além da repopulacao da medula 6ssea e producao de todos os
elementos do sangue, as células do doador serdo responsaveis pelo controle
imunolégico e poderdo auxiliar no reconhecimento e destruicdo de células
neoplasicas residuais (efeito enxerto versus leucemia, EVL). A funcao da medula
O0ssea é medida clinicamente através do monitoramento das células do sangue
periférico. A pega de neutréfilos (neutréfilos > 0,5 X 10%L em 3 dias consecutivos)
habitualmente ocorre primeiro, em torno de 10-14 dias nos transplantes alogénicos
aparentados convencionais. A pega de plaquetas (plaquetas > 20 x 10%L apds pelo
menos 7 dias sem transfusdo) ocorre em torno de 21 dias pés-transplante. Nos
transplantes de intensidade reduzida, ou ndo mieloablativos, 0 mesmo processo é
realizado. Como n&o ha mieloablacdo, o periodo de citopenias € mais curto ou pode
nao ocorrer. Como a atividade antitumoral direta € pequena, estes regimes de
condicionamento dependem quase exclusivamente do efeito EVL que é mediado

pelas células imunes do doador'”.

Figura 3. Fases do transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénico
mieloablativo

Allogensic hasmatopoistic-
atem-cell infusion

Pancytopasnia, infection,
orgEr toicity

Tl e
el
O 0

-3 =2 =F 'Q +14 +258 +100 +180

Immunosuppression

Fonte: Nat Review Cancer 200415

Neste exemplo, o esquema de condicionamento comega 7 dias antes (D-7) da infusdo das células-
tronco hematopoiéticas (D0). Sao 4 dias de radioterapia (?) seguidos por dois dias de quimioterapia@
e um dia de descanso (D-1). Ap6s a infusdo, seguem-se os periodos de citopenias, imunossupressao,
risco de DECH e infecgdes. Medicagdes imunossupressoras sao administradas apds o transplante
para preveng¢édo da DECH.
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Figura 4. Fases do transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénico nao
mieloablativo

Allogensic hasmeatopoistic-
sterm-call infusion

Mild pancytopaenia

ﬂﬂE*%II
| | |
I I I

Immuncsup pression |

Fonte: Nat Review Cancer 2004%°

Neste exemplo de transplante ndo mieloablativo, o condicionamento se inicia 4 dias antes (D-4) da
infusdo de células-tronco hematopoiéticas (DO) com quimioterapia (@ por 3 dias seguida por
radioterapia (“?I) e infusdo das células. Apds a infusao, seguem-se os periodos de citopenias, que
podem ser leves ou nem ocorrer, risco de DECH e infecgbes. A imunossupressao € mais precoce e
suficiente para permitir a enxertia das células do doador. Medicagbes imunossupressoras sao
utilizadas para prevenir rejeigdo e DECH.

De maneira geral, sdo as células do doador que retomam a hematopoiese apds o
transplante. Isto pode ser medido através das técnicas de avaliagdo do quimerismo.
O termo quimerismo tem sido usado para descrever a presenca de células
hematopoiéticas alogénicas em um receptor de transplante. Diz-se que ha
quimerismo completo quando todas as células detectadas sao originadas do doador.
Quando sao detectadas células originadas do doador e do receptor 0 quimerismo &
dito misto?®. Sabe-se que a manutengao da hematopoiese completa do doador pds-
transplante é essencial para a prevencao da recaida. A presenca de quimerismo
misto, principalmente se ele se mostrar ascendente, ou seja, com aumento
progressivo de células originadas do receptor, esta associada a recaida da doenga
em aproximadamente 90% dos casos®®, e é capaz de antecipa-la em
aproximadamente 2 meses?®3!. Consequentemente, a determinagdo do quimerismo
hematopoiético no seguimento pds-transplante pode ser utilizado como “sistema de
aviso precoce” para a recaida da doenca. Varios métodos foram desenvolvidos para
a determinacdo do quimerismo. A Tabela 2 abaixo resume as principais técnicas
para a analise do quimerismo, suas vantagens e desvantagens e o nivel de

sensibilidade relatado32-33,



Tabela 2. Comparagéo de diferentes métodos para analise do quimerismo
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Sensibilidade
Método Aplicabilidade Vantagens Desvantagens Ref.
%
Laténcia longa,
Fenotipagem Simples, rapido, linhagem-especifica,
) p g 0,1-5 Alta p P 9 p. . 34,35
eritrocitaria preciso transfusdes dificultam
a avaliacao
Alta Consome muito
RFLPs 5-10 Alta ) o 36
informatividade tempo, trabalhoso
) . ) Consome muito
Citogenética 5 Baixa 37
tempo
Baixo falso
positivo, grande Restrito a
FISH X/Y 0,1 Baixa ndmero de transplantes com 38,39
células, alta sexos diferentes
sensibilidade
Informativo,
] pequenas Sensibilidade 30,40,41
VNTR/STR 1-5 Muito alta )
quantidades de moderada
material, rapido
Falsos positivos em
teste baseados em
o Alta sensibilidade, | SNP, alta
RQ-PCR 0,01-0,1 Média-alta 42-45

rapido

especificidade em
PCRs especificos

para 0 Cromossomo Y

Ref.= referéncia
RFLPs: restriction fragment length polymorphisms (Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de
Restricao), FISH: hibridizagao in situ por fluorescéncia, RQ-PCR: reagcdo em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativo

A fenotipagem eritrocitaria foi uma das primeiras técnicas amplamente

utilizadas para confirmar a enxertia de células do doador*6. Baseia-se na diferenca

de antigenos eritrocitéarios entre doador e receptor e foram descritos métodos

soroldgicos®46, por microesferas fluorescentes®* e por citometria de fluxo para
identificar os antigenos ABO, Rh, MNS, Kell, Duffy, Kidd, Lutheran e P3%. Algumas

desvantagens dificultam a utilizacéo rotineira do método. Devido a longa vida das
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heméacias na circulacédo, as hemacias do receptor ou as provenientes de transfusées
podem ser detectadas por meses apods o transplante®® e prejudicar a avaliagdo do
quimerismo. Além disso, o método avalia somente uma linhagem celular, e nos
casos de hemdlise por incompatibilidade ABO em que pode haver retardo no
aparecimento de hemacias do doador mesmo em situacéo de pega adequada, nao €

possivel avaliar o quimerismo.

A RFLP (restriction fragment length polymorphism)36-4647 traduzida como
Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricao, € uma técnica que utiliza
enzimas de restricdo que cortam o DNA em pontos especificos, gerando fragmentos
de diferentes tamanhos que sdo separados e visualizados em forma de bandas. O
polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre porque o DNA de individuos
geneticamente distintos difere na sequéncia de nucleotideos ao longo da fita. A
presenca ou auséncia de sequUéncias especificas de 4 a 8 pares de bases,
reconhecidas e clivadas pelas enzimas de restricdo, pode variar entre diferentes
individuos, gerando polimorfismos. Diferengas na sequéncia de DNA dos individuos
podem também resultar de insercdes, dele¢cdes ou outros rearranjos (translocagdes,
inversdes) que alterem a distancia entre pares de sitios de restricdo. Ao ser
submetido a clivagem com uma enzima de restricdo, o DNA de individuos
geneticamente distintos é cortado nos sitios de restricdo, gerando fragmentos de
diferentes tamanhos. A separacao € feita por eletroforese em gel de agarose e a
visualizacdo pode ser feita por Southern Blot. A hibridizagdo com sondas
radiomarcadas produz padrdes diferentes que refletem o tamanho de sequéncias
especificas de DNA limitadas pelos pontos de corte das endonucleases testadas.
Esta técnica também ndo é mais utilizada por varios motivos. O Southern Blot é
complexo e muito trabalhoso para ser usado como rotina no laboratério. O uso de
sondas radiomarcadas necessarias para ter sensibilidade adequada demanda tempo
para a revelacao e isto pode atrasar o resultado. Além disso, a sensibilidade € baixa,
de aproximadamente 10%.

A citogenética convencional € um meétodo bem estabelecido para a
avaliagdo do quimerismo. Em casos de doador e receptor de sexos diferentes, os
cromossomos sexuais podem ser utilizados. Outra situacdo € na presenca de
alteragbes cromossémicas relacionadas a doenga de base como, por exemplo, na

leucemia mieloide crénica cromossomo Phyladelphia positivo (Ph+), onde o
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marcador citogenético esta presente no receptor. As limitacbes do método sédo a
auséncia de marcadores informativos em casos de transplante do mesmo sexo, a
técnica é trabalhosa e leva tempo para ser realizada, requer técnico bem treinado e
0 numero de metafases pode ser limitado. Devido a isso, a sensibilidade e a

precisdo do método sao limitadas3”46.

O estudo citogenético por hibridizacao in situ de cromossomos sexuais
por fluorescéncia®®46 tem muitas vantagens em relagédo a citogenética convencional.
A técnica é mais simples e demanda menos tempo, pode ser usada em células em
metafase ou intérfase, pode ser usada para avaliar marcadores genotipicos ou
morfolégicos, como marcadores de superficie celular e um nimero grande de células
pode ser analisado, o que permite melhores sensibilidade e precisdo. E importante
realizar a citogenética convencional ou o FISH antes do transplante para investigar
casos de perda do cromossomo Y associada ao envelhecimento ou ao cariétipo da
célula tumoral e variacées constitucionais do cromossomo Y. O uso da mistura de
sondas para marcar os cromossomos X € Y ajuda a eliminar estes problemas bem

como problemas técnicos*®.

As principais limitacées destes métodos sdo o grande consumo de tempo
e a nao aplicabilidade a todos os pacientes. O grande avan¢o na determinacéo do
quimerismo veio com o desenvolvimento da técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR)30:31:40.46_ O método de PCR permite a amplificagdo exponencial de

segmentos curtos do DNA, conforme representado na Figura 5 abaixo.



Figura 5. Método de amplificacdo do DNA por reacdo em cadeia da polimerase
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Fonte: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Biotecnologia/PCR.php
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A amostra de DNA, a enzima que faz a replicagdo (DNA polimerase), os nucleotideos de DNA e os
primers complementares a sequéncia de DNA sdo misturados e levados a maquina de PCR. A
temperatura é elevada a 95°C para desnaturar o DNA. Cada fita simples do DNA que foi desnaturado
serve de molde para a sintese de novas cadeias complementares. Para isso resfria-se a 58°C e os
primers se anelam ao inicio das duas fitas simples, servindo de iniciadores para a enzima polimerase.
A temperatura é novamente elevada a 72°C (temperatura ideal de funcionamento da DNA
polimerase) para a duplicagcdo da fita. A DNA polimerase inicia, apés o final do primer, a colocar os
nucleotideos livres na fita de DNA ligando-os por complementaridade, formando assim nova fita

dupla.
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Os métodos de PCR convencional mais utilizados para a avaliagdo do
quimerismo sdo a amplificagdo de minissatélites (“variable number of tandem
repeats”. VNTR) e de microssatélites (“short tandem repeat”: STR). Algumas
sequéncias do DNA se repetem consecutivamente, e 0 numero de repeticdes destas
sequéncias pode variar entre os individuos. Estas repeticdes podem ser compostas
por grupos de microssatélites com 2-8 pares de base (por exemplo CACACA e
complementar GTGTGT) ou de minissatélites com 8-50 pares de base. Existem
polimorfismos no numero de repeticbes consecutivas destas sequéncias em um
determinado locus. Este polimorfismo é determinado no receptor € no doador antes
do transplante e pode ser utilizado como marcador na avaliacao do quimerismo pos-
transplante. A Figura 6 demonstra uma andlise de STR e como os achados podem
ser interpretados®.

Figura 6. Avaliacdo do quimerismo pelo método de PCR de short tandem repeats

(STR).
a b Recipient Donor
F—s A
—— i — {
F_, R .
— [ | — ——— ——
= =1 | |

I CATA CATA | CATA |CATA N
B GATA | GATA | GATA |GATA I
Four repeats Electrophoresis
B CATA | CATA| CATA JHIEL ™~ "4
B GATA | GATA | GATA il

Three repeéts

PCR using flanking primers

m Recipient m Recipient
u Donor " Donor

Fonte: Bone Marrow Transpl,20044°

(a) Repetigdes consecutivas que indicam diferentes alelos com base na diferenga nos niumeros de
repeticdes em 2 cromossomos; F — primer forward, R — primer reverse.

(b) Analise do quimerismo pelo STR: o doador e o receptor tém diferentes nimeros de repeticoes
(alelos) no lécus de STR amplificado por PCR.

(c) Informatividade de diferentes marcadores STR: nas colunas 1 e 2 ndo sdo informativos; nas
colunas 3 e 4 os marcadores sao informativos com ambos os alelos diferentes, nas colunas 5 e 6
sao informativos com um alelo diferente e nas colunas 7 e 8 sao informativos com um alelo
diferente pois o doador é homozigoto.

(d) Resultados de quimerismo detectados pela andlise de STR: coluna 1 — receptor antes do HSCT,
coluna 2 — doador, coluna 3 — quimerismo completo, coluna 4 — quimerismo misto e coluna 5 —
rejeicdo do enxerto e recidiva da doenca.
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Estas técnicas tornaram possivel o estudo do quimerismo em todos os
pacientes e em curto intervalo de tempo pds-transplante. No entanto, a sensibilidade
das técnicas convencionais de PCR & de 1-5% e, consequentemente, uma parte
consideravel dos pacientes ainda recai pouco tempo apds uma determinacdo de
quimerismo completo324041 " provavelmente porque a quantidade de células do

paciente nao atingiu o nivel minimo de deteccdo do método.

Novas técnicas para determinacao do quimerismo por PCR quantitativo
em tempo real (RQ-PCR) foram desenvolvidas®®5!'. O método usa a atividade de 5’
nuclease da Taq polimerase para clivar um probe hibridizante ndo extensivel durante
a fase de extensdo do PCR. Os probes apresentam 2 corantes fluorescentes,
denominados corante repérter (reporter dye) e corante silenciador (quencher dye). A
degradacao do probe pela polimerase durante a fase de extensao do DNA libera o
corante repérter, que nao € mais silenciado pelo corante silenciador e emite o pico
de fluorescéncia. A fluorescéncia € medida pelo aparelho continuamente durante a
amplificagdo do DNA, ou seja, as rea¢des sdo monitoradas em tempo real (Figura
7).
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Figura 7. Método de amplificacdo do DNA por reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (RQ-PCR)
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A amplificagdo do DNA ocorre como no PCR convencional. Os primers se anelam as duas fitas
simples do DNA, servindo de iniciadores para a enzima Taq polimerase. O probe tem uma sequéncia
génica especifica e deve se ligar ao alvo entre os dois primers. De um lado do probe esta o corante
repérter (reporter dye), que € um corante fluorescente que ira reportar a amplificagdo do gene alvo.
Do outro lado do probe esta o corante silenciador (quencher dye), que bloqueia a fluorescéncia do
reporter em probes intactos. O silenciador também bloqueia o final 3° do probe de forma que ele nédo
pode ser extendido pela DNA polimerase (a). A atividade nuclease da Taq polimerase cliva o probe e
libera um fragmento que contém o corante repérter, que ndo serd mais bloqueado pelo corante
silenciador (b e ¢). A fluorescéncia emitida € medida pelo aparelho e utilizada para a quantificagcédo do
gene alvo amplificado. llustragdes extraidas do Manual de RQ-PCR da Applied Biosystems.

C




29

As vantagens em relacdo aos métodos anteriores sdo: maior sensibilidade
e acuracia, maior rapidez, menor competicao de produtos com diferentes tamanhos

e exclusdo de sinais nao especificos*243.

Um dos métodos para avaliagcdo do quimerismo que utiliza o RQ-PCR é a
amplificagdo de “single nucleotide polymorphisms” (SNP), que sao variantes
bialélicos que diferem entre si somente em um unico nucleotideo. Isso os torna mais
faceis de genotipar do que os marcadores VNTR e STR, que exibem polimorfismos
de comprimento e, portanto, requerem métodos de genotipagem com separacao por
tamanho*'. O limite de deteccdo do quimerismo por esta técnica é de 0,1-0,0001%,
significativamente maior que o do STR-PCR*'#445, No entanto, o método requer a
identificagdo de pequenas diferengas entre alelos, o que reduz a sua habilidade

discriminativa e aumenta a complexidade do teste.

Foram descritos também polimorfismos de insercédo/delecdo (indels)
dialélicos, que sao baseados na insercdo ou delecio de um ou mais
nucleotideos**%253 A maioria dos indels dialélicos sdo aqueles com diferenca de
comprimento entre os alelos de relativamente poucos nucleotideos. Ha poucos
estudos com o uso de indels na avaliacdo do quimerismo pds-TCTH, e somente um
deles avaliou prospectivamente uma série de 61 pacientes transplantados por
leucemia aguda e os resultados foram comparados aqueles obtidos pela técnica de
PCR convencional com marcadores VNTR. A sensibilidade foi de, pelo menos,
0,01%, com boa concordancia intra- e inter-teste e alta acuracia. O teste foi
informativo, ou seja, foram encontrados polimorfismos presentes nos receptores e
ausentes nos doadores, em 80,3% dos pacientes. Os pacientes que nao recairam
mostraram diminuicao progressiva dos valores de quimerismo periférico até valores
menores de 0,01% (quimerismo completo). Foi observado aumento do quimerismo
prévio a recaida em 88,2% dos pacientes. Comparado ao método convencional de
PCR por amplificacdo de VNTR, esta técnica de RQ-PCR pd6de prever a recaida em
um nuamero muito maior de pacientes (88,2 vs 44,4%) com a antecipacdo mediana
de 58 dias®.

O pacientes transplantados na Unidade de TCTH do Hospital das Clinicas
da UNICAMP tém o quimerismo pés-transplante monitorizado pela técnica de VNTR
e, caso este seja positivo, é utilizado o STR. Notamos muitos casos de recidiva
hematoldgica que nao sao detectadas previamente pelo quimerismo. Surgiu, entéao,
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a hipétese que gerou este trabalho: se pudéssemos reproduzir na populacado de
pacientes transplantados no Hospital das Clinicas da UNICAMP a técnica de
polimorfismos indels por RQ-PCR, a sua implementacdo poderia auxiliar no

diagnostico e tratamento precoces da recidiva pds-transplante.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a factibilidade e a
reprodutibilidade da técnica de quantificacdo do quimerismo usando amplificagcao por
PCR quantitativo em tempo real de polimorfismos de inser¢do/delecao (indels) na
populacao de pacientes transplantados no Hospital das Clinicas da UNICAMP.

Os objetivos secundarios foram avaliar se os pacientes que apresentaram
recaida pds-transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas poderiam ter
sido identificados mais precocemente pela técnica de quantificacdo do quimerismo
por PCR em tempo real em comparag¢do ao método padrao (VNTR) e avaliar o risco

de recaida em relacdo a cinética do quimerismo e aos dados clinicos dos pacientes.
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3. METODOLOGIA

3.1. SELECAO DE PACIENTES

Foram selecionados, retrospectivamente, 44 pacientes adultos (maiores
de 18 anos) com diagnédstico de leucemia aguda, leucemia crbénica ou sindrome
mielodisplasica submetidos ao transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas de doador compativel, aparentado ou néo, independentemente do
regime de condicionamento usado, transplantados entre 2005 e 2010.

Todos os pacientes tinham avaliagées de quimerismo pos-transplante em
pelo menos 3 momentos distintos. As amostras de sangue periférico e de medula
Ossea destes pacientes estavam congeladas a -20°C e foram separadas e
armazenadas pelo numero e pelas iniciais do paciente. Dos 44 pacientes
inicialmente selecionados, 3 nao possuiam amostras antes do TCTH em
guantidades suficientes para os testes e foram, portanto, excluidos da anélise.

Foi feita uma ficha com os dados clinicos que seriam compilados para
posterior andlise estatistica (Anexo 1).

3.2. ANALISE DO QUIMERISMO

3.2.1. Quantificacao do DNA para analise

O primeiro procedimento para a analise das amostras foi a quantificacéo
da concentracdo de DNA das mesmas. Utilizamos o aparelho Thermo Scientific Q3
Nanodrop 1000 (Wilmington, DE, USA), onde uma amostra de apenas 1ul é
pipetada em placas de pocos, em cujo fundo estda a extremidade de um cabo de
fibra optica (fibra receptora). Um segundo cabo de fibra éptica (cabo fonte) entra em
contato com a amostra liquida, por cima, ficando alinhado ao cabo da primeira fibra
Otica. A amostra fica, assim, entre as duas fibras 6ticas. Uma lampada de xenon
pulsada promove a fonte de luz e um espectrofotdmetro analisa a luz que passa
pela amostra e determina a concentracdo de DNA®. A pequena quantidade de

amostra necessaria foi uma grande vantagem, pois nossas amostras pré-
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transplante e algumas poés-transplante tinham volume pequeno. A concentracao foi

expressa em nanogramas/pl (ng/pl).

3.2.2. AVALIACAO DO QUIMERISMO PELA TECNICA DE PCR
QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (RQ-PCR)

As reagbes de RQ-PCR foram realizadas com a tecnologia TagMan,
descrita anteriormente®>!, no aparelho ABI Q2 Prism 7500 da Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA). Os kits foram fornecidos pela empresa Sistemas Genémicos
(Valencia, Espanha) e continham os primers e os probes para a reacao de PCR. No
total, 13 sequéncias de polimorfismos indels foram analisadas: SRY, GSTM1,
MID154, MID1385, MID1039, MID1732, MID2113, XQ28, rs4399, MID-2062, FVII,
MID-1066 e THRY.

As amostras foram analisadas com os 13 polimorfismos e também com o
gene da B-globina, sempre em duplicata e com um controle negativo. A B-globina é
um gene que funciona como controle de qualidade da amostra, ou seja, se a
amostra ndo amplifica adequadamente o gene da B-globina, € provavel que o DNA
ndo esteja com boa qualidade. E o controle positivo das amostras. Se a amostra
nao amplificasse adequadamente o gene da B-globina ndo poderiam ser aceitos 0s

testes realizados com o polimorfismo naquela amostra.

Antes de iniciarmos o trabalho com as amostras de pacientes, um teste
para avaliar a quantidade de DNA a ser usada nas reacdes de PCR foi realizado. A
quantidade de DNA para a quantificagdo do quimerismo pelo VNTR é de 300 ng/pl.
Em protocolos publicados que utilizaram a técnica de polimorfismos indels foram
usados 100 ng de DNA#*4%4. Como tinhamos pouco volume nas amostras pré e em
algumas p6s-TCTH e ndo poderiamos obter mais material, fizemos uma anadlise da
qualidade da amplificacdo com diferentes quantidades de DNA, para definirmos se
uma quantidade menor de DNA seria suficiente para os testes. Para este teste de
quantidade de DNA usamos o gene da B-globina. Esta analise serviu também para
nos habituarmos com o método.

Preparamos a amostra de acordo com a instrucdo do manual dos kits de

polimorfismo®” conforme descrito abaixo, com volume final de 10 pl:
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a) 2ul de DNA: amostras pré TCTH de 2 pacientes nas quantidades de
100, 50, 25 e 12,5 ng/pl.

b) 3 ul do kit de primers e probes para o gene da -globina.

c) 5 ul de Master Mix: usamos o Maxima Probe gPCR Master Mix (2X),
fornecido pela empresa Sinapse Biotecnologia (Sdo Paulo, Brasil). O
Master Mix continha a enzima Maxima® Hot Start Tag DNA
polymerase e desoxirribonucleotideos (dNTPs) em uma solugéo
tampao (contendo KCl e (NH4)2S504)5%6

As amostras foram colocadas em duplicata em uma placa 6ptica com 96
pocos. Uma amostra para controle negativo sem o DNA também foi utilizado. A
amplificacdo foi realizada no aparelho ABI Q2 Prism 7500 da Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA), seguindo o programa especificado na Tabela 3°’.

Tabela 3. Amplificacdo e aquisicao de dados

Aquisicao de ]
Passo Temperatura Tempo Ciclos
dados

1 95°C 10 minutos Nao 1
2 95°C 15 segundos N&ao
3 58°C 30 segundos N&o 0

5
4 72°C 30 segundos Sim

Durante os ciclos, conforme o DNA era amplificado, o aparelho mostrava,
em tempo real, a curva de amplificacdo. Para cada amostra, o aparelho ABI Q2
Prism 7500 produziu uma curva relacionando a intensidade do sinal de
fluorescéncia (ARn) com o numero do ciclo. O valor ARn corresponde a variagdo na
intensidade da fluorescéncia durante cada ciclo de PCR, normalizada pela
fluorescéncia de uma referéncia interna passiva (ROX).

Um Ct (cycle threshold, ciclo limiar) foi determinado para cada amostra. O
Ct é definido como o numero do ciclo no qual um aumento significativo da

fluorescéncia é primeiro detectado. Ele é inversamente proporcional a quantidade
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de DNA alvo na amostra, ou seja, quanto menor o Ct, maior a quantidade do DNA

alvo na amostra. Um exemplo pode ser visto na Figura 8.

Figura 8. Exemplo de curva de amplificacdo por RQ-PCR
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Neste exemplo o Ct foi de 22, ou seja, no ciclo 22 houve o crescimento exponencial da amplificacao

do gene.

No nosso teste, todas as quantidades de DNA foram amplificadas, porém

o teste ndo ficou com boa qualidade, pois havia muito ruido e algumas duplicatas

nao coincidiram. Repetimos o teste com a adigcdo da solucdo ROX, da seguinte

forma: 2 ul de DNA, 3 ul do kit com o gene da B-globina, 6 ul de Master Mix, 0,15 pl

de ROX e 0,85 pl de agua estéril. A solugdo ROX é um corante que serve como uma

referéncia interna para normalizagdo do sinal de fluorescéncia. Permite a corregao

de variacdes entre os po¢os que podem ocorrer por diferengas na iluminacao e na

captacdo da fluorescéncia dos pocos da extremidade da placa, bem como para

corrigir variacées de pipetagem ou flutuacoes da fluorescéncia. A ROX nao participa
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do PCR e tem um espectro de emissao diferente comparado aos corantes usados
nos probes. Repetimos os testes com esta modificacdo e a amplificacdo das
quantidades crescentes de DNA coincidiu com uma regresséo linear e com boa
coincidéncia entre as replicadas em todas as concentragdes testadas. O resultado
da amplificacdo estava dentro dos padroes de qualidade especificados no manual
(Ct< 25), conforme sera descrito adiante, exceto para a amostra com 12,5 ng de

DNA que estava discretamente acima deste valor (Ct= 25,9).

3.2.3. AVALIACAO DAS AMOSTRAS PRE-TRANSPLANTE

As amostras pré-transplante dos receptores e dos doadores foram
testadas para os 13 polimorfismos. Para a pesquisa do polimorfismo utilizamos a
quantidade de 25ng de DNA do paciente e do doador, conforme descrito
anteriormente. O polimorfismo foi considerado informativo quando estava presente

no receptor e ausente no doador.

3.2.4. AVALIACAO DAS AMOSTRAS POS-TRANSPLANTE

As amostras pés-transplante foram testadas da mesma forma, utilizando
os polimorfismos encontrados na primeira etapa. Metade dos pacientes tinha mais
de um polimorfismo informativo e, nestes casos, foram feitas as analises com, no
maximo, 2 polimorfismos em todas as amostras. Para as amostras pds-transplante
utilizamos 100ng de DNA. Esta quantidade de DNA representa, aproximadamente,
17.000 células na amostra (cada célula tem aproximadamente 6 pg de DNA), ou
seja, daria ao teste a sensibilidade de 1,7 x 10-4. Esta foi a sensibilidade encontrada
no estudo clinico que descreveu esta técnica de polimorfismos indels®*. Além das
amostras poés-transplante, a amostra pré-transplante do receptor também foi

novamente analisada para uso como calibrador, conforme descrito a seguir.

A quantidade de quimerismo foi obtida pelo método da quantificacao
relativa, onde o valor do Ct deve ser normalizado de acordo com a quantidade
efetiva de DNA em cada amostra. Isto € feito usando-se o Ct da referéncia ativa

(gene da B-globina) da amostra em questao. Além disso, a amostra pré-TCTH do
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receptor foi novamente avaliada e usada como amostra calibradora (considerado
100% positivo para o polimorfismo).

Em resumo, para quantificar o quimerismo, € necessario saber o Ct da
amostra (pés-TCTH) e do calibrador (amostra do receptor, considerado 100%
positivo para o polimorfismo) para o gene alvo (polimorfismo) e para o gene
referéncia (B-globina). Com estes valores, a seguinte formula foi aplicada®’:

(E a|\/o)A Ctano (Clear-Clamostra)

(Ereferéncia)ACtref (CtearClamostra)

E= eficiéncia; alvo= polimorfismo estudado; cal= calibrador (amostra pré-TCTH do paciente);

amostra= amostra p6s-TCTH; referéncia = gene da B-globina

Os valores de eficiéncia da amplificagdo de cada gene foram os

fornecidos pelo fabricante®’, conforme Tabela 4.



Tabela 4. Eficiéncia de amplificacdo de cada gene

Polimorfismo Eficiéncia
SRY 1,98
GSTM1 2,00
MID154 2,02
MID1385 1,93
MID1039 1,93
MID1732 1,90
MID2113 1,97
XQ28 2,04
RS4399 1,94
MID2062 1,97
FVII 1,99
MID1066 2,07
THRY 2,04
B-GLOBINA 1,96

38

Os valores da quantificacdo do quimerismo foram expressos em

porcentagem, correspondendo a proporcao de DNA do receptor na amostra pés-

transplante.

Na Tabela 5 abaixo estd um exemplo de como foram tabulados os

resultados dos testes para o calculo do quimerismo em todas as amostras. ACB é

um paciente com leucemia mieloide aguda que foi submetido ao transplante

alogénico nao mieloablativo. Este paciente ndo recidivou e, em sua Ultima avaliagao

disponivel, sua situacéo era de vivo e em remissao completa.



Tabela 5. Resultados dos testes nas amostras de um paciente
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Paciente alr::zsdt“rla P?éifrir;ngii::n;)1 Ct % de Quimerismo
ACB Pré GSTM1 22,44666
ACB 51 GSTM1 26,44322 7,1
ACB 65 GSTM1 27,63744 7,13
ACB 71 GSTM1 27,55577 2,63
ACB 112 GSTM1 31,67489 0,2
ACB 140 GSTM1 34,4056 0,04
ACB 224 GSTM1 36,16683 0,009
ACB 322 GSTM1 35,96706 0,01
Amostras avaliadas com o polimorfismo GSTM1
Paciente algjzsdt?a FEc;liic?gi:Ls:r:gsz; Ct % de Quimerismo
ACB Pré SRY 22,58618
ACB 51 SRY 26,73724 6,65
ACB 65 SRY 27,85049 7,15
ACB 71 SRY 28,2003 1,96
ACB 112 SRY 31,86304 0,21
ACB 140 SRY 35,32407 0,02
ACB 224 SRY 36,95307 0,006
ACB 322 SRY 35,94657 0,01
Amostras avaliadas com o polimorfismo SRY
Paciente Dia da ngg ref_eréncia Ct
amostra (Eficiéncia= 1,96)
ACB Pré B-Globina 22,29939
ACB 51 B-Globina 22,48629
ACB 65 B-Globina 23,72297
ACB 71 B-Globina 22,15862
ACB 112 B-Globina 22,59854
ACB 140 B-Globina 23,03291
ACB 224 B-Globina 22,59483
ACB 322 B-Globina 22,6308

Amostras avaliadas com o gene da B-Globina. Notar que todos os Cts
estao abaixo de 25, que € o nivel de corte para inferir DNA e replicacao

de boa qualidade.
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Aplicando-se a férmula para a primeira amostra no dia 51 pés-transplante
com o polimorfismo GSTM1 temos:

(E aIvo)A Ctano (ClearClamostra) (2)A Ctawo (22,44666-26,44322)
(Erefer anci a)ACtref (Ctcal-Ctamostra) ( 1 ,96)ACtref (22,29939-22,48629)
27399656 0,062649

B — - 0,071046 = 7,1%
1,96-0.1869 0,881815

Este célculo foi feito para todas as amostras e, desta forma, obtivemos os
valores de quimerismo pos-transplante.
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4. ANALISE ESTATISTICA

O primeiro passo foi realizar a analise descritiva de todas as variaveis

estudadas, e as que se destacaram foram representadas por graficos e tabelas.

A fim de investigar as correlagbes clinicas com os resultados de
quimerismo obtidos, os testes de correlacdo de Pearson e Spearman foram

aplicados, respeitando a natureza de cada variavel.

As varidveis quantitativas foram avaliadas através do teste Mann-Whitney
ou teste t, quando cotejadas entre os grupos de pacientes que tiveram ou ndo
recaida, respeitando os pressupostos exigidos de cada teste. Para as variaveis
categoéricas os testes chi-quadrado ou Fisher foram aplicados, de acordo com suas

implicagoes.

O método Kaplan-Meier®® foi aplicado para obter as curvas de sobrevida.
Para a sobrevida global, o célculo do tempo considerou a data do diagnostico até a
data da ultima consulta ou data do ébito. O evento foi o ébito por qualquer causa.
Para a sobrevida livre de doenca (SLD), o tempo foi calculado somente para os
pacientes que conseguiram obter remissdo completa, sendo o periodo
compreendido entre a data de remissdo e a data da recaida ou data do ébito ou data
da ultima consulta. Os eventos para SLD foram recaida ou o6bito por doenga®. A

comparacéo das curvas foi feita por meio do teste log-rank®0-62,

Para todas as andlises o sint6tico considerado significativo foi o p< 0.05.
As analises foram realizadas usando o software SPSS (statistical package for social
sciences, SPSS 21.0, IBM systems,) e alguns graficos foram feitos usando o
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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5. RESULTADOS

Os seguintes dados clinicos dos pacientes foram coletados e estédo
apresentados na Tabela 6: sexo, idade, doenga de base, tipo de condicionamento,
tipo de enxerto utilizado, profilaxia usada para a doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), niumero de células infundidas, tempo da pega de neutrdfilos,
tempo da pega de plaguetas, numero total de dias de internacao e tipo de recidiva
p6s-TCTH (precoce ou tardia). A mediana de idade dos pacientes foi de 42 anos,

com variacao de 23 a 65 anos, e aproximadamente 58% eram do sexo feminino.

As leucemias agudas foram a principal indicagao de transplante, em 63%
dos pacientes, seguidas pela LMC que representou 26,8% dos casos.
Aproximadamente 10% foram transplantados por SMD. Os condicionamentos
mieloablativos foram realizados em 80% dos casos e a profilaxia da DECH mais
utilizada foi a combinacao de metotrexate e ciclosporina, em 83% dos pacientes.
Todos os transplantes foram de doadores aparentados e totalmente compativeis
(irmao/irma), e a maioria (63% dos casos) recebeu células obtidas do sangue
periférico.

Do total de 41 pacientes analisados, 17 (41,5%) recidivaram apds o
transplante. A grande maioria destes, ou seja, 13 pacientes (76,5%), apresentou
recaidas muito precoces, nos primeiros 6 meses de seguimento, e 1 paciente

recidivou com 1 ano. Outros 3 foram recidivas tardias, ap6s 1 ano de transplante.



43

Tabela 6. Dados clinicos dos pacientes

Total de pacientes analisados (n) 41
Sexo (%)
Masculino 41,5
Feminino 58,5
Idade ao transplante, mediana (variagao) 42,5 (23-65)

Diagnostico (%)

LLA 14,6

LMA 48,8

LMC 26,8

SMD 9,8
Tipo de condicionamento (%)

Mieloablativo 80,5

Nao mieloablativo/RIC 19,5
Tipo de enxerto (%)

Medula éssea 36,6

Sangue periférico 63,4
Profilaxia para DECH (%)

MTX+CsA 82,9

MMF+CsA 17,1
Células nucleadas infundidas, mediana (variagao) 4,26 (1,51-24,14)
Células CD34+ infundidas, mediana (variagao) 3,62 (0,62-7,55)
Dia de pega de granulécitos, mediana (variacao) 16 (10-31)
Dia de pega de plaquetas, mediana (variagao) 18 (8-35)
Dias de internacao (mediana, variagao) 21 (12-58)
Recidiva pds-transplante (n) 17

Precoce (< 1 ano) 14

Tardia (> 1 ano) 03

LLA: leucemia linfoide aguda; LMA: leucemia mieloide aguda; LMC: leucemia
mieloide crénica; SMD: sindrome mielodisplasica; DECH: doenga do enxerto
contra o hospedeiro; MTX: metotrexate; CsA: ciclosporina A; MMF:
micofenolato mofetil.

Células nucleadas estdo expressas como x108/kg de peso do receptor
Células CD34+ estao expressas como x108/kg de peso do receptor
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Dos 41 pacientes, 34 (83%) possuiam polimorfismos informativos, ou
seja, que estavam presentes no receptor e ausentes no doador. Destes, 17
possuiam apenas um polimorfismo informativo, 12 possuiam 2 polimorfismos, 3
possuiam 3 polimorfismos e 2 possuiam 4 polimorfismos informativos. Estes dados
estdo de acordo com dados da literatura, que encontrou polimorfismos informativos

em 80,3% dos pares receptor/doador testados®*.

A Tabela 7 abaixo mostra a frequéncia dos polimorfismos estudados.

Tabela 7. Frequéncia de polimorfismos informativos

Polimorfismo Pacientes
n (%)

MID2113 8 (19.5%)
MIDFVII 7 (17%)
MID1385 7 (17%)
RS4399 6 (15%)
GSTN1 5 (12%)
THRY 5 (12%)
Sl 4 (10%)
MID1732 4 (10%)
MID154 3 (7%)
MID1039 3 (7%)
MID2062 3 (7%)
xQz28 2 (5%)
MID1066 1 (2%)

Dos 34 pacientes que apresentaram polimorfismos informativos, 2 foram
excluidos na segunda fase de andlise das amostras pos-transplante: 1. um paciente
foi excluido pois havia sido transplantado em 1999 e, apesar de ter 4 amostras
analisadas para quimerismo, estas haviam sido colhidas mais de 10 anos poés-
transplante; 2. um paciente ndo apresentou mais o polimorfismo que havia sido
encontrado na amostra pré-TCTH. Sua amostra pré-TCTH e a do seu doador foram

novamente testadas para os 13 polimorfismos e nenhum informativo foi encontrado.
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Dos 32 pacientes analisados, 15 (46,9%) haviam recaido ap6s o
transplante, a maioria (11 pacientes; 73,3%), deles em até seis meses. Um paciente
recaiu aos 12 meses e 3 recairam apo0s 12 meses do transplante. Desta forma,
foram analisadas as amostras coletadas até 1 ano poés-transplante de todos os
pacientes e, dois dos pacientes que recairam apds 1 ano tiveram suas amostras
analisadas até a recaida. O terceiro paciente que recaiu apés 1 ano so tinha
amostras até 1 ano pos-TCTH. Conforme ja foi demonstrado em diversos estudos
com pacientes transplantados por leucemia, a situagcdo da doenca antes do
transplante € importante para o resultado do tratamento. Na populacdo estudada
observamos a mesma correlacdo, ou seja, o0 grupo de pacientes recidivados foi
transplantado em fases mais avangadas da doenga em relagdo ao grupo que nao
recidivou, conforme demonstrado na Tabela 8. Foram consideradas doencas
precoces as leucemias agudas em primeira remissao completa ou a LMC em fase
cronica. Todas as outras situacdes, como as leucemias agudas refratarias, em
recidiva ou em segunda remisséo, e as LMCs em fase acelerada ou crise blastica
foram consideradas doengas avancadas.

Tabela 8. Situacdo da doenca de base antes do transplante e correlacdo com
resultados do transplante (grupo de pacientes recidivados versus nao recidivados)

Situacao da doenca pré-transplante n
Grupo com recidiva 15
1RC / Fase crbnica 6

Nao 1RC / Fase cronica 9
Grupo sem recidiva 17
1RC / Fase crénica 15

Nao 1RC / Fase crbnica 2

1RC: primeira remissdo completa



46

Os 32 pacientes possuiam, pelo menos, 3 amostras pds-transplante
analisaveis e a mediana foi de 7,5 amostras/paciente (3-22). Na Tabela 9 pode-se
visualizar a distribuicdo das amostras coletadas até 6 meses por paciente e seus
respectivos status pés-TCTH. Como pode ser observado, os momentos de coleta
das amostras apresentaram grande variabilidade entre o0s pacientes. Esta
variabilidade se refletiu também nos resultados, inclusive quando estratificados pelo

tempo e o tipo de doenca.
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Tabela 9. NUmero de amostras para analise até 6 meses pés-TCTH e situacao dos

32 pacientes analisados

Més da coleta Situacao,
# | Iniciais | Doenca 2/3/4|5|6 coﬁias Recaida :;[ce;igz d;::fg:, crlrzllés
de seguimento

1 ASB LMA % |k | x| % +1 sim 12 vivo, PD, 57
2 | AMOS SMD * * | % sim 6 morto, PD, 7
3 | APGS LMC sk |k |k | o +2 nao vivo, RC, 57
4 ASS LMA * * nao morto, RC, 8
5 ACB LMA 2 | % | x| x| % +2 nao vivo, RC, 93
6 AR LMC % | % | % | x| % +4 nao morto, RC, 37
7 CLD LMC % | %k | x| % | % nao vivo, RC, 65
9 CAFC LMC * x| x| % niao vivo, RC, 77
11| CBFB LMA 2 |k | x| x| % sim 2 morto, PD, 7
12 CCL LMC S I B B +4 sim 5 morto, PD, 98
13 ESS LMA % | % sim morto, PD, 4
14 ERC LLA * | % % | % nao morto, RC, 9
17 | FFMF LMC ® | x| x| % +2 nao vivo, RC, 67
18 GAJ LMC % | % nao morto, RC, 4
19 IC SMD # | % | | ok | % sim morto, PD, 9
20 IWG LMA % | % sim morto, PD, 4
22 MSG LLA SO I B +2 sim 16 morto, PD, 28
23 MCJ LMA % | % | % nao morto, RC,5
24 MDP LMA | x| x| % +1 nio vivo, RC, 46
25| MLOS LMC % | nao vivo, RC, 101
28 | MCGM LMA AEEEREERE +13 nao vivo, RC, 70
29 NRS LMA +2 sim 1 morto, PD, 2
30 POF LLA | % | ok | % | % +4 sim 18 morto, PD, 19
31| PAAN SMD % | % | ok | % | % +1 sim 4 morto, PD, 7
33 | SAAC LLA % | % | % sim morto, PD, 18
34 | SMACO LLA O O sim morto, PD, 4
35| SSML LMA s | % | % | | % +3 nao vivo, RC, 61
36 | SRLS LMA % | % | x| % | % +3 nao vivo RC, 61
37| TCSP LMA w |k | % | % +3 nao vivo, RC, 45
38| TRMZ LMA s | % | % | % | % sim 4 morto, PD, 12
39 TAS LMA % | % | % | % | % +4 sim 25 morto, PD, 27
41 wC LMA * s | % | % +2 nao vivo, RC, 70

LMA: leucemia mieloide aguda; SMD: sindrome mielodisplésica; LMC: leucemia mieloide crénica;
LLA: leucemia linfoide aguda; PD: progressado de doenca; RC: remissdo completa. N. coletas =

coletas além dos 6 meses
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A sobrevida global mediana dos pacientes que recairam foi de 9 (2-98)
meses e, ao final do periodo de observacao, somente um (6,6%) permanecia vivo. A
maioria (86,6%) dos Obitos se deu por progressao da doenga. No total, 5 (29,4%)
dos pacientes que nao recairam morreram, 4 deles em até 9 meses apds o
transplante, a maioria (4 pacientes, 80%) por complicacdes infecciosas. Na Figura 9
estdo as curvas de Kaplan-Meier da Sobrevida Global (SG) e da Sobrevida Livre de
Doenca (SLD). A sobrevida global em 5 anos no grupo que nao recaiu foi
significativamente maior do que no grupo que recaiu (p= 0,001, teste de log-rank).
Nota-se também que a curva da SLD é muito proxima a da SG, o que reflete a alta
mortalidade nos pacientes que apresentam recidiva da doenca.

Figura 9. Curvas de Kaplan-Meier da Sobrevida Global e da Sobrevida
Livre de Doenca
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Foram analisadas 249 amostras p6s-TCTH, das quais mais de 99% eram
provenientes de sangue periférico. Foi possivel quantificar quase todas as amostras
com o método de RQ-PCR, que foi altamente sensivel, atingindo o nivel minimo de
deteccao de 0,01%. Somente as amostras do paciente POF apresentaram erro. Em
varias de suas amostras o valor do quimerismo excedeu os 100%, o que € um valor
nao real j& que o maximo é 100%. Isto se deveu, provavelmente, a ma qualidade
das amostras. Quando analisamos o gene da B-globina, o controle de qualidade do
DNA, observamos que a qualidade da amplificagdo do DNA de quase todas as
amostras deste paciente ndo foi boa, confirmando esta hipotese de erro por ma
qualidade do DNA.

Os valores que encontramos pelo método de PCR quantitativo em tempo
real foram, primeiramente, correlacionados com o teste de quimerismo padréao
utilizado na instituicdo, que é o VNTR (qualitativo). Alguns casos de quimera mista
foram analisados também pelo STR (quantitativo), mas o teste nado estava
disponivel na maioria das amostras. Conforme demostrado na Figura 10 pode-se
constatar boa correlacéo entre as técnicas, ou seja, quando o VNTR demonstrava
quimerismo completo, os valores do RQ-PCR estavam baixos, e quando o VNTR
demonstrava quimerismo misto, os valores do RQ-PCR estavam altos, evidenciando
maior quantidade de células do receptor em meio as ceélulas do doador no
quimerismo misto. Isto confirmou que a técnica, além de detectar o quimerismo em
todas as amostras, o fez adequadamente ao se correlacionar bem com o padrao
utilizado. A quantificacdo do quimerismo conseguiu distinguir 0s grupos com

quimera completa ou mista.



50

Figura 10. Porcentagem de quimera pelo RQ-PCR e correlacao com quimera
completa ou mista pelo VNTR nos meses 1, 3 e 6 pds-transplante.
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Além das quantificacbes pontuais do quimerismo, que permitem avaliar,
em um determinado momento no tempo poés-transplante, se ha evidéncia de células
do receptor e a sua quantidade, € importante avaliar a cinética do quimerismo. A
cinética permite observar se ocorre um periodo de quimera mista que vai sendo
progressivamente substituida por células do doador ou se, ao contrério, ha o
aumento das células do receptor, o que é um preditor importante de recidiva da
doencga. Conforme demonstrado na Figura 11, a cinética do quimerismo mostrou-se

bastante diferente entre os grupos de pacientes recidivados e ndo recidivados.

Figura 11. Cinética do quimerismo hematopoiético pds-transplante em pacientes

recidivados e nao recidivados.
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O grupo de recidivados apresentou queda abrupta inicial e,
posteriormente, o aumento muito rapido e precoce do quimerismo previamente a
recaida hematoldgica. Enquanto o grupo que n&o recidivou apresentou,
inicialmente, uma queda menos intensa, porém progressiva da porcentagem de
células do receptor, seguida pela sua diminuicdo lenta e continua ao longo do
tempo. Embora nédo tenha sido possivel encontrar um valor de corte no nivel de
quimerismo que pudesse ser preditivo de recaida, a diferenga na cinética foi
evidente. Curiosamente, observamos um periodo mediano de aproximadamente 6
meses para 0 quimerismo alcancar niveis abaixo de 0,1% no grupo de pacientes

nao recidivados.

Tentamos correlacionar a cinética do quimerismo com o risco de recaida
e o diagndstico de base, mas ndao conseguimos encontrar nenhuma significancia
estatistica. E evidente, no entanto, que os pacientes que recaem tém um aumento
muito precoce da populacdo de células do receptor. Entre 6-8 semanas apds o
TCTH comecamos a observar uma diferengca nos niveis de quimerismo, mas
provavelmente devido ao numero limitado da amostra, ndo houve significancia
estatistica, e somente uma tendéncia ap6s 12-14 semanas do TCTH (p= 0,06). O
tempo mediano para a recaida hematoldgica foi de 18 semanas. Este dado poderia
explicar a falta de resposta a infusdo de linfécitos do doador nos cinco pacientes
que foram submetidos a esta terapia de resgate apds a detecgdo da quimera mista
pelo VNTR/STR e todos faleceram por progressao da doenca.

Nao foi possivel correlacionar os valores do quimerismo com nenhum
outro parametro clinico. As amostras eram heterogéneas quanto ao momento da
coleta e 0 numero de pacientes foi provavelmente insuficiente para demonstrarmos
diferencas estatisticamente significativas entre os pacientes recidivados e nao
recidivados com base nos valores de quimerismo. E necessario que seja avaliado
um maior numero de pacientes dentro de um estudo prospectivo.
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6. DISCUSSAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas é uma modalidade
terapéutica importante no manejo das doengas oncohematol6gicas. Sua vantagem
terapéutica resulta ndo somente da possibilidade de permitir maior intensidade do
tratamento quimioterapico mas também do efeito antineoplasico mediado pelas
células do enxerto. Evidéncias clinicas do efeito enxerto versus leucemia foram
observadas inicialmente em estudos retrospectivos, que mostravam menor
incidéncia de recidiva nos pacientes que apresentavam a doenca do enxerto contra
o hospedeiro. A partir dai, a importancia das células T foi reconhecida, os
mecanismos da DECH e do EVL foram estudados e diversas modalidades
terapéuticas, como a ILD, o uso de citocinas, os transplantes ndo mieloablativos,
entre outros, foram desenvolvidas para explorar este importante mecanismo
imunolégico de combate a neoplasia. Ainda assim, muitos pacientes recidivam sem

dar tempo de oferecer o tratamento de resgate adequado.

Este estudo nasceu de uma sensacdo de enorme impoténcia frente a
rapida recidiva da doenca apds o transplante sem que pudéssemos té-la previsto e
prevenido. Sentiamos que precisavamos ser mais rapidos que a doenca, detecta-la
quando ela ainda estivesse muito incipiente para ndo deixa-la progredir. Na época,
estavam sendo publicados diversos estudos com RQ-PCR e o método de
polimorfismos indels havia sido publicado recentemente com resultados expressivos.
Foi possivel prever a recaida em um numero muito maior de pacientes (88,2 vs
44,4%) em relacdo ao VNTR com a antecipagdo mediana de 58 dias®*. Decidimos
entdo avaliar a factibilidade e a reprodutibilidade desta técnica nos pacientes
transplantados na UNICAMP.

O primeiro obstaculo foi conseguir os primers e probes dos polimorfismos
indels. Nenhuma empresa nacional os produzia. Encontramos um fabricante na
Espanha, a empresa Sistemas Gendmicos (Valencia, Espanha), que poderia
fornecer o material, mas entdo surgiu o segundo obstaculo: o preco. Com o

financiamento da FAPESP pudemos importar e iniciar o estudo.

O terceiro desafio surgiu com o desenho do estudo. Por ser retrospectivo,
teriamos que usar as amostras que estavam armazenadas. Nem todas as amostras

que haviam sido analisadas no passado estavam ainda presentes. Dos 41 pacientes
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selecionados, 3 tiveram que ser excluidos pois nao tinham mais amostras pré-
transplante disponiveis. O momento da coleta e 0 numero de amostras eram muito
diferentes entre os pacientes. O volume, em alguns casos, era muito pequeno € nao
tinhamos a possibilidade de conseguir novas amostras. Um importante ponto
positivo era que tinhamos um numero bastante grande de amostras e, conhecendo
este montante, pudemos programar adequadamente os teste de acordo com a
necessidade do método, a importancia clinica que pretendiamos e 0 nosso

orgamento.

Os primeiros dados clinicos dos pacientes ja confirmaram a importancia
deste estudo. Dos 41 pacientes selecionados, 41,5% haviam recidivado apos o
transplante. Interessante observar que as recidivas foram, em sua grande maioria,
muito precoces, 76,4% em até 6 meses pos transplante. Outro dado importante em
relacdo as recidivas foi a situacdo da doenca antes do transplante. Ja é bem
conhecido, e nosso estudo confirmou, que pacientes transplantados com doenca
avancada tém maior risco de recidivar. Reconhecer isto j& é um importante
mecanismo de prevencao de recidivas, ou seja, quanto melhor a avaliagdo pré-
transplante e os critérios utilizados para garantir que o paciente sera submetido ao
tratamento em wuma condicdo favoravel, melhores serdo os resultados,

independentemente de métodos diagndsticos modernos no pos-transplante.

A técnica de quimerismo por PCR quantitativo em tempo real de
polimorfismos de insercdo/delecédo dialélicas foi pratica e rapida, além de muito
precisa na detecgdo do quimerismo pdés-TCTH. Estas caracteristicas a qualificam
para 0 monitoramento deste grupo de pacientes com leucemias, que precisam de
um teste rapido e preciso para deteccao de doenca residual ou recidivante.

A primeira analise, onde avaliamos a presenca dos 13 polimorfismos nos
pares receptor-doador, foi realizada com uma quantidade pequena de DNA, de
25ng, se considerarmos que os principais métodos de PCR convencional e em
tempo real utilizam 100-500ng. Um estudo recém publicado® avaliou 16 pares
receptor-doador e, também por ser um estudo retrospectivo e com pequeno volume
de amostra, testou quantidades menores de DNA. Foram usados 5ng de DNA nas
amostras pré-TCTH e 20ng nas amostras pds-TCTH com boa amplificacdo e Cts
médios de 28,05. Os testes de efichAcia dos primers/probes neste estudo

determinaram o Ct maximo de 36 como adequado. O kit de polimorfismos que
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usamos determinavam o Ct maximo de 25 na amplificagdo da B-globina como
controle de qualidade do DNA. Portanto, optamos por usar 25ng de DNA pois com
12,5ng o Ct estava discretamente acima deste valor (Ct = 25,9). A amplificagéo do
DNA em nossas amostras foi adequada e a taxa de informatividade de 83% &
comparavel ao que foi descrito em literatura®. Esta qualidade de amplificagdo em
quantidades relativamente pequenas de DNA confirma a sensibilidade e a acuracia
da técnica. Como ja foram descritos mais de 2000 polimorfismos indels®%84, é
possivel e necessario incluir novos primers para estes polimorfismos na pratica

clinica para aumentar a informatividade do método.

A andlise das amostras pds-TCTH para 1 ou 2 polimorfismos informativos
demonstrou que o método foi capaz de detectar niveis muito baixos de células do
receptor nesta populacéo de pacientes estudada. Houve boa correlagcao dos valores
obtidos com o RQ-PCR e os resultados do VNTR. Nao foi possivel fazer uma
comparagao estatistica entre os métodos, ndo somente por se tratarem de técnicas
muito diferentes, sendo o VNTR um teste qualitativo, mas principalmente pela
heterogeneidade das amostras. Provavelmente, um estudo prospectivo com maior
nuamero de pacientes seria capaz de demonstrar diferencas significativas, conforme
um estudo publicado®. Embora ndo tenha sido possivel determinar um valor de
corte do quimerismo que pudesse ser preditivo de recidiva, a técnica demonstrou
que a cinética do quimerismo foi muito diferente entre os pacientes recidivados e nao
recidivados, e algumas observacdes importantes puderam ser feitas.

Os pacientes que recidivaram tiveram uma queda abrupta do quimerismo
logo apo6s o transplante, conforme o esperado. No entanto, precocemente, o
quimerismo ja apresentou um aumento muito rapido. Logo ap6s 6-8 semanas do
TCTH comecamos a observar uma diferenca nos niveis de quimerismo, mas
provavelmente devido ao numero limitado da amostra, ndo houve significancia
estatistica, e somente uma tendéncia ap6s 12-14 semanas do TCTH (p = 0,06). O
tempo mediano para a recaida hematol6gica foi de 18 semanas. Isto ajuda a explicar
porque nao houve resposta a infusdo de linfécitos do doador nos 5 pacientes que
foram submetidos a esta terapia de resgate apds a deteccédo da quimera mista pelo
VNTR/STR e todos faleceram por progressdao da doencga. A intervencao precoce,
imediatamente apdés a evidéncia de recaida, é crucial para o prognéstico nesta
populacao de pacientes. Como o método de RQ-PCR foi capaz de identificar estes

aumentos precoces do quimerismo, e que culminaram em recidivas hematolégicas
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precoces, podemos inferir que estes pacientes mantiveram uma carga tumoral
residual que foi refrataria ao condicionamento. Talvez a ILD profilatica pudesse ser
mais eficaz nestes casos com evidéncia de doenga residual tdo precoce. Dois
trabalhos recentes*%5, um deles de revisdo, avaliaram o papel da ILD profilatica em
pacientes com alto risco de recidiva. O primeiro® avaliou a ILD profilatica em
pacientes transplantados com regime de condicionamento mieloablativo para
leucemia aguda refrataria. A ILD era realizada no dia +60 poés-transplante se o
paciente nao tivesse DECH aguda grau 2ll, independentemente da doenca residual
minima. Caso o paciente tivesse DECH aguda no D+30 ou DECH aguda grau Il no
D+60, receberia ILD no D+90 caso a doenca residual minima fosse positiva e nao
tivesse mais DECH. Os pacientes que receberam a ILD profilatica tiveram menor
taxa de recidiva (22.7% vs 33.9%, P=0.048) e maior sobrevida (58.1% vs 54.9%,
P=0.043) do que os pacientes que nao receberam a DLI. O segundo trabalho* fez
uma revisdo de estudos que utilizaram ILD com diferentes modificacbes do
procedimento. Em relacdo a ILD profilatica, avaliou 4 estudos que demonstraram
reducao das recidivas pds-transplante.

O grupo que nao recidivou apresentou, inicialmente, uma queda menos
intensa porém progressiva da porcentagem de células do receptor, seguida pela sua
diminuicao lenta e continua ao longo do tempo. Houve um periodo mediano longo,
de aproximadamente 6 meses, para 0 quimerismo alcangar niveis abaixo de 0,1%
neste grupo de nao recidivados. H& ainda poucos estudos publicados com o uso dos
indels para a avaliagdo longitudinal do quimerismo pds-TCTH®36669 e algumas
questdes importantes permanecem sem respostas e necessitam de maior
investigacdo. E possivel que as células remanescentes do receptor nos primeiros 6
meses pds-transplante, conforme observado no grupo nao recidivado, tenham sido
responsaveis por desencadear um efeito EVL mais eficiente? Estas células residuais
sao células normais ou leucémicas? A quimera mista inicial poderia ser benéfica? As
células do receptor que predominam ainda apés o condicionamento poderiam ser
responsaveis pelos resultados do transplante? Foi relatado, por exemplo, que os
filtros usados na coleta da medula éssea podem conter uma média de 21% de
células iniciadoras de col6nias de longa duracao e 15% de unidades formadoras de
colénias de fibroblastos do total de células progenitoras e que a adicdo destas
células a medula coletada reduziu significativamente a incidéncia de DECH graus II-

IV e a mortalidade relacionada ao transplante’®. Estes dados reforcam a importancia
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das outras células da medula éssea, tais como as células mesenquimais, no

mecanismo da pega.

A avaliagdo do quimerismo em niveis tdo baixos poderia nos ajudar a
compreender este complexo mecanismo onde células geneticamente distintas
interagem em diversas situacdes pds-transplante. Isto poderia também levar a maior
otimizagdo dos atuais regimes nao mieloablativos para obtermos melhores efeitos

EVL com menores efeitos adversos.

Como relatado anteriormente, uma limitacdo importante do seu uso é o
custo. Os kits de polimorfismo usados foram importados e ndo existem disponiveis
no mercado nacional. No entanto, a maioria destes polimorfismos esta descrito em
literatura e seu sequenciamento € conhecido. Como vimos que a técnica funciona,
um proximo passo seria a producao destes polimorfismos para podermos ampliar a

amostra de pacientes e, posteriormente, usa-los na pratica clinica.
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7. CONCLUSAO

A técnica de quimerismo por PCR quantitativo em tempo real de
polimorfismos indels ¢é factivel e foi reprodutivel no grupo de pacientes
transplantados em nossa instituicdo. Quase todas as amostras puderam ser
amplificadas e analisadas de forma adequada. A técnica é simples e demonstrou
boa correlagao com o padrao utilizado.

Nao foi possivel estabelecer um ponto de corte no valor do quimerismo
que pudesse ser preditivo do risco de recidiva da doenca apds o transplante, mas a
técnica foi capaz de detectar o aumento progressivo do quimerismo nos pacientes
que recidivaram e demonstrou que a cinética do quimerismo é bastante diferente
entre os grupos de pacientes recidivados e nao recidivados. E necessario ampliar o
namero de pacientes no estudo para demonstrarmos a correlacdo dos valores de
quimerismo com as variaveis clinicas e tentar encontrar um valor de corte que seja

indicativo de alto risco de recidiva.
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9.1. Ficha de dados clinicos

Dados clinicos dos pacientes a serem compilados e inseridos em uma planilha
para analise:

= Numero do paciente: nimero de 3 digitos atribuido ao paciente para identificacdo do
mesmo;

= Sexo do paciente

= |dade do paciente no dia do TMO em anos;

= Diagnéstico da doenga de base;

= Tipo de doador: aparentado ou nao aparentado

= Tipo de condicionamento: ablativo ou ndo mieloablativo

= Tipo de enxerto: medula 6ssea, células progenitoras periféricas, sangue de cordao

= Data de internagédo do paciente para realizar o condicionamento;

= Data do primeiro dia do TMO (o primeiro D+0);

= Data da alta hospitalar;

= Numero de células nucleadas infundidas;

= Numero de células CD34+ infundidas;

= Qual profilaxia de DECH usada

= Grau da DECH aguda, se ocorreu (varia de 0 a 4 + NA= n&do avaliavel);

= Dia em que ocorreu a DECH aguda

= Se ocorreu DECH crénica

= Dia em que foi analisada a DECH ou o dia em que foi diagnosticada

» Dia da pega de granulécitos (2 dias consecutivos de neutréfilos > 500);

= Dia da Pega de plaquetas > 20.000, respeitando 7 dias sem transfusdo de plaquetas;

= Se apresentou recidiva ou progressao;

= Data da recidiva, progressao ou rejeicao;

= Situacdo da doenga na data da ultima consulta ou 6bito;

= Situagao: se vivo ou se 6bito

= Data do 6bito

= Causa do 6bito
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9.2. Tabela com os dados dos pacientes

. Diada | Diada
NP Sexo Idade | Diagndstico ?(I)’:d((i)i HLA | Transpl | En | Internagio | TMO Alta  [Cls Nucl| CD34+ | pegade | pegade NP | ProfDECH | DECHa |DiaDECHa| DECHc |[DiaDECHc| Rec | DataRec | StatusDi Sit Obito Causa
neutréfilos | plaquetas
28 M 26 IMA Ap 6/6 AL CPP | 14/07/09 | 23/07/09 | 07/08/09 | 459 307 11 15 8 CyA 2 84 2 327 S 21/07/10 RC \
730 F M3 SMD Ap 6/6 AL CPP | 18/08/09 | 27/08/09 | 22/09/09 | 7,72 231 %4 15 730 CyA 0 100 0 194 S 23/02/10 | recidiva M 27/03/10 | Rec
685 F 344 LMC Ap 6/6 AL CPP | 19/08/08 | 28/08/08 | 15/09/08 | 333 248 15 15 685 CyA 0 100 2 201 N RC \
624 F 518 IMA Ap 6/6 RIC CPP | 1700407 | 24/04/07 | 06/05/07 | 24,14 46 12 9 624 MMF 2 75 2 101 N RC M 01/01/08 | Infec
564 M 62,1 IMA Ap 6/6 RIC CPP | 1700106 | 24/01/06 | 10/02/06 | 941 2,64 14 0 564 MMF 2 78 2 86 N RC \
764 M 65,2 LMC Ap 6/6 RIC CPP | 10/08/10 | 19/08/10 | 08/09/10 | 426 399 18 13 764 CyA 0 100 2 179 N RC M 11/09/13 | Infec
691 M 468 IMC Ap 6/6 AL MO | 07/10/08 | 16/10/08 | 10/11/08 | 255 1,06 19 20 691 CyA 0 100 2 211 N RC \
550 M 298 LMC Ap 6/6 AL CPP | 18/10/05 | 27/10/05 | 12/11/05 | 7.2 557 14 17 550 CyA 0 100 2 131 N RC M 12/04/06 | DECHc
614 F 35,6 LMC Ap 6/6 AL CPP | 250107 | 02/02/07 | 24/02/07 | 411 2,19 16 26 614 CyA 0 100 0 2301 N RC \
690 M 312 IMC Ap 6/6 AL MO | 24/09/08 | 01/10/08 | 22/10/08 | 2,64 203 15 17 690 CyA 0 100 2 265 N RC \
714 F 388 IMA Ap 6/6 AL MO | 03/03/09 | 12/03/09 | 17/04/09 | 246 317 19 2 714 CyA 0 71 S 28/05/09 | recidiva M 13/10/09 | Rec
473 F 344 IMC Ap 6/6 RIC CPP | 10/05/04 | 18/05/04 | 31/05/04 | 688 6,51 6 0 473 MMF 0 100 0 176 S 26/10/04 RC M 30/05/12 | DECHc
756 F 288 IMA Ap 6/6 AL CPP | 0206/10 | 10/06/10 | 07/07/10 | 8,16 399 17 21 756 CyA 2 20 S 14/09/10 PD M 04/10/10 | Rec
763 M 457 LIA Ap 6/6 AL CPP | 29/07/10 | 09/08/10 | 08/09/10 | 354 307 % 23 763 CyA 0 100 2 204 N RC M 25/04/11 | DECHc
206 F 330 IMA Ap 6/6 AL MO | 1910199 | 28/10/99 | 17/11/99 | 28 397 20 20 206 CyA 0 100 1 495 N RC \
568 M 475 IMC Ap 6/6 AL CPP | 13/0206 | 23/02/06 | 27/03/06 | 282 232 31 23 568 CyA 0 100 2 230 N RC \
671 M 35,1 IMC Ap 6/6 AL CPP | 15/04/08 [ 24/04/08 | 15/05/08 | 3,08 358 20 19 671 CyA 0 100 2 306 N RC \
539 F 260 IMC Ap 6/6 AL CPP | 10/08/05 | 18/08/05 | 02/09/05 | 5.1 57 10 539 CyA 0 100 N RC M 01/12/05 SPI
680 F 654 SMD Ap 6/6 RIC CPP | 15/07/08 | 23/07/08 | 19/09/08 | 6,02 412 14 21 680 MMF 0 100 0 125 S 05/01/09 | recidiva M 200409 | Rec
737 M 487 IMA Ap 6/6 AL CPP | O3/11/09 | 11/11/09 | 02/12/09 | 445 424 18 15 737 CyA 0 %9 S 01/02/10 | recaida M 20/03/10 | Rec
681 M 537 IMA Ap 6/6 AL MO | 15/07/08 | 31/07/08 | 05/09/08 | 446 364 18 %4 681 CyA 0 T4 S 07/10/08 PD M 13/10/08 |  Rec
759 M 347 LLA Ap 6/6 AL CPP | 22006/10 | 0507/10 | 23/07/10 | 497 583 12 16 759 CyA 0 100 2 171 S /1111 | recidiva M 05/11/12 | Rec
664 F 518 IMA Ap 6/6 RIC CPP | 26/02/08 | 11/03/08 | 31/03/08 | 1089 | 377 19 11 604 MMF 2 84 0 139 N RC M 28/07/08 | Infec
753 F 517 IMA Ap 6/6 AL CPP | 13/04/10 | 22/04/10 | 18/05/10 | 6,16 755 11 14 753 CyA 0 100 2 265 N RC \
547 F 436 IMC Ap 6/6 AL MO | 05/10/05 | 13/10/05 | 30/10/05 | 35 1,61 15 21 547 CyA 2 35 2 101 N RC \
401 F 56,2 SMD Ap 6/6 RIC CPP | 13/12007 | 20/12/07 | 10/01/08 | 6,67 2,18 10 8 401 MMF 2 %8 2 315 N RC \
678 F M40 IMA Ap 6/6 AL MO | 01/07/08 | 10/07/08 | 04/08/08 | 337 327 14 18 678 CyA 0 100 1 138 N RC \
643 M 55,6 LMA Ap 6/6 AL MO | 0210007 | 11/10007 | 08/11/07 | 342 39 16 19 643 CyA 0 100 2 251 N RC \
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. Diada | Diada
NP Sexo Idade | Diagndstico Ef: d?): HLA Transpl | En | Internacio [ TMO Alta  [Cls Nucl| CD34+ | pegade | pegade NP ProfDECH | DECHa |DiaDECHa| DECHc |[DiaDECHc| Rec Data Rec | StatusDi Sit Obito Causa
neutrofilos | plaquetas

672 M 254 LMA Ap 6/6 AL MO | 06/0508 | 15/05/08 | 12/06/08 | 2,66 3,16 21 35 672 CyA S 27/06/08 RC M 29/06/08 Rec
736 M 328 LLA Ap 6/6 AL CPP | 20/10/09 | 29/10/09 | 19/11/09 | 248 289 13 11 736 CyA 0 100 2 131 S 26/04/11 | recidiva M 22/05/11 Rec
719 M 42,5 SMD Ap 6/6 AL MO [ 07/04/09 | 16/04/09 | 15/05/09 [ 489 0,62 26 33 719 CyA 0 100 S 20008/09 | recaida M 06/11/09 Rec
711 F 29,5 LMA Ap 6/6 AL MO [ 10/02/09 | 19/02/09 | 18/03/09 [ 176 29 18 30 711 CyA S 04/05/09 PD M 27/07/10 Rec
636 F 409 LLA Ap 6/6 AL CPP | 05/09/07 | 14/09/07 | 05/10/07 | 7,52 4,63 13 18 636 CyA 0 100 0 116 S 3171207 | recaida M 01/03/09 Rec
618 F 504 LLA Ap 6/6 AL MO [ 19/02/07 | 01/03/07 | 21/03/07 [ 151 4,01 16 22 618 CyA 3 55 N 19/06/07 | recaida M 23/06/07 Rec
657 F 418 ILMA Ap 6/6 AL MO | 15/01/08 | 24/01/08 | 16/02/08 | 24 1,14 16 23 657 CyA 0 100 2 376 N RC \i

699 F 435 IMA Ap 6/6 AL CPP | 02/12/08 | 15/12/08 | 01/01/09 | 7,57 422 17 11 699 CyA 0 100 2 176 N RC \

726 F 4.4 IMA Ap 6/6 AL MO [ 05/08/09 | 13/08/09 | 03/09/09 [ 2,79 43 16 16 726 CyA 0 100 1 440 N RC \

634 F 452 LMA Ap 6/6 RIC CPP | 05/07/07 | 17/07/07 | 15/08/07 | 4,07 3,62 27 21 634 MMF 3 35 0 363 S 23/10/07 | recaida M 14/07/08 Rec
712 F 415 LMA Ap 6/6 AL MO | 18/02/09 | 26/02/09 | 23/03/09 | 341 3 21 28 712 CyA 0 100 2 194 S 07/04/11 | recaida M 09/05/11 Rec
692 F 332 LLA Ap 6/6 AL CPP | 21/10/08 | 03/11/08 | 26/11/08 | 5,78 4,01 2 20 692 CyA 0 100 2 339 N RC \

639 M 380 LMA Ap 6/6 AL CPP | 21/08/07 | 30/08/07 | 22/09/07 | 11,06 597 21 13 639 CyA 0 100 2 229 N RC \i

NP: nimero do paciente, M: masculino, F: feminino, LMA: leucemia mieloide aguda, SMD: sindrome mielodisplasica, LMC: leucemia mieloide cronica, LLA: leucemia linfoide aguda, Ap:
aparentado, Transpl: tipo de transplante, AL: alogénico convencional, RIC: alogénico com condicionamento de intensidade reduzida, En: tipo de enxerto, MO: medula dssea, CPP: células
progenitoras periféricas, Cls Nucl: nimero de células nucleadas x 108, CD34+: nimero de células CD34+ x 106

ProfDECH: profilaxia da doenga do enxerto contra o hospedeiro, CyA: ciclosporina, MMF: micofenolato mofetil, DECHa: grau da doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda (0 se ndo
ocorreu), DiaDECHa: dia pds transplante da DECHa, DECHc: grau da doenga do enxerto contra o hospedeiro cronica (0 se ndo ocorreu), DiaDECHc: dia pds transplante da DECHc, Rec: recidiva,
S: sim, N: ndo, Data Rec: data da recidiva, StatusDi: situacdo da doenga no Ultimo acompanhamento, RC: remissdao completa, Sit: situagdo do paciente no ultimo acompanhamento, V: vivo, M:
morto, Obito: data do débito, causa: causa do ébito, Infec: infecgdo, SPI: sindrome da pneumonia idiopética
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Chimerism interpretation with a highly sensitive quantitative
PCR method: 6 months median latency before chimerism drop

below 0.1%

Bone Marrow Transplantation advance online publication,
15 February 2016; doi:10.1038/bmt.2016.5

Despite better results with hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) over the years, high rates of relapse, which in acute leukemia
can reach 30-70% of cases, remain a major challenge.'™ The
treatment of relapse has better outcomes if performed early.
Studies show that the detection of mixed chimera after transplan-
tation can predict for relapse in most cases and it may allow for
earlier appropriate treatment, with higher chances of success.*

A variety of techniques has been developed to determine
post-transplant chimerism. The use of PCR-based amplification of
STRs has become the gold standard for quantitative chimerism
analysis but, although the high informativity and good accuracy of
the methed, its sensitivity is relatively low and the detection level
of a minor genotype is between 0.4 and 5%.%° Some studies have
proposed RQ-PCR-based methods that allow for the detection
and quantification of hematopoietic chimerism, with sensitivities
<0.1% of the minor genotypes.'”

In this study, we tested a method of quantitative PCR
of insertions—deletions (indels) diallelic polymorphisms.'' "2
RQ-PCRs were performed with TagMan technology at an ABI
Prism 7500 apparatus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
The TagMan reaction is based on the 5’ nuclease activity of Taq
DMNA polymerase to cleave an oligonucleotide probe during PCR,
thereby generating a detectable signal that is analyzed in a
dedicated thermocycler.'* We analyzed samples from 41 adult
patients submitted to HSCT at the Bone Mamow Unit of the
University of Campinas between 2005 and 2010. Patients' DNA
samples were appropriately stored and their concentrations were
measured with Thermo Scientific Nanodrop 1000 (Wilmington, DE,
USA). We first analyzed all pre-HSCT samples of patients and their
respective donors for the presence of 13 indels polymorphisms.
The primers and probes for the polymorphisms studied came in a
set produced by the Spanish company Sistemas Genomicos
(Valencia, Spain). The set also included the B globin gene for DNA
quality control. We used a total of 25 ng of DNA and all samples
were satisfactorily amplified. When a polymorphism was present
in patient DNA and absent in donor DNA, it was considered
informative and selected for further analysis. We found informa-
tive polymorphisms in 83% (34) of patients, half of them had more
than one. Patients had at least three post-HSCT samples and were
tested for one or two polymorphisms up to 1 year post HSCT, or
longer, if relapse occurred later and samples were available. Two
patients were excluded because of inadequate samples. The
median number of samples was 7.5 per patient and we used
100ng of DNA for the tests. A complete table with the
characteristics of patients and the distribution of the polymorph-
isms studied can be found in the Supplementary Appendix.

Descriptive analyses were done and presented through
graphics and tables. The time of relapse was defined as the date
of first hematologic relapse. To investigate clinical correlations,
Pearson correlation coefficient was applied and differences in
quantitative variables were analyzed by Mann-Whitney or t-test,

when satisfactory, whereas categorical data were compared by
x*-test. Kaplan-Meier method and log-rank test were also applied
for survival analysis. P-values below 0.05 were considered
significant. SPSS (statistical package for social sciences) version
210 (Armonk, NY, USA) and the GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) were used.

Almost half (46.9%) of the patients relapsed, most of them
(733%) in the first &6 months. The median overall survival for
relapsed patients was 9 (2-98) months and, at the end of the
observation period, only one patient (6.6%) was alive. The main
cause of death was disease progression. Among non-relapsed
patients, five (29.4%) died, four in 9 months post HSCT, mostly
from infectious complications. Five-year overall survival in non-
relapsed patients was significantly higher than in the relapsed
group (P=0.001, log-rank test).

The quantitative PCR method was able to quantify the
chimerism in almost all 249 post-HSCT samples and it was highly
sensitive, with a minimum level of detection reaching 0.01%. For
the analysis of post-HSCT samples, we used 100 ng of DNA. Only
one patient had an inadequate amplification of the DNA in almost
all his samples because of bad DNA quality. As shown in Figure 1,
the chimerism kinetics was very different between groups of
relapsed and non-relapsed patients. The relapsed group showed a
steep initial drop and then a very early and fast rise in chimerism
before hematologic relapse. The non-relapsed group showed,
initially, a less deep and more progressive fall in the percentage of
recipient cells, followed by a continuous and slow fall over time.
Although we could not find a cutoff level of chimerism that could
predict relapse, the difference in the kinetics was evident. Also,
curiously, there was a median peried of about 6 months before
chimerism clearance reached levels below 0.1% in non-relapsed
patients.

We tried to correlate the chimerism kinetics with the risk of
relapse and the diagnosis, but we didn’t find statistical signifi-
cance. It is evident, though, that those patients who relapse have a
very early rise in the population of recipient cells. As early as
6-8 weeks post transplantation, we started to see a difference in
chimerism levels, but probably due to the limited sample size,
there was no statistical significance, only a trend at 12-14 weeks
(P=0,06). The median time to hematologic relapse was 18 weeks.
This helps explain why there was no response to donor
lymphocyte infusions among all five patients who were submitted
to it after detection of mixed chimerism by variable number
tandem repeat (VNTR)/STR and all of them died of disease
progression. Early intervention upon evidence of relapse is crucial
for prognosis in this population.

It was not possible to correlate the chimerism values with any
other clinical parameter. The samples were heterogeneous at the
time of collection and the number of patients was probably
insufficient to be able to demonstrate a statistical difference
between relapsed and non-relapsed patients based on the
chimerism value. It is necessary to evaluate a larger number of
patients in a prospective study.

The chimerism technigue by real-time PCR of insertion—deletion
diallelic polymorphisms was easy to perform and very accurate for
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Figure 1. Differences in chimerism kinetics reveal a long time to

clearance of host cells to <0.1% in non-relapsed patients, up to
1259 days post transplantation (median 189 days), and a very early
rise in host cells in relapsed patients.

the detection of chimerism after HSCT. It was able to detect very
low levels of recipient cells in the studied post-HSCT population.
Although it was not able to determine a cutoff value that could be
predictive of relapse, it showed that the chimerism kinetics is very
different between relapsed and non-relapsed patients. There are
still very few reports on the use of indels for longitudinal
chimerism evaluation post HSCT and some important questions
remain unanswered and need further investigation. Is it possible
that the remaining recipient cells in the first 6 months post
transplantation observed in the non-relapsed patients were
responsible for triggering a more efficient GvL effect? Are these
residual recipient cells normal or leukemic cells? Is initial mixed
chimerism beneficial? The predominant type of recipient cells that
remain after conditioning could be responsible for the results of
the transplant. It is been reported, for example, that filters used in
bone marrow harvest may contain on average 21% long-term
culture-initiating cells and 15% fibroblast colony-forming units of
the total progenitor cell content and that adding these cells to the
harvest significantly reduced the incidence of grade Il-IV GvHD
and the transplant-related mortality.' It highlights the importance
of other bone marrow cells, such as mesenchymal cells in the
mechanisms of engraftment. The evaluation of chimerism at such
low levels could help us understand the complex mechanism of
genetically distinct cells interacting in different post-
transplantation settings. This could also lead to a better
optimization of the current nonmyeloablative conditioning regi-
mens for better GvL effect with lower adverse effects.
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