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Resumo

MORENO, J. P. R. Diferenca na reconstituicdo imune especifica para o
Citomegalovirus p0s transplante de células tronco-hematopoiéticas autélogo e
alogénico. 2019. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

O citomegalovirus (CMV) é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em receptores de transplante de células tronco hematopoiéticas. As
complicacbes que podem surgir ap0s o transplante sdo numerosas e diversas,
estando o CMV e a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) entre as mais
importantes. A infeccdo pelo CMV pode afetar qualquer érgdo e células do sistema
imunitario e os receptores soropositivos para o CMV estao sob risco de reativagao.
Receptores de transplante alogénico de células tronco-hematopoiéticas tém um risco
significantemente maior de infeccdo por CMV em comparacdo com receptores de
transplante autdlogo em funcdo do uso de imunossupressores na profilaxia da
DECH. O trabalho teve como objetivo a implantacdo e a avaliacdo da reconstituicao
imune CMV-especifica através de uma técnica de dosagem de interferon-gama
(Quantiferon-CMV). Observou-se que a reconstituicdo imune CMV-especifica foi
diferente em cada tipo de TCTH. Os pacientes autdélogos mantiveram a imunidade
até o d+120, diferentemente dos alogénicos. J4 nos alogénicos, observou-se que os
pacientes que realizaram TCTH do tipo aparentado, obtiveram uma recuperacao
imune CMV-especifica melhor que o ndo-aparentado e o haploidéntico até o D+60.
Nenhum paciente do tipo haploidéntico recuperou a imunidade no D+30. No D+90
observou-se que cerca de 60% dos receptores de transplantes alogénicos

recuperaram a imunidade CMV-especifica, variando entre 55,5% a 67,5.

Palavras-chave: Transplante de células tronco hematopoiéticas, Citomegalovirus,

Quantiferon.



Abstract

MORENO, J. P. R. Difference in immune reconstitution specific for
cytomegalovirus post-transplantation of autologous and allogenic stem-
hematopoietic cells. 2019. Dissertation (Master degree) — Medical School of
Botucatu, State University of Sdo Paulo, Botucatu, 2019.

Cytomegalovirus (CMV) is one of the leading causes of morbidity and mortality in
hematopoietic stem cell transplant recipients. The complications that may arise after
transplantation are numerous and diverse, with CMV and graft versus host disease
(GVHD) being among the most important. CMV infection can affect any organ and
cells of the immune system, and CMV seropositive recepients are at risk of
reactivation. Allogeneic hematopoietic stem cell transplant (HSCT) recipients have a
significantly increased risk of CMV infection compared to autologous HSCT recipients
due to the use of immunosuppressive drugs in the prophylaxis of GVHD. The aim of
the study was to implement and evaluate CMV-specific immune reconstitution
through an interferon-gamma releasing assay (Quantiferon-CMV). It was observed
that CMV-specific immune reconstitution was different in each type of HSCT.
Autologous patients maintained immunity until D+120, unlike the allogeneic HSCT
recipients. Among the allogeneic HSCT, we observed that recipients of matched
related donor HSCT showed a faster CMV-specific immune recovery in comparison
with the patients receiving unrelated and haploidentical donor HSCT until D+60. No
haploidentical HSCT rcipients recovery CMV-immunity on D+30. At D+90,
approximately 60% of the allogeneic transplant recipients had recovered CMV-

specific immunity, ranging from 55.5% to 67.5.

Keywords: Hematopoietic stem cell transplantation, Cytomegalovirus, Quantiferon.
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LISTA DE ABREVIATURAS

°C: Graus Celsius

pL: Microlitro

AG: Antigenemia

AAS: Anemia aplastica severa

CD: Cluster of differentiation

CMV: Citomegalovirus

CSA: Ciclosporina

Cy: Ciclofosfamida

D+: Dias ap6s o transplante

DECH: Doenga do enxerto contra o hospedeiro
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
GCV: Ganciclovir

IFN-y: Interferon gama

IU: Unidade internacional

LH: Linfoma de Hodgkin

LLA: Leucemia linféide aguda

LMA: Leucemia miel6ide aguda

LMC: Leucemia mieldide crbénica

mL: Mililitro

MM: Mieloma multiplo

MMF: Micofenolato de mofetila

MTX: Metotrexato

nm: NanGmetro

PCR: Reacao em cadeia polimerase

QTF: Quantiferon

RPM: Rotacao por minuto

SMD: Doenga linfo proliferativa

TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido
TCTH: Transplante de células tronco-hematopoiéticas
TMO: Transplante de Medula Ossea

USA: Estados Unidos da América



SUMARIO



SUMARIO

P22 A = 1 T LSRR 17
2.1 INTFOAUGED oo 18
2.2 ODJBEIVOS oo 19
2.3 MELOUOS ..o 19
2.4 RESUITAAOS oo 23
P2 B S o U 117> Lo PR 29
P2 S o ] o Yo 11 FS3 - Lo TP 32
Referéncias BiblIOQrafiCas ........uuuuiiiiii i 33

ANEX O A 36



17

ARTIGO



18

DIFERENCA NA RECONSTITUICAO IMUNE ESPECIFICA PARA O
Citomegalovirus POS TRANSPLANTE DE CELULA-TRONCO
HEMATOPOIETICAS AUTOLOGO E ALOGENICO

1. Introducéo

A infeccdo pelo CMV €é uma importante complicacdo dos receptores de
transplantes, especialmente no transplante alogénico de células tronco-
hematopoiéticas (TCTH). O uso de terapia pré-emptiva com o ganciclovir (GCV), ou
seja, introducdo precoce de GCV baseada na positivacdo de técnicas rapidas de
diagnoéstico (deteccdo de antigenemia pp65 ou PCR quantitativo em tempo real)
proporcionaram uma diminui¢éo significante da morbidade e mortalidade relacionada
a esse agente (1,2). Com o aumento recente da complexidade dos transplantes,
traduzido pelo uso de novos imunossupressores na profilaxia da doenca do enxerto
contra o0 hospedeiro (DECH), e do uso de doadores alternativos (TCTH com
doadores nao-aparentados e haploidénticos) estima-se que possam ocorrer
mudang¢as no comportamento de certos agentes infecciosos, entre os quais, o0 CMV
(3). Sabe-se que a linfopenia prolongada é um dos principais fatores de risco para a
reativacdo do CMV (4). Tal reativacdo, ao mesmo tempo em que define o risco de
adoecimento e a necessidade de introducao de antiviral, constitui um forte estimulo
para a reconstituicdo da imunidade especifica do CMV.

Em circunstancias favoraveis, a reconstituicdo da resposta de células T CD4 e
CD8 CMV-especificas (imunidade ao CMV) é capaz de controlar a infeccdo mesmo
na auséncia de antiviral (5). Por outro lado, o retardo nesta resposta leva a episodios
recorrentes de reativacao e/ou viremias prolongadas, nos quais o uso de antiviral é
indispensavel. Até recentemente, apenas ensaios sofisticados in-house de dosagem
de interferon gama eram disponiveis para avaliacdo da imunidade especifica ao
CMV (6). Atualmente, estdo disponiveis comercialmente ensaios que dosam a
quantidade de IFN-y produzida por linfocitos T CMV-especificos, em resposta a
peptideos imunodominantes de CMV. Um desses ensaios é 0 QuantiFERON-CMV
(QTF-CMV, Qiagen, USA) que pode representar um avango no manejo das
infeccdes pelo CMV nestas populacdes.

No presente estudo, avaliamos a dindmica da reconstituicdo imunoldgica de

células T CMV-especificas através do QTF-CMV em populacdo de receptores de
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TCTH (autdlogo e alogénico), para validar na pratica clinica o uso de um ensaio
comercial de facil execucdo e interpretacdo, com a perspectiva de auxiliar no manejo

das infeccdes pelo CMV.

2. Objetivos

2.1. Implantar a técnica de dosagem de Interferon Gama para determinar a

resposta T CMV-especifica com o kit QuantiFERON-CMV em receptores de TCTH

alogénicos e autdlogos;

2.2. Avaliar a dindmica da reconstituicdo da imunidade celular CMV-

especifica de acordo com o tempo pés-transplante nesses dois grupos de pacientes.

3. Métodos

3.1. Desenho do estudo: estudo prospectivo, unicéntrico, nao randomizado.

3.2. Populacao: O estudo teve participacdo de 130 pacientes, procedentes
de diversas regides do Brasil, tratados no Servico de Transplante de Medula Ossea
da Fundacao Doutor Amaral Carvalho (Jahu, SP, Brasil), no periodo de janeiro de
2016 a dezembro de 2017, de maneira aleatéria conforme a confirmacdo de
internagcdo para o transplante. No hospital sdo realizados aproximadamente 15
transplantes mensais, sendo que 65% dos mesmos sao do tipo alogénico. Foram
excluidos os pacientes que por algum motivo ndo chegaram a realizar o transplante

e menores de 08 anos devido a dificuldade na coleta.

3.3. Politica de controle das infecgbes pelo CMV: As infec¢des pelo CMV

foram definidas como primarias ou reativagdes de acordo com Ljungman et al., 2017
(7). Doadores e candidatos a TCTH fazem sorologia para CMV (IgG) no periodo pré-
TCTH para deteccdo de anticorpos especificos. Apds o transplante, receptores de
TCTH alogénico sdo submetidos a vigilancia semanal do CMV através de deteccéo
de antigenemia pp65 a partir da internacao até o dia +120. Frente a positivacdo da
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antigenemia (1 célula positiva) ganciclovir endovenoso foi introduzido na dose de
5mg/kg de 12/12 horas por pelo menos 14 dias. Durante o estudo foram utilizados 3
meétodos para deteccdo de viremia pelo CMV, Antigenemia (CMV Brite Turbo — 1Q
Products — imunofluorescéncia indireta), PCR quantitativo Artus (Qiagen — USA) e
PCR quantitativo Cobas (Roche — USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Apenas os dados da Antigenemia foram considerados para a analise.

3.4. Monitoramento da imunidade CMV-especifica: As coletas foram iguais
para os transplantes autélogos e alogénicos:

v 1° coleta: antes do transplante (no dia da assinatura do TCLE);

v 2° coleta: 30 dias ap6s o TCTH (D+30);

v 3° coleta: 60 dias apés o TCTH (D+60);

v’ 4° coleta: 90 dias apés o TCTH (D+90);

v 5° coleta: 120 dias ap6s o TCTH (D+120).

1° coleta
coleta

Data do
Transplante

Pré TMO D+90

Figura 1: Cronograma de coleta para o QTF-CMV

Depois dessas coletas, os pacientes foram acompanhados nos retornos
agendados até completar um ano de transplante (D+365). As informacgdes clinicas

de interesse foram obtidas no prontuério e transcritas para uma planilha Excel.

3.5. Deteccdo de IFN gama por Quanti-FERON-CMV: Utilizou-se o Kkit
“QuantiFERON®-CMV Blood Collection Tubes — Single Patient Pack” disponibilizado

pela empresa Qiagen. O kit é formado por um conjunto de 3 tubos, Nil (controle

negativo), CMV e Mitogen (controle positivo) coletados obrigatoriamente nessa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21171917
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ordem. Respeitando a orientacdo do fabricante, as coletas foram realizadas sem a
necessidade do paciente estar jejum. Foram coletados 3 mL com um “butterfly” por
puncdo venosa (1 ml por tudo) e imediatamente apds a coleta, os tubos foram
agitados 10 vezes na vertical para assegurar que toda a superficie interior dos tubos
fosse revestida de sangue para solubilizar os antigenos presente em sua parede.

A seguir, os tubos foram imediatamente incubados a 37°C por 16 horas. Apés
o periodo de incubacéo, foram centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos, e o plasma

foi transferido para um tudo de ensaio previamente identificado e armazenado a -

20°C.

Depos da coleta, homogenize os tubos
na vertical até que toda parede esteja
revestida de sangue

Incubar os tubos a 37°C
de 16 - 24 horas

Centrifugar os tubos a 4000 rpm Separar o plasma
por 15 minutos

Figura 2: Tubos para coleta do QuantiFERON-CMV (esquema adaptado do site da
Qiagen)

Apés a incubacado, procedeu-se a deteccao de interferon-gama (IFN-y) pelo
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -
ELISA) para quantificar as respostas dos linfécitos in vitro a esses peptideos
antigénicos. Para cada paciente utilizou-se 5 pocos da placa de ELISA:

1° Nil (controle negativo);

2° CMV;

3° Mitogen (controle positivo);
4° CMV (diluigao 1/10);

5° Mitogen (diluigédo 1/10).

No ensaio, as amostras e o0s controles foram incubados com o conjugado. Apés
ciclos de lavagens para remocao do excesso de amostras e reagentes, a enzima de
substrato foi adicionada aos poc¢os e a reacgao foi incubada novamente. A enzima de
substrato liga-se a qualquer complexo antigeno-anticorpo presente nos pocos. A
quantidade de enzima ligada na fase solida indica a quantidade de antigeno

presente na amostra. ApoOs incubacédo e lavagem para retirada da enzima em
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excesso, foi adicionada a solucdo de interrupcdo da reacdo. Se uma amostra
contiver linfécitos CMV-especificos, havera produgcdo de interferon frente ao
reconhecimento dos peptideos especificos e a intensidade da coloracdo pode entédo
ser medida por um espectrofotbmetro. As leituras do valor de absorbancia para
amostra foram comparadas com o valor limite determinado com base na
absorbancia média do calibrador.

O teste foi considerado reativo para uma resposta IFN-y quando o tubo de
antigeno do CMV apresenta uma leitura significativamente superior ao valor Zero
IFN-y Ul/ml. Uma baixa resposta ao Mitdogeno indica um resultado indeterminado
quando uma amostra de sangue também tem uma resposta ndo reativa aos
antigenos do CMV. Este padrdo podera ocorrer com linfécitos insuficientes, atividade
reduzida dos linfocitos devido a um manuseamento incorreto das amostras,
enchimento/mistura incorretas do tubo de mitégeno ou incapacidade dos linfocitos
do doente em produzir IFN-y, como acontece na fase inicial do transplante (seguindo

as instrucdes do fabricante - Qiagen).

H

0
ind
2w

1 T

e “.‘— |
— KR 0N Ny
Homogenizar a placa Lavar a placa 5 vezes. T
Adicionar S0L do plasma + por | minto. Adicionar 100pL de da enzina .-\.dm?nar 50uL da Calcular og?suh:dos tgiando
SOuL do conjugado Incubar por 2 horas a de substrato e incubar sainglo fle ?arada. s S u}‘-‘;:o]iag\{i?
de trabalho temperatura ambiente. por mais 30 minutos Ler a absorbancia em 450nm Quan -C)

Figura 3: Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de INF gama (esquema
adaptado do site da Qiagen)

A seguir, as densidades 6ticas foram transferidas para um software onde foi

calculada a curva padréo e o resultado final foi definido de acordo com a tabela 1.

Tabela 1: Interpretagéo dos resultados.

Nil IU/mL Mitogen Resultado Interpretacao
<0,2 >-0.5 N&o reativo Imunidade n&do detectada
>-0,2 Qualquer valor Reativo Imunidade detectada

<0,2 <0.5 Indeterminado  Resposta indeterminada
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3.6. Planilha de resultados: Todos os resultados foram passados para uma

planilha Excel contendo além dos dados demograficos e clinicos, a data da coleta,
D+ e os resultados do QTF-CMV.

3.7. Follow-up: Os pacientes foram acompanhados prospectivamente durante

um ano apds o transplante por prontuario e pessoalmente nos dias de consulta no
Ambulatério de TCTH.
3.8. Questdes éticas: O estudo foi analisado pelo Comité de Etica da Fundagéo

Doutor Amaral Carvalho. Os pacientes foram informados sobre os riscos e beneficios
da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo
com a resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude (anexo A).

3.9. Andlise estatistica: As varidveis continuas foram expressas como

medianas. Comparacdo das variaveis qualitativas ou categoricas foram analisadas
pelo teste do qui-quadrado. (Software SPSS verséo 21.0). Com relacdo a imunidade
CMV-especifica os resultados indeterminados do QTF-CMV foram excluidos e s6 as
amostras com resultados reativos ou ndo-reativos foram incluidas na analise. Para
determinar o valor do ensaio na predi¢cao do risco de reativagcédo, foram avaliados os
episédios de viremia detectados no més subsequente ao teste de QTF-CMV. Assim,
0 QTF-CMV no D+30 foi analisado com relacéo a ocorréncia de AG positiva entre 30
e 60 dias; no D+60 com relacdo a AG positiva entre D+60 e D+90, e no D+90, com

relacdo a ocorréncia de AG positiva entreD+90 e D+120.

4. Resultados

Até 16 de dezembro de 2016 foram incluidos 103 receptores de TCTH
alogénicos e 30 receptores de TCTH autologo, totalizando 133 pacientes no periodo.
Trés pacientes (2.3%) ndo realizaram o TCTH por motivos diversos e foram
excluidos da analise. Assim, as caracteristicas de 130 pacientes estdo descritas na
Tabela 2.



Tabela 2: Caracteristicas dos pacientes (n=130).
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Variavel Numero (%)
Idade Mediana (variacdo) em anos 38.5 (08-68)
Sexo Masaulino / 72/58 (55.4/44.6)
Sorologia CMV Doador/Receptor*  Positivo/Positivo 82 (80.4)
Positivo/Negativo 5 (4.9)
Negativo/Positivo 14 (13.7%)
Negativo/Negativo 1 (1)
Tipo TCTH Autélogo 30 (23.1)
Alogénico 100 (76.9)
Aparentado 54 (41.5)
N&o aparentado 37 (28.5)
Haploidéntico 09 (6.9)
Fonte CT Medula 6ssea 60 (46.2)
Sangue periférico 70 (53.8)
Doenca de base LMA 42 (32.3)
MM 20 (15.4)
LLA 21 (16.2)
AAS 17 (13.1)
LMC 9(6.9)
LH 9 (6.9)
SMD 7 (5.4)
Outras 5 (3.8)
Condicionamento** Mieloablativo 71 (71)
N&o-mieloablativo 29 (29)
Profilaxia DECH** CSA MTX 87 (87)
Cy p6s CSA MMF 10 (10)
CSA MMF 3(3)
enxerta de Sim/N&o 126/4 (96.9/3.1)
E{:;‘fjgg de Sim/N&o 116/14 (89.2/10.8)

* Informacdao disponivel em 102 pares D/R;

** Informagéo referente a 100 TCTH alogénicos.
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4.1. Infeccéo pelo CMV nos TCTH alogénicos: Entre os 100 representantes

de TCTH alogénico, 74 apresentaram antigenemia positiva com mediana de
aparecimento no D+39 (-2 a 136 dias). Trés destes pacientes eram soronegativos
previamente ao TCTH e, portanto, foram caracterizados como infeccdo primaria pelo
CMV. Os demais foram caracterizados como reativacédo do CMV (7).

4.2, Dindmica da reconstituicdo da imunidade especifica para 0 CMV:

Foram incluidos 130 receptores de TCTH na analise da reconstituicdo da imunidade
ao CMV pelo QTF-CMV. A coleta do pre-TCTH foi feita com mediana no d-8 (-138 a
-1); do D+30 com mediana no D+31 (13 a 53); do D+60 com mediana no D+61 (45 a
85); do D+90 com mediana no D+90 (79 a 115) e a coleta do D+120 foi feita com
mediana no D+125 (99 a 182). O grafico 1 mostra a dinamica de reconstituicdo da

imunidade CMV-especifica em aproximadamente 700 amostras.
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0

Pré D+30 D+60 D+90 D+120
m Obitos 0 3 6 14 22
Reativo 111 57 85 94 93

M N3o reativo 9 39 29 17 13
M Indeterminado 10 31 10 5 2

Grafico 1: Reconstituicao da imunidade CMV-especifica durante o seguimento.

4.3. Diferencas na reconstituicdo imune no TCTH autdlogo e alogénico: Na
amostra pré-TCTH, o QTF-CMV foi reativo em 85 dos 100 receptores de TCTH
alogénicos (85%) e em 26 dos 30 receptores e TCTH autélogos (86,7%; p=NS).

No D+30, amostras de 127 pacientes foram analisadas com relacdo a
imunidade ao CMV. Vinte e nove dos 97 receptores (29,9%) de TCTH alogénicos e
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28 de 30 receptores autdlogos eram reativos (93,3%; p <0,0001). No D+60, foram
analisados 124 pacientes sendo que 56 de 94 alogénicos eram reativos (59,5%) em
comparacao com 96,6% dos autélogos (29 de 30 pacientes; p=0,002).

Até o D+90, 116 pacientes foram analisados. Vinte e nove dos 30 receptores
(96,6%) de TCTH autdlogos analisados nesse periodo mantiveram a imunidade
CMV-especifica, e 65 de 86 receptores de TCTH alogénicos recuperaram a
imunidade CMV-especifica (75,6%; p=0,002).

No D+120, 14 pacientes haviam evoluido para 6bito, 6 apresentaram recidiva
da doenca de base e 2 n&do coletaram a amostra do dia 120. Assim, 108 pacientes
foram analisados. Sessenta e quatro dos 78 receptores (82%) de TCTH alogénico
recuperaram a imunidade CMV-especifica, enquanto que entre os autdlogos a
imunidade CMV-especifica se manteve estavel em 29 dos 30 pacientes (96,6%) a
partir do D+60 (p=0,020, Gréfico 2).

100

o
o
|

TN
S o
|

Porcentagem

N
o
|

0

Pré D+30 D+60 D+90 D+120
Alogénico 85 30 60 75 82
B Autdlogo 87 93 96 96 96

Gréfico 2: Reconstituicdo da imunidade ao CMV em TCTH autélogo e alogénico

O grafico 3 discrimina a reconstituicdo imune ao CMV no TCTH de acordo com

o tipo de doador.



27

120
100
% 80
b0
(1] —
T 60
o
2
%] 40
o
20
0 o
re-
T™O D+30 D+60 D+90 D+120
—Aparentado 92,5 33,3 63 64,8 66,6
Ndo-aparentado 78,3 29,7 54 67,5 70,2
Haploidéntico 66,6 0 22,2 55,5 33,3
—Autologo 87 93 96 96 96

Grafico 3: Diferenca na reconstituicdo da imune de acordo com o tipo de doador
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4.4. Variaveis associadas a recuperacdo e persisténcia da imunidade CMV

especifica: Analisamos as variaveis associadas a presenca de imunidade ao CMV
(QTF-CMV reativo) antes do transplante e apds 90 dias. Nesta andlise, os resultados
indeterminados foram excluidos.

No pré-TCTH, a analise univariada mostrou que a presenca de imunidade ao
CMV se associou significantemente apenas com a soropositividade prévia do
receptor (Tabela 3, p<0,0001); mas ndo com sexo (p=0,15), idade categorizada (<18
anos ou >18 anos, p=0,64), tipo de TCTH (p=0,078), doenca de base (p=0,80) e 0
tempo de doenca (p=0,095).

Tabela 3: Imunidade CMV-especifica de acordo com status sorolégico do receptor

Sorologia do receptor QTF-CMV pré-TCTH (%)
) Total*
pre-TCTH N&o reativo Reativo
Negativo 4 (80) 1 (20) 5 (100)
Positivo 5 (4,3) 110 (95,7) 115 (100)
Total* 9 (7,5) 111 (92,5) 120 (100)

*dados disponiveis para 120 pacientes; p<0,0001
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Ja no D+90, a presenca de imunidade especifica detectada pela reatividade
do QTF-CMV associou-se de forma significante a positivacdo prévia da antigenemia
(p=0,002), e a deteccdo de imunidade ao CMV no D+30 (p<0,0001) (tabelas 4 e 5).
Entretanto, a recuperacdo da imunidade ao CMV no D+90 néo foi influenciada pela
idade (p=0,96), sexo (p=0,60), deteccdo de imunidade ao CMV no pré-TMO
(p=0,18), pelo tipo de condicionamento (mieloablativo ou ndo-mieloablativo, p=0,77),
soropositividade do doador (p=0,71), do receptor (p=0,92), fonte de célula tronco
(p=0,10), tipo de TCTH (p=0,15) ou ocorréncia de DECH aguda (p=0,28).

Tabela 4: Imunidade CMV-especifica no D+90 de acordo com antigenemia.

QTF-CMV D+90 (%)

Antigenemia Total*
N&o reativo Reativo

Negativa 7 (50) 7 (50) 14 (100)

Positiva 9 (13,4) 58 (86,6) 67 (100)

Total 16 (19,8) 65 (80,2) 81 (100)

(*excluidos resultados indeterminados; p=0,002)

Tabela 4: Imunidade CMV-especifica no D+90 de acordo com imunidade ao CMV no
D+30.

QTF-CMV d+90 (%)

QTF-CMV D+30 Total*
N&o reativo Reativo

N&o reativo 12 (35,3) 22 (64,7) 34 (100)

Reativo 0 (0) 55 (100) 55 (100)

Total 12 (13,5) 77 (86,5) 89 (100)

(*excluidos resultados indeterminados; p<0,0001)
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4.5. Avaliacdo da positivacdo da antigenemia em funcdo da reconstituicdo da

imunidade ao CMV: O teste QTF-CMV realizado no D+30 mostrou uma diferenca

estatisticamente significante com relacdo ao risco de viremia entre D+30 e D+60,
entre pacientes imunes ou nao-imunes ao CMV. O risco de viremia entre D+30 e
D+60 foi o dobro nos pacientes ndo-reativos no D+30 como mostra a tabela 6 (80%
versus 39%, p=0,019).

Tabela 6: QTF-CMV no D+30 e ocorréncia de viremia pelo CMV no més subjacente.

Antigenemia
QTF-CMV D+30 Total*
Negativa Positiva
N&o reativo 4 (20) 16 (80) 20 (100)
Reativo 11 (61,1) 7 (38,9) 18 (100)
Total 15 (39,5) 23 (60,5) 38 (100)

(*exculidos resultados indeterminados; p = 0,019)

A deteccao de interferon pelo QTF-CMV no pré-TCTH, D+60 e D+90 néo foi
capaz de predizer o risco de reativacdo do CMV no més seguinte (p=NS).

5. Discusséo

A infeccdo por CMV continua sendo um frequente obstaculo ao sucesso dos
transplantes de células tronco-hematopoiéticas. No presente estudo observamos
que 74% dos receptores de transplante alogénico apresentaram pelo menos 1
episédio de infeccdo pelo CMV detectado pela antigenemia.

Historicamente, taxas de infeccdo por CMV variando de 4% a 80% tem sido
descritas na auséncia de profilaxia (8). Estudos recentes utilizando a antigenemia
como marcador de infeccao por CMV relatam taxas que variam de 36.5% a 91%
nessa populacédo (9-11). Ja pelo PCR alguns estudos demonstram taxas variando
entre 55% a 67% (12-14). E Importante ressaltar que no cenario do TCTH as taxas
variam de acordo com os fatores de risco da populacdo estudada, e em vigéncia de
imunossupressao, o risco de reativacdo do CMV reflete a soroprevaléncia local do
CMV.
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Embora a morbimortalidade das infec¢bes pelo CMV tenham diminuido ao
longo das ultimas décadas (4,15), as taxas acima mostram que além das estratégias
de controle de CMV pela terapia pré-emptiva ou pela proflaxia, outras abordagens
diagndsticas necessitam ser implementadas para melhor controle do CMV.

Dentro dessas abordagens destaca-se o papel da reconstituicdo imune CMV-
especifica como etapa fundamental no clareamento da infecgao.

A populacédo estudada mostrou presenca de imunidade ao CMV (QTF-CMV
reativo) em 85,4% dos pacientes no pré-tmo. Observamos que apenas a
soropositividade prévia do receptor se associou significantemente a presenca de
imunidade CMV-especifica no pré-TMO. Surpreendentemente, a doenc¢a de base ou
o tempo de duracdo da mesma no momento do TCTH né&o influenciaram na
presenca de imunidade CMV-especifica. Uma perda drastica da imunidade ao CMV
ocorre nos primeiros 30 dias, caindo a reatividade para 44.8% no D+30, aumentando
progressivamente depois até atingir 86% dos pacientes no D+120.

E dificil comparar nossos resultados com dados da literatura uma vez que
poucos estudos fizeram o0 monitoramento com 0s mesmo intervalos ou usaram a
mesma técnica para determinar a imunidade CMV-especifica.

Lee et al em estudo incluindo 25 pacientes observou imunidade ao CMV em
25% da populacdo no D+30. Porém, outras dosagens de INF pelo QTF-CMV s
foram feitas em pacientes que positivaram a antigenemia (16). Tey et al analisando
41 pacientes com dosagens semanais de INF a partir do D+21 encontrou uma
incidéncia cumulativa de imunidade CMV-especifica de 67,7% até o D+90 (17).
Outros autores observaram taxas menores de imunidade ao CMV no pré-TMO
(13.5%) e apo6s 90 dias (40.5%) em comparacdo com 0S nossos resultados (14).

Observamos ainda que a reconstituicdo imune CMV-especifica foi diferente
em cada tipo de TCTH. Os receptores de TCTH autdlogos mantiveram a imunidade
ao longo do seguimento, o que diferiu significantemente dos alogénicos em todos os
tempos comparados a partir do D+30. Na coorte dos alogénicos, observou-se que 0s
pacientes que realizaram TCTH do tipo aparentado e nao-aparentado, obtiveram
uma recuperacao imune CMV-especifica similar até o D+60 como mostra o gréafico 3.

O pior cenario foi observado nos transplantes haploidénticos onde nenhum
paciente recuperou a imunidade no D+30. Embora tenha havido um aumento
gradativo na proporcdo de reativos até o D+90, o pequeno numero de pacientes

nessa categoria impede uma analise mais precisa.
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Utilizando diferente tecnologia para avaliar a imunidade CMV-especifica
(ensaio de linfoproliferacdo e dosagem de INF por ELISA no sobrenadante de
cultura), estudo realizado em 2002 na universidade Sao Paulo demonstrou que no
D+30, 86% dos receptores de transplante autdlogo apresentavam imunidade ao
CMV em comparacao com apenas 10% dos receptores de transplante alogénico (9).
Outros estudos avaliando imunidade CMV-especifica incluindo receptores de TCTH
autdlogo sdo escassos na literatura, tais como estudo recente realizado no MD
Anderson (Houston, Texas, USA) que incluiu apenas 2 pacientes autologos e,
portanto, ndo permite comparacoes (18).

Ao término do seguimento, a deteccdo de imunidade ao CMV no D+30 e a
positivacdo prévia da antigenemia foram fatores significantemente associados a
persisténcia da imunidade no D+90. Observamos que todos 0s pacientes que
estavam reativos no D+30 assim persistiram até o D+90. Por outro lado, quase 90%
dos pacientes com QTF-CMV reativo no D+90 tinham apresentado positivacao
prévia da antigenemia. Krawczyk et al. 2018 também observou recuperacao imune
CMV-especifica em todos os pacientes que apresentaram deteccdo de DNAemia de
CMV com carga viral alta nos primeiros 3 meses pos TMO (19).

Esses dados demonstram que os primeiros 30 dias do transplante séo criticos
na reconstituicido da imunidade ao CMV e na sua persisténcia até 90 dias. E
provavel que o QTF-CMV reativo no D+30 seja um bom marcador de persisténcia da
imunidade ao CMV ao longo do seguimento, com consequente menor risco de
complicacBes relacionadas ao CMV. Além disso, fica evidente que apdés o D+30, a
reativacdo da infeccdo pelo CMV constitui um forte estimulo imunol6gico para a
recuperacdo da imunidade CMV-especifica nos primeiros trés meses do TCTH.
Estudos anteriores utilizando ensaios sofisticados e n&o-comerciais observaram
resultados semelhantes (6,20,21).

Os ensaios comerciais de dosagem de INF também tém sido utilizados como
preditores da reativacdo do CMV. No presente estudo, observamos que a deteccao
de antigenemia foi duas vezes mais frequente nos pacientes com QTF-CMV néo-
reativo no D+30 (80%), em comparacdo com o0s pacientes reativos (39%).

Em 2009, Barron et al. utilizando ensaio de linfoproliferagcdo e dosagem
intracelular de citocinas observaram que pacientes com reatividade alta ao CMV pelo

ensaio de linfoproliferacdo tinham baixa incidéncia de viremia (12).
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Posteriormente, Tey et at observaram que a reconstituicdo da imunidade
especifica se estabilizava por volta do D+60, e que pacientes com QTF-CMV reativo
nesse dia apresentavam um chance menor de reativacdo (27%) em comparacao
com 0s pacientes ndo-reativos (65%) no D+60. Observou ainda que nenhum dos
pacientes com QTF-CMV reativo desenvolveu doencga pelo CMV enquanto que 13%
dos néo- reativos desenvolveram doenca comprovada pelo CMV (17).

Outros autores encontraram resultados semelhantes. Nesher et al
observaram que pacientes com forte reatividade no ensaio ELISPOT apresentavam
risco significantemente menor para a reativacdo de CMV do que os pacientes com
fraca reatividade (10). Similarmente, Lee et al observaram que pacientes QTF-CMV
reativos apos um episodio de reativacdo ndo apresentaram reativacfes recorrentes,
ao passo gue recidivas da antigenemia foram observadas em 62,5% dos pacientes
QTF-CMV nao-reativos e em 100% dos indeterminados (16).

Mais recentemente, Krawczyk et al. observaram com uma sensibilidade de
42% e especificidade de 100% que pacientes com dosagem de dosagem de INF
maior ou igual a 8.9 Ul/ml pelo ELISPOT néo apresentaram carga viral alta de CMV

no sangue (19).

6. Conclusdes

v A reconstituicdo da imunidade CMV especifica é diferente entre os autélogos e
alogénicos. Nos alogénicos observa-se uma perda transitoria da imunidade CMV-
especifica, enquanto que nos autélogos ndo ocorre essa perda. Portanto, a
imunossupressao pos-transplante é responsavel por esses achados.

v A reativacdo do CMV detectada pela antigenemia representa um forte estimulo
imunolégico para a reconstituicdo imune CMV-especifica.

v O ensaio QTF-CMV do D+30 mostrou-se um bom marcador para avaliar a
reconstituicdo e persisténcia da imunidade celular CMV-especifica nos primeiros 3
meses pos-TCTH. A maioria dos pacientes reativos do D+30, persistiram reativos no
D+90. No D+30, pacientes ndo-reativos apresentaram risco duas vezes maior de
positivacdo da antigenemia em comparacao com os reativos.

v" A implantagdo em laboratérios clinicos dos ensaios comerciais de dosagem de
INF gama para avaliacdo da imunidade CMV-especifica € factivel e pode representar

uma ferramenta valiosa no manejo das infecgdes pelo CMV.
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Dosagem de Interferon gama na avaliac&o
da imunidade celular especifica para o Citomegalovirus em receptores de transplante de

células tronco-hematopoiéticas.
2. RESPONSAVEL: Profa. Dr2, Clarisse M. Machado.
3. DEPARTAMENTO: Servico de Transplante de Medula Ossea.

4. AVALIACAO DE RISCO DA PESQUISA:

Risco Minimo X Risco Médio

Risco Baixo Risco Alto

5. DURACAO DA PESQUISA: 2 anos.




37

1 - DESENHO DO ESTUDO E OBJETIVO(S):

O Servico de TMO do Hospital Amaral Carvalho vai realizar uma pesquisa com um novo teste
chamado Quantiferon-CMV que avalia como estdo as defesas do transplantado contra o
citomegalovirus (CMV). Esse virus pode causar doenca nos pulmdes, estdbmago e intestino,
especialmente nos primeiros 100 dias apés o transplante. Para evitar essas doencas do CMV, os
pacientes tém que fazer semanalmente um exame de sangue chamado Antigenemia que indica se o
paciente precisa receber o tratamento antes que ele adoeca. No estudo vamos avaliar se 0 novo teste
de imunidade consegue identificar os pacientes que tém mais risco de adoecer pelo CMV. Além
disso, nas amostras de sangue que ja serdo coletadas para realizar o exame da antigenemia vamos
comparar um outro teste chamado PCR COBAS que mede a quantidade de CMV no sangue.

Portanto, vamos coletar uma amostra de sangue de 10 mL, uma vez por semana, Nnos
primeiros 3 meses do transplante. Apds isso, os médicos irdo decidir qual a frequéncia de coleta que
vocé precisa. Essa quantidade de sangue é suficiente para fazer todos os testes do estudo.

Seu médico assistente poderd fazer outros exames que julgar necessarios,

independentemente dessa pesquisa.

2 — DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS

O estudo sera realizado com amostras de sangue que ja sdo coletadas como parte do seu
seguimento pés-transplante. As amostras serdo coletadas do cateter se vocé tiver um cateter

implantado ou pela veia do brago, caso vocé ndo tenha cateter.

3 — DESCRIGAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS NOS PROCEDIMENTOS DOS
ITENS2E 3

Por ser um estudo em amostras de sangue ja seriam coletadas para rotina de antigenemia,
esse estudo ndo oferece mais riscos para vocé e também ndo vai afetar em nada o seu
acompanhamento médico. O risco da coleta de sangue no caso de coleta pela veia é aparecer uma

mancha roxa (hematoma) no local da puncao.

4 — BENEFICIOS PARA O PARTICIPANTE

Vocé nédo terd despesas pessoais por participar desse estudo, e nem qualquer obrigagéo.
Também nédo havera compensacao financeira por sua participagéo. A principio, esse estudo néo trara
nenhum beneficio imediato a vocé. Entretanto, as informac¢8es obtidas de sua participacdo poderdo

beneficiar no futuro outras pessoas nas mesmas condi¢des que vocé.
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5- AMOSTRAS ARMAZENADAS

As amostras coletadas de sangue serdo armazenadas em freezers no Laboratério de
Citoquimica do Hospital Amaral Carvalho. Uma pequena parte de cada amostra de sangue, chamada
de aliquota, sera guardada para analises futuras de outros virus também causadores de infecgdes em
pessoas transplantadas ou para comparacdo com outros testes que surgirem. Se esses futuros
estudos acontecerem, dever&o ser aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do HAC. Vocé tem a
opcao de retirar a qualquer momento essa aliquota (amostra armazenada para o futuro) do seu
sangue do congelador de armazenamento. Se vocé nao desejar que a
equipe o estudo armazene essa aliquota de amostras do sangue, mesmo assim vocé podera

participar desse estudo.

6 — GARANTIA DE ACESSO:

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais dividas. Um deles é Dra. Clarisse M. Machado, que pode ser
encontrada na enfermaria do transplante ou na Avenida Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470, 2° andar,
SP, ou pelo endereco eletrénico clarimm@usp.br. Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Centro de Pesquisas Clinicas da Fundagédo Hospital
Amaral Carvalho pelo telefone (14) 3602 — 1399.

7 - DIREITO DE CONFIDENCIALIDADE

Sua participacdo neste estudo é confidencial e sigilosa. Vocé poderd ter acesso aos
resultados dos seus exames colhidos durante o estudo, bem como terd acesso, se assim desejar, as

publicacdes cientificas dos resultados da pesquisa.

8— DESPESAS E COMPENSACOES:

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir
gualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
ApOs ter sido esclarecido sobre o estudo, vocé podera decidir se deseja ou nédo participar. Se decidir
participar, vocé sera solicitado a assinar esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ou
colocar suas impressodes digitais em frente a uma testemunha de sua confianga. N0s guardaremos
uma copia desse documento e vocé recebera o original assinado. Caso vocé aceite participar, nada

em seu tratamento, ou acompanhamento sera modificado.
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CONSENTIMENTO

Eu, abaixo assinado, afirmo que li e entendi completamente as informacdes. Concordo que as
informacdes a respeito de minha condicdo médica e minhas amostras de sangue podem ser
utilizados neste estudo. Concordo também que minhas amostras que serdo armazenadas sejam
utilizadas em estudos futuros desde que aprovados pelo comité de ética.

Minha participacédo é voluntaria e livre de qualquer tipo de pressédo ou coagao. Eu entendo
gue estas informacdes serdo confidenciais e que meu nome ndo sera mencionado em qualquer

publicacdo deste estudo.

Nome completo do voluntario/representante legal Data

Assinatura do voluntério/representante legal Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo

Pesquisadora responsavel: Dra. Clarisse M. Machado Data

Médico responsavel: Dr. Vergilio Colturato Data



