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uncharted sea, but he who studies medicine
without patients does not go to sea at all”
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RESUMO

Introducdo: o transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas, em
suas diversas modalidades, é um tratamento com potencial curativo para uma
série de doencas hematologicas, malignas ou benignas, e um numero
crescente de doencas genéticas. Nem todos os pacientes terdo um doador
aparentado 100% compativel disponivel e precisardo de uma fonte alternativa
de enxerto. Transplantes de doadores néo relacionados foram feitos na maioria
desses casos, mas ainda h& pacientes que ndo conseguem encontrar um
doador adequado nos registros ou ndo tém tempo para esperar por essa
busca. Neste cenario, o0s transplantes com doadores haploidéntico

relacionados estdo ganhando mais espaco.

Materiais e métodos: Estudo de coorte retrospectivo, foram incluidos todos os
pacientes submetidos a transplante alogénico de células-tronco em nosso
centro, usando um doador relacionado haploidéntico (HRD) ou um doador
voluntario ndo relacionado (URD — HLA compativel 10/10 ou HLA compativel
9/10). Foram incluidos pacientes de todas as idades, independente da doenca
primaria que levam ao transplante. Os transplantes foram realizados entre
janeiro de 2013 e junho de 2017. Também foram incluidos pacientes

submetidos a um segundo transplante de células-tronco alogénicas.

Resultados: Foram incluidos 83 pacientes, 33,7% (28) transplantes HRD
(HRDT), 66,3% (55) transplantes URD (URDT). Os dois grupos eram similares,
exceto pelo tempo do diagndstico da doenca primaria até o transplante, que no
HRDT foi de 14 meses IQR (10-22), e no URDT, 24 IQR (18-51) (p<0,001). N&o
houve diferenca estatistica para falha primaria de enxertia (HRDT 3,7% e
URDT 1,9%), falha secundaria de enxertia (HRDT 7,1% e URDT 1,8%),
mediana de tempo para pega neutrofilica (HRDT 17 dias, URDT 19 dias) e
quimerismo completo no D+30 (HRDT 85,2% e URDT 82%). Também né&o
houve diferenca com significaAncia estatistica entre os grupos no que diz
respeito a complicagbes como: cistite hemorrdgica (HRDT 21.4% e URDT
9,1%), sindrome oclusiva sinusoidal (HRDT 0% e URDT 3,6%), reativacao de

citomegalovirus (HRDT 75% e URDT 53.7%) ou infeccdo fungica invasiva



(HRDT 50% e URDT 45,5%). A incidéncia cumulativa de doenca do enxerto
contra o hospedeiro aguda grau Ill e IV foi de 28,6% no HRDT e 20,4% no
URDT. A incidéncia cumulativa de doenca contra o hospedeiro cronica foi de
17,9% no HRDT e 14,8% no URDT. Recaidas ocorreram em 10,7% dos HRDT
e 7,3% dos URDT (p=1). Mortalidade relacionada ao transplante foi de 28,6%
para HRDT e 40% para URDT (p=0,319). A Sobrevida global foi de 57,1% para
o HRDT e 49,1% para o URDT (p=0,443). A reconstituicdo imune foi similar
entre os grupos exceto pela mediana de IgG do D+180, 644 (536 - 769) para
HRDT e 507 (422 - 599) para URDT (p=0,028).

Conclusao: O estudo demonstrou que, em nosso centro, os transplantes de
células-tronco hematopoiéticas usando doadores haploidénticos sdo uma
opcao viavel para pacientes com diversos disturbios malignos ou benignos com
resultados comparaveis aos transplantes ndo relacionados. Um ndmero maior
de pacientes e necessario para melhor avaliar fatores de risco e complicacfes

em subgrupos.

Palavras-chave: transplante de células tronco, transplante de medula 6ssea,

doador haploidéntico, doador ndo aparentado, reconstituicdo imune



ABSTRACT

Introduction: Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, in its various
modalities, is a treatment with curative potential for a range of hematological
diseases, either malignant or benign, and an increasing number of genetic
diseases. Not all patients will have a 100% matched related donor available and
will need an alternative graft source. Unrelated donor transplantations have
been done in most of those cases, but there are still patients not able to find a
suitable match donor in the registers or do not have the time to wait for this
search. In this scenario, transplantation using related haploidentical donors are

gaining more relevance.

Methods: Retrospective cohort study, of all consecutive patients who
underwent allogeneic stem cell transplantation at our center, using a
haploidentical related donor (HRD) or a volunteer unrelated donor (URD - either
10/10 HLA allele matched or 9/10 HLA alelle matched), including patients of all
ages and all primary diseases leading to the transplantation. The patients were
included between January 2013 and June 2017. Patients undergoing a second

allogeneic stem cell transplantation were also included.

Results: A total of 83 patients were included, 33,7% (28) were HRD transplants
(HRDT), 66,3% (55) URD transplants (URDT). The two groups were similar,
except for time from diagnosis to transplantation: HRDT, 14 months IQR (10-
22), compared to URDT, 24 months IQR (18-51) (p<0,001). There was no
statistically significant difference for primary graft failure (HRDT 3,7% and
URDT 1,9%), secondary graft failure (HRDT 7,1% and URDT 1,8%), median
time to neutrophilic engraftment (HRDT 17 days, URDT 19 days) and complete
chimerism on day 30 (HRDT 85,2% and URDT 82%). There were also no
statistically significant differences in complications from transplant, such as
hemorrhagic cystitis (HRDT 21.4% and URDT 9,1%), Sinusoidal occlusive
syndrome (HRDT 0% and URDT 3,6%), cytomegalovirus reactivations (HRDT
75% and URDT 53.7%) or Invasive fungal infection (HRDT 50% and URDT
45,5%). Cumulative incidence of GVHD Il and IV was 28,6% for HRDT and
20,4% for URDT. The cumulative incidence of chronic GVHD was 17,9% for



HRDT and 14,8% for URDT. Relapsed disease occurrence was 10,7% in HRDT
and 7,3% in URDT (p=1). Non-relapse mortality was 28,6% for HRDT and 40%
for URDT (p=0,319). Overall survival was 57,1% for HRDT and 49,1% for URDT
(p=0,443). Immune reconstitution was similar in both groups, except for median
D+180 IgG, 644 (536 - 769) for HRDT and 507 (422 - 599) for URDT (p=0,028).

Conclusion: Our results showed that haploidentical transplants results in our
center are comparable to unrelated transplants for patients with diverse
malignant or benign disorders. To better access risk factors and complications

in subgroups we need to increase the number of patients and follow-up.

Keywords: Stem cell transplant, bone marrow transplant, haploidentical donor,

unrelated donor, immune reconstitution
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1. INTRODUCAO

O transplante de células tronco hematopoiéticas, mais conhecido como
transplante de medula 6ssea, € tratamento indicado para uma série de
patologias, ndo restritas ao campo da hematologia. O seu aperfeicoamento e
aumento de seguranga em suas técnicas, assim como o desenvolvimento da
medicina de forma global, para fins de proporcionar tratamento de suporte, tem
aumentado ao longo do tempo as suas indicacdes, permitindo que um namero
maior de pacientes, com patologias e diversas, possa ser beneficiado por este

tratamento?:2.

O transplantes de células tronco hematopoiéticas pode ser classificado,
conforme a fonte do enxerto, em: autélogo (o paciente recebe suas proprias
células tronco, previamente coletadas), aparentado com 100% de
compatibilidade (doador € um irmdo), aparentado com um haplotipo
compativel/doador haploidéntico (o doador € um familiar com 50% de
compatibilidade), n&o aparentado (doador nao relacionado, com
compatibilidade 100% ou mismatch aceitavel). A fonte do enxerto pode também
ser células tronco de um corddo aparentado ou de um banco de cordéo (néo

aparentado).

No inicio da histéria dos transplantes alogénicos, apenas era possivel a
doacéo entre familiares para a realizacdo com seguranca dos transplantes de
medula &ssea, pelas limitacdes técnicas no conhecimento do HLA. A
necessidade de pacientes sem doadores aparentados realizarem o
procedimento levou a avangos na area até se tornarem viaveis as doagdes de
enxertos nao aparentados e formacdo de cadastros mundiais de doadores a
fim de encontrar um doador compativel para todos os pacientes que

necessitavam realizar o procedimento?.

No entanto, mesmo com a disponibilidade dos registros de doadores e
mais recentemente dos bancos de corddes umbilicais, parte dos pacientes
ainda seguia sem doador disponivel. Neste cenario, o transplante haploidéntico

mostrou-se como uma alternativa.
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A base de todo o transplante alogénico consiste em realizar um periodo
de quimioterapia (condicionamento) para destruicdo das células tronco
hematopoiéticas do receptor, seguida da infusdo das células tronco do doador
e posteriormente algum grau de imunossupressao para que nao haja rejeicédo
tanto do enxerto pelo receptor e nem o acontecimento de doenca do enxerto

contra o hospedeiro por ativacao de células do sistema imune do doador.

No passado, quando foram feitas tentativas de transplante haploidéntico
elas ndo apresentaram sucesso. Como o0 sistema imune dos envolvidos
discordava em 50%, a aloreatividade era muito intensa e esses pacientes
acabavam por falecer de doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda ou
necessitavam de imunossupressao tao intensa que acabam por falecer de
infeccdo. Foi-se, ao longo do tempo, realizado técnicas de deplecéo linfocitaria
ex-vivo, uma vez que os linfécitos T estdo intimamente ligados a doenca do
enxerto contra o hospedeiro, para realizacdo destes transplantes em alguns
centros*°. No entanto, estes procedimentos sempre foram muito complexos e
de alto custo, limitando sua realizacdo. Esse cenario mudou apés a publicacdo
da experiéncia da John Hopkins University, em 2008, que desenvolveu uma
técnica de deplecdo linfocitaria in vivo com uso de ciclofosfamida apés o
transplante que permitiu a realizacdo do procedimento em diversos centros do

mundo®.

Apesar de resultados promissores, a maioria dos artigos publicados
refere-se a pacientes com doencas hematolégicas malignas tratadas em
centros localizados em paises de primeiro mundo. H& poucos dados
disponiveis sobre transplante haploidéntico no contexto de doencas benignas,
e em paises em desenvolvimento, em que o perfil dos pacientes é muitas
vezes diferente, por dificuldades de acesso ao sistema de saude. Outro
guestionamento que estd sendo feito a nivel mundial, €, se o transplante
haploidéntico, com seu menor custo e disponibilidade de doador poderia

substituir o ndo aparentado em suas indicagoes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias para localizar e selecionar as informacgdes

Esta revisado da literatura foi feita através da revisao de artigos cientificos
publicados em jornais, peridédicos e revistas nacionais e internacionais. Esta
revisdo teve como objetivo obter dados sobre o transplante de células tronco
hematopoiéticas haploidéntico e ndo aparentado, incluindo dados sobre a sua
técnica e seus diversos desfechos. Esta busca foi feita através da base de
dados do PubMed utilizando-se associado e/ou isoladamente as palavras-
chave: “stem cell transplant or bone marrow transplant”, “haploidentical donor”,
“‘unrelated donor”, “immune deficiency”, “immune reconstitution”, “benign

disease”, conforme apresentado na figura 1.

Figura 1 - Estratégia para a busca de referéncias bibliograficas

- ™

Palavras-chave 170374

1.Stem cell transplant or bone
marrow transplant

2 Haploidentical donor
3.Unrelated donor

4.Immune deficiency
5.Immune reconstitution
6.Benign disease
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9789
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Fonte: elaborado pelo autor.
2.2. O transplante alogénico

O transplante alogénico de medula 6ssea ou transplante alogénico de
células tronco hematopoiéticas, em suas diversas modalidades, € um
tratamento com potencial curativo para uma série de doencas hematoldgicas,

sendo elas malignas ou benignas, e um namero cada vez maior de doencas
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genéticas®’. A base do tratamento consiste na infusdo de células tronco
hematopoiéticas de um doador geneticamente similar, apés algum tipo de
supressado medular no receptor. O aperfeicoamento da técnica, 0s avancos em
biologia molecular, nos cuidados do paciente, no suporte transfusional, na
disponibilidade de imunossupressores e antibidticos e na selecdo dos
doadores, permitiu que esta terapia fosse oferecida com mais seguranca e a

um maior nimero de pacientes ao longo dos anos?2,

Os estudos relacionados ao transplante de medula 6ssea tiveram inicio
apos a segunda guerra mundial, quando aumentou a curiosidade com 0s
efeitos da radiacdo®. Em 1949, Jacobson et al'°, evidenciou que a protecdo do
baco em camundongos irradiado, permitia a sobrevivéncia dos mesmos.
Posteriormente, Lorenz et al'?, publicou um experimento semelhante, em que a
infusdo de células do baco, apos a irradiacdo, permitia a sobrevivéncia dos
camundongos. Em 1955, Main e Prehn relataram um caso de um camundongo
gue apos irradiacdo, recebeu uma infusdo de células esplénicas alogénicas, e
posteriormente um enxerto de pele do mesmo doador, sem rejeicdo aparente??.
E, em 1956, Ford et. al, resgataram com células progenitoras hematopoiéticas

um camundongo que recebeu dose letal de irradiagdo?.

Posteriormente, ainda em experimentos em modelo animal, foi
identificado uma complicacdo, chamada de “second disease”, que acometia o
receptor ap6s o transplante. Hoje sabemos que se tratava de doenca do
enxerto contra o hospedeiro, causada por linfocitos T ativados do doador, que
causam danos em diversos tecidos do receptor®!4. Nesta mesma época
(década de 50 e 60), foram feitos estudos, especialmente em caes, com uso de
metotrexato, como imunossupressor, para diminuir a reacdo imunoldgica®®.
Foi observado também, que, quando se transplantavam cdes da mesma
ninhada, com dog leukocyte antigens (DLA) idénticos, obtinha-se melhores
resultados, tanto em relacdo a doenca do enxerto contra o hospedeiro, como

sucesso da enxertia (auséncia de falha de pega e perda do enxerto)®16.17,
2.3. O sistema HLA

O primeiro transplante de medula Ossea que obteve éxito em

humanos ocorreu em 1958, como tratamento para leucemia, € 0 Seu sucesso
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se deve ao fato de ser um transplante singénico'®. O sucesso de um novo
transplante de medula éssea s6 ocorreu novamente em 1968°, apés o maior
conhecimento sobre o sistema HLA (human leukocyte antigen). O HLA é uma
classe de proteinas presente na superficie das células com grande papel na
identificacdo de “self” e “non self” pelo sistema imune. Os genes responsaveis
por codificar as moléculas do HLA estdo presentes no cromossomo 6, fazendo
parte de um segmento génico denominado major histocompatibility complex
(MHC). O segmento génico que envolve o MHC abrange os antigenos de
classe I, com trés loci envolvidos no transplante, HLA-A, HLA-B e HLA-C,
assim como os de classe Il, HLA-DQ e HLA-DR. Ha outros antigenos do
complexo HLA-DP e outros fora do cromossomo 6, de significado ainda incerto

no transplante de células tronco hematopoiéticas?°.

A proximidade fisica entre os genes do HLA determina a sua heranca
em haplétipos. A taxa de recombinagdo génica (crossing over) é inferior a 2%,
0 que resulta em sua transmissdo em bloco, respeitando os padrdes de
heranca mendeliana simples, ou seja, a chance de dois irmaos apresentarem
0s mesmos haplotipos ou ndo terem nenhum haplétipo em comum é de 25%, e
a chance de compartilharem apenas um haplétipo é de 50%2122. No final da
década de sessenta, esse conhecimento, aliado a identificacdo sorolégica de
compatibilidade HLA, impulsionou o nimero de transplantes e consolidou a sua

indicacdo em casos de leucemia e anemia aplasica®?2.

Nesta época, a identificacdo do HLA era feita com a técnica
sorolégica, que nasceu da observacao de anticorpos criados ap0s gestacao ou
transfusdo de hemoderivados, capazes de reagir a antigenos leucocitarios.
Estas observacdes deram origem ao teste linfocitotoxico, que foi amplamente
utilizado na abordagem soroldgica para identificacdo dos antigenos do sistema
HLA. Esta técnica consiste na mistura de linfocitos B com soro contendo
anticorpos especificos para determinados antigénicos do sistema HLA. Os
anticorpos, quando na presenca de linfécitos B contendo antigenos
complementares ligam-se provocando, com a adicdo de um complementar, a
destruicdo da membrana o que permite a sua identificacdo por coloragdo?*2°.

Esse método esta em desuso.
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2.4. O transplante alogénico ndo aparentado e as técnicas de
identificacdo do HLA

O Primeiro transplante alogénico ndo aparentado aconteceu em 1973.
No entanto, esta modalidade do procedimento s6 apresentou melhora nos seus
desfechos ap6s a década de noventa, quando métodos de identificacdo do
HLA complementares ao sorolégico comecaram a ser usados. A grande
dificuldade na correta avaliacdo de doadores e receptores, se da pelo fato do
MHC ser o sistema mais polimorfico na espécie humana. A evolucdo das
técnicas de caracterizacdo do sistema HLA, se deu inicialmente através da
leuco-aglutinagdo, que permitiu a identificacdo de antigenos relacionados aos
genes que compdem o sistema HLA?6, Até os anos 80, a Unica forma de
determinar a diversidade alélica do sistema HLA se dava através de testes
sorolégicos. Entretanto, devido a reacdes cruzadas e impossibilidades de
aquisicdo de alguns anticorpos, as técnicas moleculares surgiram como
promissoras para caracterizacdo deste sistema. Assim, 0s testes sorolégicos

passaram a ser utilizados apenas para validagdo de potenciais doares?’.

O inicio da identificacdo “genética” alélica, se deu através dos métodos
de restricdo enzimatica (RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphysm),
que em comparacao aos testes sorolégicos permitiram uma maior precisao.
Posteriormente, com o surgimento da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction), a caracterizacdo alélica do sistema HLA em alta performance, com
elevado grau de eficiéncia e resolucdo nos resultados, tornou-se possivel
através da associacdo da mesma com a técnica de RFLP. Esta associac¢éo,
consiste na amplificacdo pela PCR de uma regido do DNA, através de primers
complementares a sitios especificos e subsequente corte, ou seja, ocorre a
amplificagdo dos exons polimorficos do locus do HLA selecionado, que
posteriormente sera digerido por enzimas de restricdo especificas, onde seréo
gerados fragmentos de DNA que posteriormente serdo separados por

eletroforese para andlise?8,2° 30,

Além desta associacao, diversas outras técnicas foram desenvolvidas
com base na reacéo da cadeia da polimerase. Dentre elas destacam-se o teste

SSP (Sequence Specific Priming), a caracterizacdo alélica por SSOP
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(Sequence Specific Oligonucleotide Probes) e a sequenciacdo nucleotidica
(SBT- Sequence Based Typing). O SSP utiliza como principio oligonucleotidos
complementares a sequéncias de nucleotideos polimérficos conhecidas 3132, Ja
0 SSOP utiliza primers complementares de zonas conservadas para amplificar
os exons polimorficos dos loci HLA, neste caso os exons 2 e 3 para genes de
HLA classe | e exon 2 nos genes de HLA classe Il 3. Por fim, o SBT se da pela
amplificacdo dos fragmentos contendo os exons polimérficos que serdo
posteriormente sequenciados e que através de um programa informatizado
caracterizara os alelos presentes em cada amostra. Destas, 0 SBT € o teste
molecular de maior acuracia, uma vez que possibilita a identificacdo de novos

alelos33: 34. 35,

2.5. A criacdo dos registros de doadores de medula éssea e 0s

desafios na busca de um enxerto

Os avancos na identificacdo de HLA, que permitiram maior
seguranca na escolha de um doador ndo aparentado e consequentemente
melhor resultado nos transplantes ndo aparentados, levaram a criagcdo de
cadastros mundiais de doadores voluntérios. Atualmente, o cadastro com maior
namero de doadores € o americano, criado em 1986, com 7,9 milhdes de
doadores registrados, seguido pelo aleméao, com 6,2 milhdes. No Brasil, o
REDOME (Registro Nacional de Doadores Voluntarios de Medula Ossea), foi
criado em 1993, e recentemente chegou a marca de 4 milhdes de doadores
registrados, sendo o terceiro maior cadastro do mundo. Segundo dados do
proprio INCA (Instituto Nacional do Céancer), a chance de se identificar um
doador compativel, no Brasil, € de 64%, podendo a procura ser expandida para
registros colaborativos mundiais na auséncia de um doador nacional. Em 2001,
o INCA, seguindo tendéncias mundiais, inaugurou o Banco de Sangue de
Cordao Umbilical e Placentario (BSCUP), seguido por outros centros no Brasil
e em 2004 foi criado o BrasilCord (unindo os cadastros de BSCUPs publicos),
na tentativa de disponibilizar mais uma fonte possivel de células tronco
hematopoiéticas, contudo, pela baixa celularidade disponiveis nesta coleta, o

Seu uso se restringe mais a pacientes pediatricos3%:36.37,
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Apesar dos diversos avan¢os na area do transplante de células
tronco hematopoiéticas, na ampliacdo dos registros de doadores e na correta
identificacdo a nivel molecular dos mesmos, a disponibilidade de uma fonte de
células tronco hematopoiéticas e a sua escolha ainda sdo uma etapa critica do
transplante. Estima-se que menos de um terco dos pacientes tém um doador
familiar 100% compativel disponivel, e que, apesar dos bons resultados
alcancados com o transplante ndo aparentado, que em muitos estudos ja tem
desfechos semelhantes ao do aparentado®®3°, nem todos os pacientes vao

achar um doador no banco.

Como dito anteriormente, a chance de achar um doador no banco
brasileiro é de 64%, podendo ainda recorrer aos registros mundiais. Mas
mesmo assim, ndo sdo todos o0s pacientes que conseguem doadores
apropriados, por vezes, havendo apenas doadores com mismatches (nao
100% compativeis) disponiveis, o que aumenta os riscos do procedimento.
Além do mais, registros de doadores apresentam uma sub-representacdo de
algumas etnias, o que diminui significativamente a chance de alguns pacientes
de encontraram um doador adequado. O registro brasileiro conta com 73% de
doadores autodeclarados brancos, 12% negros e 10% pardos®. Ha sub-
representacdo de populacbes afrodescendentes, asiaticas e indigenas. Ha
também grande disparidade em relacdo a origem dos doadores. Nos ultimos
anos, esforcos tem sido feito para corrigir diferencas regionais, mas ha uma
concentracdo de doadores provenientes do sul e do sudeste brasileiro e uma
sub-representacdo da regido norte do brasil, pelas diferencas histéricas de
colonizagdo e migracdo da populacdo brasileira, essas discrepancias
geograficas podem refletir em maior dificuldade em se achar um doador. Outra
peculiaridade do Brasil que prejudica a identificacédo de doadores compativeis €
a nossa diversidade étnica. Estudos de HLA da populacéo brasileira mostram
presenca de alelos de diversas populacbes amerindias, do norte africano e
Africa subsaariana e diversas partes do continente europeu, Somos uma

sociedade diversificada e miscigenada e isso influi na frequéncia de alelos**.

O uso de células tronco provenientes de corddo tem como grande

limitante o volume de células disponiveis, o custo a demora da pega
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medular*?43, Neste contexto, o transplante haploidéntico vem ganhando

espaco.
2.6. O transplante haploidéntico

O transplante haploidéntico consiste em usar um doador aparentado que
tenha um haplétipo idéntico ao do receptor, neste caso os pais, filhos e
possivelmente os irméos (possibilidade de 50% de chance de compatibilidade
entre irmaos). No entanto, o uso de enxertos com incompatibilidade HLA estao
associados com intensa aloreatividade bidirecional, em que o sistema imune do
receptor tenta eliminar células do doador (rejeicdo, falha de pega) e as células
do doador atacam os tecidos do receptor (doenca do enxerto contra o
hospedeiro). Os primeiros estudos fazendo uso destes doadores resultaram em
alta mortalidade e toxicidade. As drogas usadas de rotina para controle do
DECH nas demais modalidades de transplante ndo foram suficientes para
controlar a aloreatividade e houve uma grande incidéncia de DECH grau lll e
IV, além de descricdo de casos compativeis com DECH hiperagudo®. A
prevaléncia de DECH crénico também foi maior quando comparado a outras
modalidades de transplante. Somada a estas complicacdes, ainda houve uma
incidéncia maior de demora e falha na pega. Em 1997, um estudo da
International Bone Marrow Transplant Registry, que incluiu 2,055 pacientes,
tratados com transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas entre
1985-1991, com diversos tipos de doadores, confirmou a grande mortalidade
associada ao transplante haploidéntico e esta modalidade foi praticamente

abandonada*®.

O transplante haploidéntico s6 ganhou espaco novamente apds o
desenvolvimento de técnicas de deplecdo de linfocitos T (principais células
envolvidas na fisiopatologia do DECH). Estudos com roedores demonstraram
qgue inoculados de células fetais hepaticas (pobre em linfécitos T), e
posteriormente outros modelos de enxertos depletados em células T eram
capazes de impedir uma DECH letal**. O primeiro transplante haploidéntico
realizado em humanos, no final da década de setenta, em um paciente com
imunodeficiéncia combinada, utilizou um método imunolégico para a deplecdo

de linfécitos T4°. Desde entdo, foram desenvolvidos uma série de métodos
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fisicos (fracdo de gradiente de densidade, centrifugal elutriation) e imunolégicos
(timoglobulina, CAMPATH-1, anticorpos monoclonais, anticorpos conjugados a
beads magnéticas) muitas vezes usados em conjunto, para realizar a deplecdo
linfocitaria*®. No entanto, héa limitacdes técnicas e financeiras para o emprego
destes métodos na maioria dos centros. O grande responséavel pela difusdo do
transplante haploidéntico foi o uso da deplecao linfocitaria em vivo, apds a

infusdo de células tronco, com a ciclofosfamida?t.

A ciclofosfamida €& um agente antineoplasico com alto poder
imunossupressor. No contexto do transplante de células tronco
hematopoiéticas, a droga ¢é usada tradicionalmente no regime de
condicionamento do receptor, com papel na prevencéo de rejeicdo do enxerto.
No entanto, o uso da ciclofosfamida apds a infusdo do enxerto, previne a
aloreatividade em suas duas vias: impede a rejeicdo por deple¢éo dos linfécitos
do receptor e diminui a incidéncia de DECH pelo seu efeito nos linfécitos T do
doador?¢. O uso da ciclofosfamida em altas doses p6s transplante foi proposto
pela primeira vez em 1960, através de estudos em roedores que receberam
enxertos alogénicos de pele*’. Ocorria uma promocgdo da enxertia, pela
deplecdo dos linfécitos, mas sem toxicidade das células tronco
hematopoiéticas, uma vez que elas sdo mais resistentes a esse agente
citotoxico que os linfocitos, devido aos seus altos niveis de aldeido

desidrogenase, que inativam o metabdlito da droga*“°.

Luzinik et al, da John Hopkins University, publicou em 2008 um artigo
com 68 casos de transplante haploidénticos usando uma técnica de
condicionamento ndo mieloablativos e ciclofosfamida pds transplante para
prevencédo de DECH que, por seus resultados e reprodutibilidade, impulsionou
a realizacdo do transplante haploidéntico em nivel mundial. O protocolo,
atualmente referido como John Hopkins University Protocol, consiste em:
ciclofosfamida 14,5mg/Kg/dia, endovenoso, nos dias -6 e -5, fludarabina
30mg/m?/dia, endovenoso, nos dias -6, -5, -4, -3 e -2 e 200 Gy de total body
irradiation (TBI) no dia -1. O paciente recebe a infusdo de células tronco no dia
zero e no dia 3 ou no dia 3 e 4, recebe 50mg/kg de ciclofosfamida, em infuséo
venosa de 90 minutos, junto com a mesna (80% da dose de ciclofosfamida,

dividida em 4 infusdes, em 8h). No dia 5, inicia-se fator estimulador de colonia



25

de granulécitos (filgrastima) 5ug/kg/dia (até pega medular), tacrolimus e

micofenolato mofetil®.

Figura 2 Condicionamento e profilaxia de doenca do enxerto contra o
hospedeiro em transplante haploidéntico segundo protocolo da John Hopkins
University.

Bone Marrow
Infusi
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14 5 mo/koid TBI ——
mgieesy 200 cGy MMF
BMT f oy Tacrolimus
Day-5 -5 -4 i 0 10 20 30 40° 90 18O

-
LA !
Fludarabine 30 mg/mZ/day ©Y 90 mg/kg/day,

day 3 (n=28) or
days 3.4 (n=40)

BMT, transplante de medula 6ssea, do inglés bone marrow transplant; G-
CSF fator estimulador de colbnia de granuldcitos, do inglés granulocity colony-

stimulating fator, MMF micofenolato mofetil

Fonte: adaptado de Luzinik et al, 2008.
2.7. Complicacdes do transplante de medula 6ssea
2.7.1. A doencga do enxerto contra o hospedeiro

A doenca do enxerto contra o hospedeiro, como mencionado
anteriormente, na sua forma aguda, € mediada por linfocitos T do doador, que
sdo apresentados a antigenos do receptor, através de células apresentadoras
de antigenos. Esse processo € intensificado pois os tecidos do receptor
sofreram danos pela doencga, quimioterapia e radioterapia, 0 que estimula mais
a ativagdo e proliferacdo de células inflamatorias. Essas células passam por
diferenciacdo e migragao, causando novos danos no tecido lesionado e
provocando maior liberacdo de antigenos que retroalimentam o processo. Na
sua forma aguda, o DECH acomete principalmente pele, trato gastrointestinal e
figado, havendo uma classificacdo aceita mundialmente para definir

intensidade e guiar o tratamento (Tabela 1 e 2)%49,

Os mecanismos da doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica ndo
estdo tdo bem elucidados, mas também h& participacdo de linfécitos T

aloreativos ativados. A fisiopatologia parece ser semelhante a de doencas
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autoimunes e o acometimento bastante variado, podendo se manifestar em

pele, mucosas, musculos, tenddes, aparelho respiratério, ocular e
outros*8:50.51,

Tabela 1 - Severidade em fungcdo do oOrgdo afetado - Estadiamento clinico -
laboratorial

Estagio Pele Figado Trato Gastrointestinal

1 Rash maculopapuloso | Bilirrubina 2-3 | Diarreia < 1000 ml/dia (na
<25% da superficie mg/dl (34-50 |auséncia de causa
Corpora| lim/|) infecciosa)

(<15 ml/Kg/dia) nauseas e
vOmitos ou anorexia
(comprovacao histolégica)

2 Rash maculopapuloso | Bilirrubina 3,1-| Diarreia > 1000 ml /dia (>15
de 25 a 50% da 5,9 mg/dl ml/kg/dia)
superficie corporal (51-102 um/l)

3 Eritrodermia Bilirrubina 6- | Diarreia > 1500 ml/d (>20
generalizada 14,9 mg/dl ml/kg/dia)

(103-255 pm/I)

4 Eritrodermia Bilirrubina >15| Diarreia 2000 ml/dia
generalizada com mg/dl (25 ml/Kg/dia), sangramento
formacéo de bolhas e ou ileo
descamacao

Fonte: Adaptado de National Institutes Of Health Consensus Criteria.

Tabela 2 - Grau de severidade das manifestacdes da doenca do enxerto contra o

hospedeiro
GRAU Estagio Pele Estagio Digestivo Estagio Figado
I la?2 0 0
Il 0a3 0-1 0-1
1l 0a3 2-4 0-4
\Y 0a3* 2-4* 0-4*

* Estadio e severidade da DECH de grau IV idéntico ao grau lll, porém com Karnofsky <30%.

Fonte: Adaptado de National Institutes Of Health Consensus Criteria.
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2.7.2. As complicacfes infecciosas do transplante de medula 6ssea

Encontrar um doador adequado e realizar profilaxia da doenca do
enxerto contra o hospedeiro € apenas o inicio do processo em um transplante
de células tronco hematopoiéticas. Para analisar o sucesso de uma técnica &

necessario acompanhar a presenca de outras complicacdes do procedimento.

Os pacientes submetidos ao transplante de células tronco
hematopoiéticas apresentam, em quase sua totalidade, ao menos um episodio
de neutropenia febril, em geral, de causa bacteriana®?. No entanto, h& outras
infeccbes comuns nos primeiros cem dias de um transplante com alta
mortalidade e morbimortalidade, entre as principais estédo as infec¢des fungicas

invasivas e a reativacao de citomegalovirus.

A infeccgéo fungica invasiva continua sendo uma das principais causa de
Obito por infeccdo nos pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea,
por esta razdo, uma seérie de controles em relacdo ao ambiente e alimentacao
dos pacientes sdo impostas para minimizar a exposicao. As infec¢des fungicas
estdo relacionadas aos periodos prolongados de  neutropenia,
imunossupressao, infeccdo por citomegalovirus, DECH e uso de corticoide®3.

As infeccdes por candida ocorrem, em geral, nos primeiros dias apos o
transplante, pois estdo muito associadas a neutropenia, mucosite e a presenca
de acesso venoso central. A sua incidéncia apresentou reducao apos inicio de
profilaxia para os pacientes transplantados com fluconazol ou equinocandinas.
Ha aumento das infec¢des por candida em pacientes em periodos mais tardios

do transplante que apresentam DECH e necessitam imunossupressao®?52,

As infeccbes por outros fungos que ndo candida tem apresentado
incidéncia crescente nos pacientes transplantados de medula 6ssea e alta
letalidade®3. O principal agente é o aspergillus, seguido por fusarium sp e pelas
mucormicoses. Ha indicacdo de profilaxia primaria e secundaria para essas
infeccbes em pacientes de alto risco, em geral com voriconazol ou

posaconazol®?.

A infeccdo por citomegalovirus (CMV) pode apresentar-se de formas

variadas, podendo ser uma infeccdo primaria, uma reinfeccdo ou uma
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reativacdo do virus. Estima-se que entre 32 a 70% de todos os pacientes
submetidos a transplante apresentem alguma forma de infeccéo pelo CMV, e
de 30 a 40% vao apresentar manifestacdes clinicas significativas da doenca. A
reativacdo da infeccdo por citomegalovirus é muito prevalente e ocorre em
cerca de metade dos pacientes que apresentam sorologia positiva prévia ao

transplante (o que no nosso meio chega a quase 90%)°3°4,

A infeccdo viral pode se manifestar de diversas formas: pneumonia
intersticial, acometimento do trato gastrointestinal (colite, esofagite, formacao
de JUlceras), pancitopenia, acometimento de sistema nervoso central,
acometimento ocular (retinite) entre outros®>°*. Pela potencial gravidade das
infeccbes por CMV, ha indicacdo de monitorizacdo dos pacientes por testes de
antigenemia para citomegalovirus ou CMV DNA quantitativo por PCR seguido
de terapia pre-emptiva. Esse monitoramento € fundamental nos primeiros

quatro meses pés TCTH, quando ocorrem a maior parte das infeccdes®?.

Sado fatores de risco associados a infeccdo por citomegalovirus no
transplante alogénico o uso de doadores nédo aparentados (comparados a
doadores aparentados 100% compativeis), enxerto proveniente de corddo, uso
de timoglobulina ou TBI no condicionamento, pacientes com idade avancada e
a necessidade de maior imunossupressdao. Como a infeccdo por
citomegalovirus esta intimamente ligada com a deficiéncia de células T CD4+,
a reconstituicdo imune do paciente é fator determinante. Ainda ndo esta claro
se o transplante haploidéntico isoladamente é um fator de risco para infec¢des

por CMV, apesar de algumas publicacdes assim o sugerirem>°6,
2.7.3. Outras complicacfes do transplante de medula 6ssea

A cistite hemorragica ocorre por lesdo do endotélio da bexiga urinéria.
Essa lesdo pode ocorrer pela radioterapia, por drogas usadas no
condicionamento (bussulfano, ciclofosfamida, tiotepa) ou por infeccdes virais
facilitadas pela imunossupressao (citomegalovirus, BK virus, adenovirus). As
manifestacbes vdo desde hematlria microscopica até hematuria franca com
formacdo de coagulos, obstrucdo do trato urinario e insuficiéncia renal. A

incidéncia da cistite hemorragica varia bastante nas publicacdes, estando entre
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12 a 42% dos casos. Apesar de raramente levar a ébito, € grande causa de

morbidade e prolongamento de internacdo hospitalar®”-°8,

A sindrome sinusoidal veno-oclusiva € uma complicacdo presente tanto
no transplante de células tronco autélogo como no alogénico e esta relacionada
a toxicidade do condicionamento. Ela ocorre por lesdo do endotélio hepético
sinusoidal levando a alteracdes de permeabilidade capilar, ativagéo da cascata
de coagulacdo e lesdo hepatica. As manifestacdes incluem ganho de peso,
ascite, dor em hipocondrio direito, hiperbilirrubinemia, aumento de fosfatase

alcalina, trombocitopenia refrataria a transfuséo e insuficiéncia renal®®.

A incidéncia desta complicacdo € muito variavel na literatura, estando
entre 5 e 70%. Os fatores de risco associados sdo: doenca hepética prévia,
condicionamento, TBI, doador ndo aparentado, uso de bussulfano ou

metotrexato e transplante de medula 6ssea prévio®®.

Recentemente, vem ocorrendo a publicacdo de estudos retrospectivo
comparando pacientes que receberam doador ndo aparentado com pacientes
que receberam células tronco hematopoiéticas de doadores haploidénticos.
Apesar do numero ainda pequeno de pacientes e das diversas variaveis
envolvidas, ndo parece haver diferenca entre sobrevida global, sobrevida livre
de recaida e mortalidade relacionada ao transplante entre os grupos®9°61.62 No
entanto, ndo ha estudos randomizados ou prospectivos sobre o tema e ha
ainda poucos dados relativos a populagéo brasileira e suas particularidades
genéticas, portanto o presente estudo pretende avaliar os resultados destas

diferentes modalidades em nosso meio e, em particular, na nossa Instituigao.
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4. JUSTIFICATIVA

A modalidade de TCTH alogénico chamada de haploidéntico surgiu
devido a necessidade de encontrar doadores alternativos em casos em que o
TCTH é imprescindivel, e ndo ha disponibilidade de doador compativel na
familia ou nos bancos de doadores de medula 6ssea. Hoje o transplante
haploidéntico vem sendo realizado de forma crescente mundialmente. Estudos
recentes tém comparado dos resultados dessa modalidade com o transplante
nao aparentado, que ja tem resultados bem consolidados na literatura. Este
trabalho surgiu da necessidade de melhor analisarmos os nossos resultados
como centro transplantador diante desta nova realidade. Acreditamos na
importancia de coletarmos dados da nossa experiéncia desde o primeiro
transplante haploidéntico deste servico e comparar com os dados dos

transplantes ndo aparentado que foram realizados neste mesmo periodo.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos Gerais
Avaliar os desfechos clinicos e sobrevida de pacientes que foram
submetidos a Transplante Alogénico de Células Tronco Hematopoiéticas
(TCTH) nos subtipos aparentado haploidéntico e ndo aparentado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no periodo de janeiro de 2013 a junho de
2017.

5.2. Objetivos Especificos

- Avaliacdo de dados clinicos e progndsticos, bem como andlise de

sobrevida para cada uma das modalidades de transplante descritas.

- Avaliacdo de taxa de mortalidade relacionada ao transplante em cada

uma das modalidades.

- Comparacéao entre essas duas modalidades de transplante alogénico
no que diz respeito a taxa falha de enxertia, tempo para pega medular, tempo
de internacdo, mortalidade precoce, taxa de infec¢cOes, taxa de reativacao de
infeccdo por virus Citomegalovirus (CMV), incidéncia de Doenca do Enxerto

Contra Hospedeiro aguda e cronica.
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Abstract

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, in its various modalities, is a
treatment with curative potential for a range of hematological or genetic
diseases. Not all patients will have a 100% matched related donor available and

will need an alternative graft source. Unrelated donor transplantations have
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been done in most of those cases, but there are still patients that do not find a
suitable match donor in the registers or do not have the time to wait for this
search. In this scenario, transplantations using related haploidentical donors are
gaining more relevance. This is a retrospective single Institution study that
included all consecutive patients who underwent allogeneic stem cell
transplantation, using a haploidentical related donor (HRD) or a volunteer
unrelated donor, regardless of age and primary diseases, between January
2013 and June 2017. A total of 83 patients were included, 33,7% (28) were
HRD transplants (HRDT), 66,3% (55) URD transplants (URDT). The two groups
were similar, except the variable time from diagnosis to transplantation, HRDT,
14 months IQR (10-22), compared to URDT, 24 months IQR (18-51) (p<0,001).
There was no statistically significant difference for primary graft failure (HRDT
3,7% and URDT 1,9%), secondary graft failure (HRDT 7,1% and URDT 1,8%),
median time to neutrophilic engraftment (HRDT 17 days, URDT 19 days) and
complete chimerism on day 30 (HRDT 85,2% and URDT 82%). There were also
no statistically significant differences in complications from transplant, such as
hemorrhagic cystitis (HRDT 21.4% and URDT 9,1%), sinusoidal occlusive
syndrome (HRDT 0% and URDT 3,6%), cytomegalovirus reactivations (HRDT
75% and URDT 53.7%) or invasive fungal infection (HRDT 50% and URDT
45,5%). Cumulative incidence of GVHD Il and IV was 28,6% for HRDT and
20,4% for URDT. The cumulative incidence of chronic GVHD was 17,9% for
HRDT and 14,8% for URDT. Relapsed disease occurrence was 10,7% in HRDT
and 7,3% in URDT (p=1). Non-relapse mortality was 28,6% for HRDT and 40%
for URDT (p=0,319). Overall survival was 57,1% for HRDT and 49,1% for URDT
(p=0,443). Immune reconstitution was similar in both groups, except for median
D+180 IgG, 644 (536 - 769) for HRDT and 507 (422 - 599) for URDT (p=0,028).
In our center, haploidentical transplants results are comparable to unrelated
transplants for patients with diverse malignant or benign disorders. To better
access risk factors and complications in subgroups we need to increase the

number of patients and follow-up.

Introduction
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Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation in its various
modalities is a treatment with curative potential for a range of hematological
diseases, either malignant or benign, and an increasing number of genetic
diseases!?. The first-choice donor for the procedure is a completed matched
sibling, but most patients will not have such a donor available. Alternative
donors can be found in cord banks (with a cellularity limitation) and in volunteer
donor register. More recently, after the publication of John Hopkins University
technic of in vivo PostCy lymphocyte depletion?, related haploidentical donors
have also became a feasible possibility of graft source.

The Brazilian Bone Marrow Donors Register (REDOME) is the third
largest in the world, reaching over 4 million registrations in 2016. The chance of
finding a donor is approximately 64%*. The majority of the registries are from a
European ancestry population from the south and southeast Brazil, leaving a
unrepresented population from north and northeast Brazil, most remarkably

those with native American ancestry, that present a very unique HLA alleles®.

Haploidentical donor transplant came as a very promising alternative for
developing countries with limited resources in the public health system and an
ethnically diverse population. This retrospective study, including all patients
submitted to HRDT PostCy in our center and comparing than to all patients that
underwent URDT in the same period intents to evaluate the results of this

procedures in a third world public health system reality.

Patients and methods
Patients

The study included all consecutive patients submitted to a haploidentical
related donor (HRD) or a volunteer unrelated matched donor (URD - either
10/10 HLA allele matched or 9/10 HLA alelle matched) allogeneic stem cell
transplantation at our center, for the treatment of malignant or benign diseases,
of all ages. Patients were included between January 2013 (when the first
haploidentical transplant was done in the center) and June 2017 to allow

minimal of 6 months of follow up; we also included patients undergoing a
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second allogeneic stem cell transplantation, if they fulfii the previous

specifications.

Endpoints

The primary endpoints were overall survival (OS), relapse free survival
(RFS), non-relapse mortality (NRM), cumulative incidence of acute and chronic
graft versus host disease (GVHD), cumulative incidence of cytomegalovirus
reactivations, invasive fungal infection, sinusoidal occlusive syndrome (SOS)

and hemorrhagic cystitis. We also evaluate immunologic reconstitution.
Definitions and Assessments

Relevant clinical data and laboratory tests were collected from medical
records. Included underlying diseases were acute myeloid leukemia, acute
lymphoblastic leukemia, chronic myeloid leukemia, lymphoma, myelodysplastic
syndrome, bone marrow aplasia, immunodeficiencies (severe combined
immune deficiency, Hyper IgM Syndrome, LAD-1 deficiency, Chediak Higashi
Syndrome, Wiskott Aldrich Syndrome), hemoglobinopathies and a ninth group
encompassing other genetic disorders (adrenoleukodystrophy,
mucopolysaccharidosis and osteopetrosis). Another analysis made in relation to
the underlying pathology was the degree of the disease at the moment of the
transplantation of stem cells, being considered initial disease for patients with
chronic myeloid leukemia in chronic phase and the patients with the other
malignancies in the first remission; intermediate disease for patients with
chronic myeloid leukemia in the accelerated phase or in second complete
remission for the other malignancies and advanced disease for patients with
chronic myeloid leukemia in blast crisis or in third remission or more for the
other malignancies. Considering also the baseline disease, the time between
disease and stem cell transplantation was calculated using the date of
diagnosis of the neoplasm up to the date of stem cell infusion for malignancies
and for bone marrow aplasia, and the date from birth to the date of stem cell
infusion  for genetic diseases (including immunodeficiencies and
hemoglobinopathies), because of the difficulty in determining the timing of the

diagnosis.
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Neutrophil recovery was defined as achieving absolute neutrophil count
0.5x10°L for 3 consecutive days. Complete chimerism was defined by 95% of
donor CD3+ cells after transplantation by PCR analysis of variable nucleotide
tandem repeats specific to the donor and recipient in bone marrow or peripheral
blood samples enriched for CD3+ cells. Graft failure was defined as less than
5% donor CD3+ cells after transplantation not associated with relapse of
disease. Secondary graft failure was defined by initial engraftment followed by
subsequent loss of donor chimerism. Acute GVHD diagnosed and score were
based on the modified Keystone criteria® and chronic GVHD diagnosed was

based on the National Institutes of Health consensus criteria’.

Data regarding the immune recovery of patients were also analyzed.
Immunoglobulin G (IgG) dosages were collected from patients on days 30, 60
and 180 post-transplantation (before reposition). For D+30 and 60 were
considered exams collected +- 3 days difference from the exact day, for D+180,
the tolerance was +- 15 days. We also collected peripheral blood
immunophenotyping data, with the same dates and criteria used for IgG, for the
analysis of total lymphocytes, CD4 + cells, CD8 + cells, CD19 + cells and
natural killers (NK) cells. Patients who did not present the test performed on the
correct date, had the number of total lymphocytes taken from the blood count of
the equivalent day, leaving the remaining data incomplete. Sepsis was defined
according to The Third International Consensus Definitions for Sepsis and
Septic Shock®. Cytomegalovirus monitoring through Polymerase Chain
Reaction (PCR) and circulating antigen galactomannan were done weekly on
the first 100 days for all patients and extended for those presenting GVHD
requiring  additional immunosuppression.  Pre-emptive  therapy  for

cytomegalovirus was initiated if viral reactivation was detected.

Non-relapse mortality was defined as death in continuous complete
remission. Relapse was defined through PET-CT, morphologic, cytogenetics or
flow cytometry criteria, according to primary disease, only 100 days after the
transplant, patients with signs of disease before this date were consider
refractory. The time of follow up was calculated from the date of the infusion of
stem cells to the date of the last consultation recorded in the medical record or

until the date of death of the patient.



46

Conditioning, GVHD regiments and Supportive Care

There were 10 different conditioning regiments used in total (as
described in table 2). They were classified as myeloablative, reduced-intensity
(RIC) and non myeloablative®. Some of the conditioning regiments included
total body irradiation (TBI) and horse thymoglobulin (ATG).

All patients who underwent haploidentical transplantation had in vivo
lymphocyte depletion, receiving cyclophosphamide 50mg/kg on day 3 after
transplantation follow by tacrolimus and mycophenolate mofetil starting on day
5 after the transplant. Patients submitted to unrelated transplantation were
giving cyclosporine or tacrolimus, starting on day previous the transplant
followed by methotrexate. Antimicrobial prophylaxis was administered according
to institutional practice guidelines. Standard prophylaxis was started on hospital
admission including fluconazole and acyclovir. Pneumocystis prophylaxis was
started after neutrophilic engraftment using sulfamethoxazole trimethoprim or

dapsone for allergic patients.
Statistical methods

Date were expressed as mean + standard deviation (SD) to quantitative
variables with normal distribution, or median (IQR) to without normal
distribution. To compare characteristics from patients, primary disease and
between the two different procedures, Chi square or Fisher Exact tests were
used for categorical variables and Student's t or Mann- Whitney U for
continuous variables. Estimates of Overall survival, progression free survival
and non-relapse mortality were calculated using Kaplan-Meier. A p value < 0.05
was statistically significant. Statistical tests were performed using The Statistical
Package for Social Science ver. 18.0 (SPSS, Chicago, IL).

Results

A total of 83 patients were included, 33,7% (28) were HRD transplants
(HRDT), 66,3% (55) URD transplants (URDT). Both groups were similar, as
show in table 1. There was a great variation in age in both groups, ranging from
4 months to 56 years. The median age for HRDT and URDT were, respectively,
16,75 IQR (10 - 26) and 12,7 IQR (7,5 - 24,6). The percentage of patients that



47

have had a previous allogeneic transplant was similar in both groups, being of
7,1% in the HRDT and of 7,3% in the URDT.

Most patients that underwent transplantation had a malignant
hematological disease (60,7% HRDT and 72,7% URDT), either classified as low
risk (HRDT 7,2%, URDT 29,4%), intermediate risk (HRTC 70,6%, URDT
35,3%) or high risk (HRDT 23,5%, URDT 35,3%) (p=0,041). The only other
variable between the groups with statistical significance (p<0,001) was the time
from diagnosis to transplantation, which was lower to HRDT, 14 months IQR
(10-22), compared to URDT, 24 months IQR (18-51).

Anti-human leucocyte antigen (anti-HLA) were positive in 25,9% of the
haploidentical receptor, but desensitization was used only in one case. Father,
mother and siblings were used as donors in the same proportion (32,1%), being
the son, the donor, in only one case. The donor was a 10/10 high resolution
match in 83,6% of the URDT. There were mismatches in A (7,3%), B (3,6%)
and DQ (5,5%). The source of the graft was the bone marrow in 96,4% HRDT
and in 89,1% of the URDT (p=0,414). The median CD34 dose was 4,6 x 10°
cells/Kg IQR (2,3 - 6,23) in the HRDT and 3,55 x 10° cells/Kg IQR (2,5 - 5,1) in
the URDT (p=0,445). Myeloablative conditioning was performed in 32,1% of
HRDT and 45,5 of URDT. RIC was performed in 17,9% HRDT and 27,3 URDT.
Non myeloablative conditioning represented 50% of HRDT and 27,3% of URDT.
The most used conditioning for HRDT was the standard John Hopkins
University protocol (cyclophosphamide, fludarabine, TBI 2GY). On the other
hand, busulfan + cyclophosphamide in myeloablative doses was the most
common conditioning regiment for URDT (see table 2).

Primary graft failure occurred in only two patients, one in the HRDT
group (3,7%) and the other in the URDT (1,9%). Secondary graft failure
occurred in 3 patients, 2 from HRDT group (7,1%) and one from URDT (1,8%)
(p=0,262). There was no significant difference in time to neutrophilic graft.
Median days for neutrophilic graft was 17 IQR (15 - 20) for HRDT and 19 IQR
(16 - 24) for URDT (p=0,086). On day 30 after the transplantation, 85,2% of
HRDT and of 82% URDT shown complete chimerism. The median days of
hospitalization were 51 IQR (39 - 71) for HRDT and 48 IQR (40 - 60) for URDT
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(p=0,622). There were also no statistically significant differences in
complications from transplant, as shown in table 4. Hemorrhagic cystitis
occurred in 21.4% HRDT and 9,1% URDT. Sinusoidal occlusive syndrome
(SOS) was present in only 2 patients (3,6%), both URDT. Cytomegalovirus
reactivations were very common in both groups, corresponding to 75% of HRDT
and 53.7% of URDT. The median number of reactivations was 1 for both groups
but IQR (1-2) for HRDT and IQR (0-2) for URDT (p=0,059).

Sepsis occurred in 49,2% and 52,7% for HRDT and URDT respectively
in any given moment of the follow up. The event occurred in the first 100 days
following the transplant in 75% of the HRDT cases and in 86.2% of the URDT.
There was no statistical difference in the incidence of sepsis or the moment of

its occurrence (p=0,584).

Invasive fungal infection was present during the transplantation, in the
first 100 days and/or in later periods of the follow up in 50% of HRDT and in
45,5% of URDT. Most of those infections occurred in the first 100 days, 64,2%
for HRDT and 88% for URDT. All patients that were in treatment for fungal
infection at the time of the transplant (8 in total), presented with a new invasive
fungal infection during the follow up period. The most common agent was
aspergillosis, responsible for 71,4% and 76% of the infections in HRDT and
URDT respectively, follow by candidemia 7,1% in HRDT and 20,8% in URDT
and fusariosis in 21,4% HRDT. There were also cases of mucormycosis and

convallaria.

The cumulative incidence of GVHD | e Il was 42,9% for HRDT and
44,4% for URDT. Cumulative incidence of GVHD Ill and IV was 28,6% for
HRDT and 20,4% for URDT. The cumulative incidence of chronic GVHD was
17,9% for HRDT and 14,8% for URDT. There was no statistical significance
difference for any of those variables. There was no statistically significant
difference in the parameters used to measure immune reconstitution (as seen
on figurel), except for the measure of IgG made 180 days pos transplant.
Median IgG from D+180 was 644 (536 - 769) for HRDT and 507 (422 - 599) for
URDT (p=0,028). There was no difference in the measurement in D+30 and
D+60 and in the results of total lymphocytes, CD4 cells, CD8 cells, CD19 cells
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and NK cells (figure 4). Disease Relapsed occurrence was 10,7% in HRDT and
7,3% in URDT (p=1). There was one case of refractory disease in the URDT
group. Non-relapse mortality was 28,6% for HRDT and 40% for URDT
(p=0,319).

Overall survival was 51,8% for all patients, 57,1% for HRDT and 49,1%
for URDT (p=0,443) as seen on figure 1. There was significant difference in OS
for patients that underwent transplantation for benign conditions (OS 80,8%),
comparing to those with malignancies (OS 38,6%) (p=0,001). None the less,
there was no difference in OS when adjusted for benign primary disease and
modality of transplant. Benign disease that underwent HRDT OS was 72,2%
and URDT 86,7. Malignant disease that underwent HRDT OS was 47,1% and
URDT was 35% (p=0,363). The main cause of death was infection,
corresponding to 57,5% of the deaths in HRDT and 57,1% in URDT. Relapsed
disease was the second cause, 25% HRDT and 20% URDT. GVRD was the
cause in 16,7% of HRDT and 14,3% URDT. Other causes represented 12,5%,
all in the URDT group. Mean time of follow up was 417,54 days.

Discussion

We reported the outcomes of a retrospective single center cohort of
patients who underwent hematopoietic stem cell transplantation, as treatment
for a different number of conditions, receiving grafts from alternative donors,
either HRD or URD. The two groups were well balanced for pretransplantation
characteristics, being the only significant difference the time from diagnosis to
transplant favoring HRDT and a higher number of patients presenting
intermediate risk disease in the HRDT group. To do the small number of
patients, a stratification of the analyses of the subgroups was not indicated.
Comparing the outcomes, there was also no significant difference in OS, NRM,
acute GVHD, chronic GVHD, relapses, graft failure or incidence of infections
between the groups. The only disparity was the higher D+180 IgG in HRD

transplants.

Although HRD transplants were considered experimental in our

institution when the data for this study started to be collected, and was used as
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a last resource, it still confirmed it's potential as rapid available option?,1t, The
choice for time to transplantation using the initial date of malignant disease
diagnosis or the date of birth for genetic disease makes comparison to other
studies more difficult. Nonetheless, this method was employed considering the
difficulties in the Brazilian public health system to access treatments and
exams. This leads to patients having diagnostic delays and being submitted to
alternative treatments before been referred to a stem cell transplantation center.
Furthermore, even after the patient is ready to undergo transplantation, there is
still a waiting list due to the lack of available beds; all those factors can
influence results and more so if we determined time to transplantation from the

date of first SCT center visit to the date of the transplant.

Some studies have shown a delay in HRDT neutrophilic engraftment
when compared to URDT '2-15 what was not seen in our patients; the likely
cause for that is that we do not use colony stimulator factor after most unrelated
transplants as we did for the haploidentical protocol. Primary graft failure had a
very low occurrence in both groups, result also seen in other publications21516,
The incidence of secondary graft failure was similar to the results found in
literature as well*?. The three secondary graft failures that occurred in the HRDT
happened in patients with genetics and/or immunodeficient syndromes
(mucopolysaccharidoses, chediaki igashi, LAD-1 deficient) that underwent
transplantation later than the ideal age recommended for the procedure and
receive non myeloablative conditioning regiments, which might have contributed
to the graft failure. One of those patients, was on their second allogenic

transplantation, having already lost previous graft.

The tendency for a higher incidence in hemorrhagic cystitis in HRDT
transplant reported in literature'”® was also seen in our data, and as suggested
elsewhere it could be related to TBI. The cumulative incidence of
cytomegalovirus reactivations was also similar to what has been reported in
previous studies, with no statistically significant difference between the
groups'?. Although in some of those studies the tendency for more infections in
HRDT was present as well, this factor could also have influence in the higher

incidences of hemorrhagic cystitis reported®4,’.
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We had a higher cumulative incidence of Invasive fungal infection, in
both groups, than what was reported by other investigators!’. This complication
is probably related to the late and advanced condition that patients come to
undergo transplantation and to the lack of proper medication available for
treatment and prophylaxis pre and postransplantation. This complication might
have contributed to a higher NRM rate. The cumulative incidence of grade llI
and IV GVHD was similar to what was previously reported by other
investigators'?1¢, We had a lower cumulative incidence of chronic GVHD than
was reported by other investigators in both groups!?14-161920 eyen when
adjusted for a reduced follow up. This might be related to the fact that the
majority of our stem cell source was bone marrow as opposed to peripheral
blood stem cells routinely utilized in North American centers. We also had no
difference in cumulative incidence in any form of GVHD between the groups,

what was reported in other publications!?1517.19.21,

Relapses in this study were similar between HRDT and URDT, differing
than what is reported in the literature, and also lower than in other studies!?4-
16,1921 As relapses in HRDT are attributed to a non-myeloablative conditioning,
this was probably not seen in our data because most high-risk patients received
more intense conditioning, even in the HRDT group. On the other hand, this
intensification, associated with the delay to perform the transplants and the
restriction to access treatments imposed by Brazilian public health system
reality might have contributed to a higher NRM than reported by other
studies'?,1®,19 21 This hypotheses is endorsed by the fact that the most common
cause of death in our study was infection, followed by relapsed and GVHD, in
disagreement with most reports16-12.21.22 \We also have to acknolage that some
publications have a longer follow up period, and thought most relapses were

precocious; we could be missing data from later relapses.

OS was similar as reported 21722 We consider, nevertheless, that there
are ponderations to be made concerning this result. Even though there was also
great delay in transplanting benign pathologies, this group had a significant
better result, and most other published articles consisted only of malignant
disease, making this comparison even more difficult. On the other hand, our

malignant disease risk assessment might have been underestimated when
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comparing to other studies that applied the Dana Faber risk classification?®. We
did not use this tool due to the large number of missing information regarding
molecular and genetic analyses in our registers, but when applied to the
patients with enough data, there was a great prevalence of high risk and very
high-risk in our population. The days of hospitalization during the transplant are
higher than in other related articles because of the necessity to admit the
patient for the hole procedure (including conditioning and treatment of most of
complications) due to the lack of out-patient structure available in the Brazilian
public system. Immune reconstitution can be assessed by many parameters.
What is most important to emphasize is that there was no difference in the
cumulative incidence of any infection (sepsis, viral, fungal) or GVHD despite the
statistically significant difference in D+180 IgG. There are many publications
evaluating immune reconstitution in haploidentical transplants, but very little
information regarding IgG and most of them are from Asian authors that
performed haploidentical stem cell transplantations, using post ATG. The data
available for pos cyclophosphamide HRDT and URDT is mostly focused on NK,
CD3+, CD4+ and B lymphocytes recovery in early stages, for specific
pathologies, and our results were in accordance with its findings!417.24-26,
Different aspects, other than graft source, contributes to immune reconstitution
(conditioning, GVHD occurrence, prophylaxis and treatment), there is still
discussion as to HRDT having an equal, faster or delayed immune

reconstitution comparing to URDT and its’s impact in the incidence of infections
17,27,28

Our study has several limitations. The reduce number of patients and the
diversity of the characteristics limits clear cut conclusions for the role of
haploidentical transplantation as a feasible option in developing countries also
for patients with benign or rare disease are necessary. Additionally, the immune
reconstitution in haploidentical transplantations and it is implications, especially
after 100 days pos transplantations, still can be better evaluated in future

investigations.
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Table 1 — Patients Characteristics
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BMT HRDT URDT

Variables P
n=83 n=28 n=55

Age (years)* 13 (8-25) 17 (10-26) 13 (8-25) 0.455

Gender

Male
Disease

Malignant

Benign

ALL
AML
MS
Lymphoma
CML
Aplasia
Immunodeficiency
Hemoglobinopathy
Metabolic Disease
Disease Status
Initial
Intermediary
Advanced
Time until transplant (months)*

Previous BMT

53 (63.9%)

57 (68.7%)

26(31.3)

24 (28.9%)
14 (16.9%)
10 (12%)
4 (4.8%)
5 (6.0%)
11 (13.3%)
10 (12%)
1 (1.2%)

4 (4.8%)

11 (21.6%)
24 (47.1%)

16 (31.4%)

21.50 (13-38.75)

6 (7.2%)

18 (64.3%)

17 (60.7%)

11(39.3%)

6 (21.4%)
7 (25%)
1 (3.6%)
2 (7.1%)
1 (3.7%)
7 (25%)
4(14.3%)

0 (0%)

0 (0%)

1 (5.9%)
12 (70.6%)
4 (23.5%)
14 (10-22)

2 (7.1%)

35 (63.6%) 1.000

40 (72.7%)
0.387
15 (27.3%)

18 (32.7%)
7 (12.7%)
9 (16.4%)
2 (3.6%)
4 (7.3%) 0.120
4 (7.3%)
6 (10.9%)
1 (1.8%)

4 (7.3%)

10 (29.4%)
12 (35.3%) 0.041
12 (35.3%)
24 (18-51) <0.001

4 (7.3%) 1.000

Abbreviations: ALL, acute lymphocytic

leukemia, AML, acute myeloid

leukemia; MS,

myelodisplasic syndrome; CML, chronic myeloid leukemia; bone marrow transplant (BMT).

Median (IQR)*



Table 2 — Conditioning Regiments
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BMT HRDT URDT
Conditioning
n=83 n=28 n=55
Myeloablative 34 (30,9%) 9 (32.1%) 25 (45.5%)
BuCy 20 (24.1%) 0 20 (36.4%)
Flu + TBI 9 (10.8%) 8 (28.5%) 1 (1.8%)
Etoposide + TBI 2 (2.4%) 0 2 (3.6%)
Thiothepa + Bucy 1 (1.2%) 1 (3.6%) 0
BuMel 2 (2.4%) 0 2 (3.6%)
RIC 20 (24.1%) 5 (17.9%) 15 (27.3%)
BuFlu 10 (12%) 3 (10.8%) 7 (12.1%)
FluMel 7 (8.4%) 2 (7.1%) 5 (9.1%)
FIUCY+ATG 3 (3.61%) 0 3 (5.4%)
Non myeloablative 29 (35%) 14 (50%) 15 (27.3%)
Cy+Flu+TBI 14 (16.9%) 14 (50%) 0
Cy + TBI +ATG 15 (18.1%) 0 15 (27.3%)

Abbreviations: RIC, reduced-intensity; Flu, fludarabine; TBI, total body irradiation; Bu, busulfan;

Mel, melphalan; Cy, cyclophosphamide; ATG, horse thymoglobulin.

Table 3 — Graft Characteristics

HRDT
Variables P
n=28
DSA + 7 (25.9%) 7 (25.9%)
Mismatch
A 4 (7.3%) 0 (0%) 4 (7.3%)
B 2 (3.6%) 0 (0%) 2 (3.6%)
DQ 3 (5.5%) 0 (0%) 3 (5.5%)
Bone marrow 76 (91.6%) 27 (96.4%) 49 (89.1%)
Peripheral steam cells 7 (8.4%) 1 (3.6%) 6 (10.9%) o4l
Myeloablative 34 (41%) 9 (32.1%) 25 (45.5%)
Non myeloablative 29 (34.9%) 14 (50%) 15 (27.3%) o4z
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RIC 20 (24.1%) 5 (17.9%) 15 (27.3%)
Primary graft failure 2 (2.5%) 1 (3.7%) 1 (1.9%) 1.000
Complete chimerism D+30 64(83.1%) 23 (85.2%) 41 (82%) 0,970
Secondary graft failure 3 (3.6%) 2 (7.1%) 1(1.9%) 0,262
Days for Grafting* 18 (15-22) 17 (15-20) 19 (16-24) 0.070
Hospitalization Days* 48.50 (40-62) 51 (39-71) 48 (40-60) 0.622
Abbreviations: Donor specific antibody (DSA); reduced-intensity (RIC);
Median (IQR)*
Table 4 — Transplant Complications
BMT HRDT URDT
Variables P
n=28 n=28 n=55
Hemorrhagic cystitis 11 (13.3%) 6 (21.4%) 5 (9.1%) 0.221
SOS 2 (2.4%) 0 (0%) 2 (3.6%) 0.547
CMV reactivation 50 (60.2%) 21 (75%) 29 (52.7%) 0.085
Sepsis 41 (49.4%) 12 (49.2%) 29 (52.7%)
First 100 days 34 (82.9%) 9 (75%) 25 (86.2%)
After 100 days 8 (19.5%) 3 (25%) 15 (17.2%) 0:584
Fungal infection 39(47%) 14 (50%) 25 (45.5%)
Pretransplantation 5 (12.8%) 4 (28,5.3%) 1 (4%)
First 100 days 31 (79.6%) 9 (64.2%) 22 (88%) 0.108
After 100 days 7 (18%) 4 (21.4%) 4 (16%)
Acute GVHD | and II 36 (43.9%) 12 (42.9.%) 24 (44.4%) 0.942
Acute GVHD Il and IV 19 (23.2%) 8 (28.6%) 11 (20.4%) 0.686
Chronic GVHD 13 (15.9%) 5 (17.9%) 8 (14.8%) 0.969
Relapse 7 (8.4%) 3 (10.7%) 4 (7.3%) 0.683
TRM 30 (36.1%) 8 (28,6%) 22 (40%) 0.319
Causes of death
Infection 23 (57.5%) 7 (58.3%) 16 (57.1%)
Relapse 6 (15%) 3 (25%) 3 (10.7%) 0.420
GVHD 6 (15%) 2 (16.7%) 4 (14.3%)
Others 5 (12.5%) 0 5 (17.9%)
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Abbreviations: SOS, sinusoidal occlusive syndrome; CMV, cytomegalovirus; GVHD, graft
versus host disease, TRM, transplant related mortality.
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Figure 1 - Kaplan-Meyer analyses of overall survival (A) all patients, (B)
haploidentical related donor transplant (HRDT), unrelated donor transplants
(URDT), (C) patients with benign and malignant diseases, (D) patients with
benign disease, haploidentical related donor transplant (HRDT) and unrelated



62

donor transplants, (E) patients with malignant disease, haploidentical related
donor transplant (HRDT) and unrelated donor transplants.
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Figure 2 - Kaplan-Meyer analyses for relapse (A) all patients, (B) haploidentical
related donor transplant (HRDT), unrelated donor transplants (URDT).
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Figure 3 - Kaplan-Meyer analyses for
patients, (B) haploidentical related donor transplant (HRDT), unrelated donor

transplants (URDT).
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Figure 4 — Immune reconstitution analyses. (A) 1gG, (B) Lymphocytes, (C)
CD4+ cells, (D) CD8+ cells, (E) CD19+ cells, (F) natural killers cells.





