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Resumo

Tucunduva LTCM. Associagao entre polimorfismos genéticos e complicages
precoces pods- transplante autélogo de células tronco hematopoiéticas em
pacientes adultos com linfoma ou mieloma multiplo [tese]. Sdo Paulo: Faculdade

de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2024.

O transplante autdélogo de células tronco hematopoiéticas (ATCTH) é
amplamente utilizado no tratamento de doengas linfoproliferativas e mieloma
multiplo (MM). Complicagdes precoces sdao comuns apds ATCTH, sobretudo
infeccdes bacterianas e toxicidades ao condicionamento, particularmente
gastrointestinal (Gl). Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) sdo a forma
mais comum de variabilidade genética e diversos estudos investigando sua
implicagdo em infec¢des e toxicidades pds-quimioterapia tém sido publicados.
A associacdo entre SNPs e complicagcdes precoces pds-ATCTH é pouco
estudada. Métodos: foram incluidos pacientes adultos com diagndstico de
linforma ou MM submetidos a ATCTH no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP ou no hospital Sirio-Libanés de janeiro de 2015 a junho de
2021, com amostra de DNA disponivel para estudo de polimorfismos. Foram
analisados 7 SNPs, dos genes toll-like receptor (TLR)- 2:rs4696480,
TLR9:rs352139, mannose-binding lectine (MBL2:rs1800450, rs1800451),
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA4:rs3087243), receptor de
vitamina D (VDRFokl: rs2228570), solute carrier family 7 member 5
(SLCA5:rs4240803). Os SNPs foram analisados de acordo com os genétipos e a

presenca do alelo polimérfico em homo ou heterozigosidade. As complicagdes



avaliadas foram mucosite oral, nduseas e vOmitos (Gl), diarreia,
hepatotoxicidade graus 3 ou 4 (G3-4) e infec¢bes (bacterianas, flngicas e virais)
até 100 dias pds-ATCTH. Resultados: 323 pacientes com idade mediana de 55
anos foram incluidos. O diagnéstico mais comum era MM (56,7%, n=183) e
56,4% (n=181) foram transplantados em remissao completa ou remissao parcial
muito boa. A quase totalidade dos pacientes apresentou alguma toxicidade
(96,9%, n=315), sendo G3-4 em 45,8% (n=148): mucosite oral 21,4% (h=69), Gl
12,1% (n=39), diarreia 27,6% (n=89) e hepatotoxicidade 3,1% (n=10). As
frequéncias alélicas e genodtipos mais frequentemente encontrados foram:
rs4696480 A 0,46 e T 0,54, AT (47,4%, n=153), rs352139 T 0,42 e C 0,58; CT
(72,4%,n=234),rs1800450 T 0,49 e C0,51; CT (92,3%, n=298), rs1800451 T 0,04
e C0,96; CC (81,7%, n=264), rs3087243 A 0,56 e G 0,44, AG (64,1%, n=207),
rs2228570 A 0,34 e G 0,66; AG (46,1%, n=149), rs4240803 A 0,39 e G 0,61; AG
(45,2%, n=146). O polimorfismo de VDR foi o Unico fator significativamente
associado a toxicidade Gl G3-4: AA 32,3% vs AG ou GG 10,8%, p=0,001; na
andlise multivariada gendtipos GG ou GA OR 0,25 1C95%0,09-0,67, p=0,035.
No total, 46,1% (n=149) dos pacientes contrairam algum tipo de infecgdo, sendo
as mais frequentes infecgdes bacterianas (incidéncia de 31,8% em 100 dias). Nao
houve associacao entre os SNPs estudados e infec¢des. Conclusao: A presenca
do polimorfismo de VDR Fokl foi associado a menor toxicidade Gl nesta coorte
de pacientes, possivelmente pelo efeito imunomodulatério nas células da
mucosa e consequente alteragdo da microbiota local. Futuros estudos avaliando
a associacdo de niveis séricos de vitamina D, alteracdo da microbiota e
toxicidades Gl p6s-ATCTH sdo necessarios.

Palavras-chave: Transplante de células tronco hematopoiéticas. Toxicidade

precoce. Infec¢des. Polimorfismo genético.



Abstract

Tucunduva LTCM. Association between genetic polymorphisms and early
complications after autologous hematopoietic stem cell transplantation in adult
patients with lymphoma or multiple myeloma [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de S3o Paulo; 2024.

Autologous hematopoietic stem cell transplantation (ASCT) is widely used in the
treatment of lymphoproliferative diseases and multiple myeloma (MM). Early
complications are common after ASCT, especially bacterial infections and
conditioning toxicities, particularly gastrointestinal (Gl) toxicities. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most common form of genetic
variability, and several studies investigating their implication in infections and
toxicities post-chemotherapy have been published. However, the association
between SNPs and early complications post- ASCT is understudied. Methods:
Adult patients diagnosed with lymphoma or MM undergoing ASCT at the
Hospital das Clinicas, School of Medicine, University of Sdo Paulo, or at the
Hospital Sirio-Libanés from January 2015 to June 2021, with available DNA
samples for polymorphism studies, were included. Seven SNPs were analyzed:
toll-like receptor (TLR)-2 gene: rs4696480, TLRY: rs352139, mannose-binding
lectin (MBL2: rs1800450, rs1800451), cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen
4 (CTLA4: rs3087243), vitamin D receptor (VDRFokl: rs2228570), solute carrier
family 7 member 5 (SLCAS: rs4240803). The SNPs were analyzed according to
genotypes and the presence of the polymorphic allele in homozygosity or
heterozygosity. The complications evaluated were grade 3 or 4 (G3-4) mucositis,

nausea and vomiting (Gl), diarrhea, hepatotoxicity, and infections (bacterial,



fungal, and viral) up to 100 days post-ASCT. Results: 323 patients with a median
age of 55 years were included. The most common diagnosis was MM (56.7%,
n=183), and 56.4% (n=181) were transplanted in complete remission or very
good partial remission. Almost all patients experienced some toxicity (96.9%,
n=315), with G3-4 in 45.8% (n=148): mucositis 21.4% (n=69), Gl 12.1% (n=39),
diarrhea 27.6% (n=89), and hepatotoxicity 3.1% (n=10). The allele frequencies
and most frequently genotype found were: rs4696480 A 0.46 and T 0.54; AT
(47.4%, n=153), rs352139 T 0.42 and C 0.58; CT (72.4%, n=234), rs1800450 T
0.49 and C 0.51; CT (92.3%, n=298), rs1800451 T 0.04 and C 0.96; CC (81.7%,
n=264), rs3087243 A 0.56 and G 0.44; AG (64.1%, n=207), rs2228570 A 0.34
and G 0.66; AG (46.1%, n=149), rs4240803 A 0.39 and G 0.61; AG (45.2%,
n=146). The VDR polymorphism was the only factor significantly associated with
G3-4 Gl toxicity: AA 32.3% vs AG or GG 10.8%, p=0.001; in multivariate analysis,
genotypes GG or GA OR 0.25 CI95%0.09-0.67, p=0.035. Overall, 46.1% (n=149)
of patients developed some type of infection, with bacterial infections being the
most frequent (incidence of 31.8% at 100 days). There was no association
between the studied SNPs and infections. Conclusion: The presence of the VDR
Fokl polymorphism was associated with lower Gl toxicity in this patient cohort,
possibly due to its immunomodulatory effect on mucosal cells and consequent
alteration of the local microbiota. Future studies evaluating the association of
serum vitamin D levels, microbiota alteration, and Gl toxicities post-ASCT are
needed. Keywords: Hematopoietic stem cell transplantation. Early toxicity.

Infections. Genetic polymorphism.
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1. INTRODUGAO

1.1 Transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas

O transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas (ATCTH) é um
tratamento amplamente utilizado no tratamento de doencas hematolégicas e
auto-imunes." De fato, trata-se de um resgate com células-tronco
hematopoiéticas (CTH) apds um tratamento com quimioterapia em altas doses,
denominado  condicionamento. Como sdo regimes extremamente
mielossupressores ou mieloablativos, o resgate com CTH permite a recuperagéo
hematopoiética eficaz e rapida, promovendo suporte fundamental para o
tratamento com quimioterapia em altas doses.? O conceito de preservar CTH
enquanto pacientes eram submetidos a altas doses de radioterapia ou
quimioterapia (@ época agentes alquilantes como ciclofosfamida e mustarda
nitrogenada) ou radioterapia para posterior reinfusdo destas células foi
desenvolvido na década de 50 do século passado.? Os primeiros estudos de
pacientes submetidos a ATCTH foram publicados entre 1959 e 1962, em
pacientes em sua maioria com doencas linfoproliferativas.? A possibilidade de
uso de CTH coletadas de sangue periférico para restabelecer a hematopoiese
ja havia sido observada em estudos pré-clinicos, e o desenvolvimento de novas
formas de induzir e aumentar o nimero de CTH em sangue periférico, como uso
de fatores estimuladores de col6nia granulocitica, além de desenvolvimento da
coleta por aférese e técnicas de criopreservacado das células expandiram o uso
de ATCTH.?3

Embora o transplante de CTH alogénico, assim como o autdlogo,
também envolva a coleta de CTH e o uso de condicionamento prévio a infusao
das células, sao tratamentos completamente diferentes em sua esséncia. O
transplante alogénico é uma terapia celular, sendo o principio terapéutico o

efeito das células do doador contra a doenga do hospedeiro, ou paciente que



recebe o transplante.** Sendo assim, o paciente submetido a TCTH alogénico
recebe imunossupressdo durante todo o periodo peritransplante (que pode se
estender indefinidamente) e comumente apresenta diversas complica¢es
associadas ao efeito imune das CTH do doador, sendo a mais frequente a
doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH), o que ndo ocorre no ATCTH.*

Até o ano de 2019, o nimero de ATCTH vinha aumentando
progressivamente.®’ Em 2019 foram reportados 48.512 transplantes & European
Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT), sendo 28.714 (59%)
autoélogos. A principal indicagcdo de ATCTH sao neoplasias linfoproliferativas,
sendo 55% das indicagdes discrasias plasmocitarias.® Segundo o registro
brasileiro de transplantes, em dez anos o nimero de TCTH no pais subiu de
1.495 em 2007 para 2.794 em 2017, sendo 1.668 ATCTH (havendo
provavelmente subnotificagdo dos transplantes, segundo o préprio érgao).t
Entre 2012 e 2022, 10.107 TCTH realizados no Brasil foram reportados ao Center
for International Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR), nos Estados
Unidos, sendo 4.454 autélogos.” Com a pandemia de COVID-19, em 2020
houve pela primeira vez queda no nimero de transplantes desde o inicio das
publicagdes do EBMT reportando o nimero de transplantes realizados em
centros europeus e colaboradores, em 1990.7'° Os nimeros de 2021 ja mostram
tendéncia a novo aumento, entretanto ainda sem atingir os nimeros de 2019.71°

A Figura 1.1 mostra as indica¢des para TCTH autélogo e alogénico no

Brasil realizados em 2022.



Figura 1.1 - Indicagbes de TCTH no Brasil, 2022 (n=1.668)
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1.1.1 ATCTH em discrasias plasmocitarias

O tratamento com ATCTH em primeira linha em pacientes com mieloma
multiplo considerados aptos a receber quimioterapia em altas doses é padrao

112 Nos Ultimos anos foram realizados estudos

hd mais de 25 anos.
randomizados avaliando o papel do ATCTH em primeira linha na era de novas
drogas, como combinagdes de inibidores de proteossoma e
imunomoduladores.'*'* Os resultados mostram que o transplante segue sendo
o tratamento padrdo, com beneficio em sobrevida livre de progressdo.' '3
Atualmente o uso de anticorpos monoclonais tem aumentado significativamente
em pacientes com mieloma mdltiplo, e em muitos servicos a indugdo com
terapia quadrupla (anti-CD38, inibidor de proteossoma, imunomodulador e
dexametasona) é considerada padréo.'"'> Neste contexto, ainda nao ha estudos

randomizados mostrando beneficio do ATCTH em primeira linha, de forma que

em alguns casos o transplante passou a ser indicado apds a primeira



progressdo.”’ Deve-se enfatizar, entretanto, que o custo destes tratamentos é
extremamente elevado, e na maioria dos paises, incluindo aqueles da América
Latina, a indugdo com terapia tripla é a realidade.’®'” Observam-se nestes
paises, incluindo o Brasil, diferencas acentuadas em relacao ao acesso a exames
diagndsticos e tratamentos em servigos publicos em comparacdo aos privados,
0 que mostra impacto na sobrevida.'® De fato, a custo-efetividade de ATCTH
em primeira linha ja foi demonstrada em diferentes estudos, mesmo antes do
desenvolvimento de terapia quadrupla.*' O tratamento com ATCTH também é
considerado padrdo em outras discrasias plasmocitarias, particularmente na

12 A amiloidose sistémica de cadeia leve, conhecida como

amiloidose.
amiloidose AL, é uma doenga incomum causada por uma populacao clonal de
plasmocitos, geralmente pequena, produtora de cadeias leves tdxicas, que

levam a formacdo de uma substéncia amiloide.?

O depdsito amiloide pode
levar rapidamente a disfuncdo de multiplos érgéos, sendo os mais comumente
afetados coracdo e rins.?® O tratamento da amiloidose AL deve ser iniciado o
mais rapidamente possivel apds o diagndstico, para reduzir o dano aos 6rgaos-
alvo.?' A despeito do advento de novas drogas bastante eficazes na amiloidose,

o ATCTH ¢é parte importante do arsenal terapéutico e ainda faz parte do

tratamento de primeira linha para os pacientes candidatos.?'%

1.1.2 ATCTH em linfomas

Apesar de comumente ser usado como um Unico diagndstico,
particularmente por profissionais ndo-hematologistas, o termo “linfomas” se
refere a um grupo grande e muito heterogéneo de doencas.?* De uma forma
geral, podemos dividi-los em linfomas de Hodgkin (LH), que apesar de algumas
particularidades sdo tratados de forma homogénea e considerados uma so

doenca, e os linfomas nao-Hodgkin (LNH), que englobam mais de 50 tipos de



linfomas com caracteristicas bioldgicas, apresentacao clinica, tratamento e
prognéstico diferentes.?* O tratamento com ATCTH é considerado padrao nos
LH quimiossensiveis recaidos ou refratérios, com intuito curativo.?>? Em relacao
aos LNH, em primeira linha, o ATCTH ¢é indicado mais comumente no linfoma
de células do manto e nos linfomas priméarios de sistema nervoso central (SNC),
assim como em alguns tipos de linfoma de células T."? Nos tipos mais comuns
de LNH em adultos, linfoma folicular (LF) e difuso de grandes células B (DGCB),
o ATCTH ¢é indicado nos pacientes recaidos ou refratarios que apresentam
quimiossensibilidade.” Estudos de ATCTH em primeira linha para linfomas
DGCB ou de alto grau ndo demonstraram beneficio em relagdo ao tratamento

com quimioterapia convencional.?’

1.1.3 Complicagbes precoces apés ATCTH

Em geral, diferentemente do transplante alogénico de CTH, o ATCTH é
um tratamento associado a baixa mortalidade.>? Entretanto, mais da metade
dos pacientes apresenta complicagdes, sendo as mais comuns infec¢bes e
toxicidades pela quimioterapia em altas doses, em particular mucosite oral e
toxicidade gastrointestinal. ' As toxicidades apdés ATCTH sdo observadas
principalmente nos primeiros 100 dias pds-transplante, reduzindo-se mais de
dez vezes apds este periodo.? Nos primeiros 100 dias as complica¢es
infecciosas sdo as mais comuns, com maior incidéncia de infeccdes
bacterianas.® Estudos menores e de paises em desenvolvimento mostram
reducdo da sobrevida global secundéria as infec¢bes precoces pds ATCTH,
dado que ndo se confirma no estudo de Waszczuk-Gajda e colaboradores, que
descreve complicagdes em 3.552 pacientes com mieloma submetidos a ATCTH
em centros europeus.®-* No Brasil, infec¢do é maior causa de mortalidade nos

primeiros 100 dias apdés ATCTH em pacientes com mieloma mudltiplo.” A



vigilancia infecciosa e profilaxias antimicrobianas nos ATCTH ndo sao
rigorosamente estabelecidas na literatura, variando segundo os centros
transplantadores.® Ainda, hd uma escassez de dados na literatura descrevendo

fatores associados a complicagbes precoces apés ATCTH.

1.2 Variabilidade genética e polimorfismos de nucleotideo tnico

O sequenciamento e anélise completos do genoma humano, realizados
por cientistas do Consoércio Internacional do sequenciamento do genoma
humano (parte do Human Genome Project), publicado inicialmente em 2001,
mostrou que a sequéncia dos pares de base dos 25.000 genes que compdem o
DNA humano é mais de 99% idéntica entre diferentes pessoas.* Entretanto,
como o genoma humano contém mais de 3 bilhdes de pares de base, mesmo
diante desta enorme similaridade ainda existem milhdes de possiveis variagdes
entre os genomas de duas pessoas diferentes.?” Postulou-se que as diferencas
na estrutura de um gene que ocorrem em uma frequéncia menor de 1% nas
populacdes sdo denominadas muta¢des, enquanto aquelas com frequéncia
maior de 1% sao chamadas polimorfismos.?” Estes polimorfismos podem ocorrer
de maneiras diferentes: pela presenca adicional ou perda de uma porcéao inteira
de DNA (insergdes/delegdes), o que confere uma variagdo no nimero de cépias
do DNA (copy number variations, CNV), pela repeticdo da mesma sequéncia de
pares de base do DNA (que pode variar tanto no nimero de pares de bases
repetidas como no nimero de repeticdes, de poucas até centenas de vezes) ou
pelo troca de um Unico par de bases, denominada polimorfismo de nucleotideo
Unico (single-nucleotide polymorphism, ou SNP).?”*

A Figura 1.2 mostra as quatro formas mais comuns de polimorfismos genéticos.



Figura 1.2 — Alelo selvagem e as 4 formas de polimorfismo genético
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Teoricamente, a existéncia de 2, 3 ou 4 nucleotideos alternativos (T, C, G,
A) em qualquer locus pode ser classificada como um SNP, mas na pratica a
grande maioria deles é bialélica. Existem apenas 4 tipos de SNPs bialélicos: uma
transicdo (i.e., troca entre duas purinas ou duas pirimidinas): T/C e trés

transversdes (troca entre purinas e pirimidinas): T/A, T/G e C/G.*® As duas outras



substituicdes possiveis (A/G e A/C) sdo representagdes da fita complementar de
DNA. Os SNPs sdo a forma mais comum de polimorfismo, sendo catalogados
até junho de 2021 mais de 675 milhdes de referéncias de SNP (rs) na base de
dados dbSNP, desenvolvida pelo centro nacional de informagdo em
biotecnologia dos Estados Unidos (National Center for Biotechnology
Information - NCBI).3#° Nao ha um consenso a respeito da nomenclatura de
SNPs, de forma que diferentes estudos descrevem o mesmo polimorfismo de
forma distinta. #'#?2 O padréao rs (reference SNP) seguido de um nimero Unico e
arbitrario é a forma como eles sdo descritos na dbSNP, amplamente aceita e
utilizada na literatura, entretanto difere da nomenclatura sugerida pela Human
Genome Variation Society (HGVS), que traz mais informagdes como o gene, a

sequéncia e a substituicdo, mas é mais complexa.*’

1.3 Estudos de associagdo genética

Existem duas formas basicas de realizar um estudo de associacdo
genética: estudos de gene candidato, em que os genes estudados sdo
escolhidos a partir de fungdes biolégicas conhecidas, ou de achados prévios da
literatura, e estudos de associacdo do genoma inteiro (genoma-wide
association, GWA), em que o genoma inteiro do paciente é estudado de forma
agnéstica, em busca de associagdes com um determinado desfecho.?”#344 Os
estudos de GWA revolucionaram o campo de estudos de associacao genética,
possibilitando inimeras descobertas e muitos estudos de gene candidato
podem ser realizados a partir de seus achados.?#* Embora os estudos de GWA
possibilitem uma avaliagdo mais ampla, contendo milhares de SNPs, as multiplas
comparagdes inerentes ao estudo podem levar a associagbes estatisticamente
significantes, porém sem significado clinico, ou achados espurios.***>% De fato,

os estudos de gene candidato podem ter maior poder estatistico para detectar
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diferengas entre os grupos caso o nimero de pacientes seja relativamente

pequeno, entretanto com um potencial grande de achados falso-positivos.

46-49

A Tabela 1.1 sumariza as principais diferencas entre estes dois tipos de estudos.

Tabela 1.1 - Comparagéo entre estudos de gene candidato e GWAS

Caracteristica

Estudos de gene candidato

GWAS

Hipotese

Numero de variagbes genéticas
Amostra

Viéses

Limitacdes

Taxa de falso positivo
Taxa de falso negativo

derivado de hipotese

limitado (uma a centenas)
limitada (hormalmente centenas)
selecdo

confusdo

estratificagdo populacional
publicagao

numero da amostra

falta de reprodutibilidade de resultados
falta de rigor metodolégico
baixa cobertura genética

alta

baixa

agndstico

grande (centenas de milhares a milhdes
grande (centenas a centenas de milhares)
selecdo

confusdo

estratificagdo populacional

controle para multiplos testes
definigdo fenotipica

associagdo estatistica versus funcional
custo

baixa

alta

GWAS, genome wide association study
Fonte: Sayols-Baixeras et al, 2014

1.4 Estudos de associagdo entre polimorfismos, complicagbes e infecgbes

ap6s TCTH

A associagdo entre SNPs e risco de diferentes doencas, incluindo
neoplasias hematoldgicas, é objeto de estudo ha muitos anos, mas os resultados
demonstram a complexidade de estabelecer causalidade deste tipo de
variabilidade genética com o desenvolvimento de doencas hematoldgicas.>*
Por outro lado, um campo de estudo bastante explorado é a associagdo de SNPs
com os resultados dos tratamentos, avaliando a farmacodinédmica das drogas
utilizadas tanto no que diz respeito a eficacia como a toxicidade, em estudos de
farmacogenética.”>>* O objetivo destes estudos é a identificagdo de fatores que
possam auxiliar na individualizagdo do tratamento dos pacientes de acordo com

caracteristicas genéticas, buscando a maior eficacia com a menor toxicidade

possivel. Apds o ATCTH sdo comuns toxicidades relacionadas ao regime de



11

condicionamento, incluindo mucosite oral, diarreia e disfuncdes organicas.
Estudos demonstram que polimorfismos genéticos em genes relacionados a
metabolismo de drogas influenciam tanto a eficacia como a toxicidade de uma
droga especifica.>®®® Trabalhos especificamente no contexto de TCTH
demonstraram a relagdo entre polimorfismos genéticos e toxicidade, com
impacto inclusive em desfechos clinicos como mortalidade.”** Rocha e
colaboradores estudaram 107 pacientes submetidos a TCTH alogénico no
hospital Saint-Louis (Franga), encontrando associa¢des entre polimorfismos VDR
Tagl e mortalidade relacionada a transplante em 180 dias.®® Estudos
descrevendo especificamente a associagdo de polimorfismos de genes
candidatos e toxicidades pés ATCTH sdo menos encontrados na
literatura.>3¢0¢165-¢7 A Tabela 1.2 detalha os estudos publicados de associagéo
de SNPs e complica¢des pds-ATCTH.

Tendo em vista que as infe¢cdes sdo complicagdes muito prevalentes no
tratamento de doencas hematoldgicas, a associacdo de SNPs e infecdes nestes
pacientes tem sido estudada, particularmente em pacientes com mieloma
multiplo e leucemias agudas, enfatizando-se aqueles submetidos a TCTH
alogénico.*>¢#7% Neste cendrio, ha varios anos estuda-se uma possivel
associacdo entre SNPs de receptores da imunidade inata e maior
susceptibilidade a infecgdes.”'¢ O sistema imune inato é composto por células
como macréfagos e linfécitos natural killers (NK), que agem diretamente ou por
meio da liberagdo de citocinas e outras moléculas estimulatérias, ativando a
resposta adaptativa mediada por linfocitos B e T.”” Ao contrério desta Ultima, a
resposta imune inata é inespecifica, baseada principalmente no reconhecimento
de padrées moleculares associados a patdégenos (pathogen-associated
molecular patterns, ou PAMPs) por meio dos receptores de reconhecimento de
padrdo (pattern-recognition receptors, PRRs), dos quais os mais estudados séo

os receptores toll-like (TLRs).”® A familia de TLRs é composta por proteinas
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transmembrana com por¢des extracelulares, responsaveis pelo reconhecimento
dos antigenos lipopolissacarideos, e intracitoplasmatica, capazes de ativar vias
sinalizatérias por meio de liberacdo de citocinas e transcricdo génica.””’”?
Estudos demonstram que variagdes genéticas destes receptores, como SNPs,
alteram a sua fungao, conferindo, por exemplo, maior ou menor susceptibilidade
as infecgoes.?8' Nos Uultimos anos foram publicados diferentes estudos
demonstrando impacto de SNPs em TLRs em pacientes hematoldgicos,
particularmente submetidos a transplante alogénico.’2737>7¢828> A populagédo de
pacientes submetida ATCTH, entretanto, é menos estudada.®*’* Trigo e
colaboradores descreveram uma possivel associacdo entre polimorfismos dos
genes TNFa (rs1800795) e interleucina (IL)-6 (rs1800629) e o risco de bacteremia
em 148 pacientes com MM submetidos a ATCTH na unidade de transplante da
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A pesquisa do efeito de SNPs em complicagdes pds-TCTH encontra no
autélogo um modelo ideal, tendo em vista que no transplante alogénico nao é
possivel isolar as caracteristicas genéticas do receptor daquelas do doador para
andlise de desfechos clinicos. Uma vez que o paciente recebe as células do
doador, é extremamente complexo analisar se as complicagdes observadas séo
fruto de SNPs presentes no doador ou no receptor, ou ainda de uma possivel
associacao entre diferentes polimorfismos encontrados em cada um deles. Por
outro lado, o estudo de complicagdes no ATCTH é mais desafiador, pois os
eventos sao pouco numerosos em relacdo aos observados pos-TCTH alogénico.

Sabe-se que a populagdo brasileira apresenta elevado grau de
miscigenagdo.® Tendo em vista que grande parte dos estudos supracitados foi
realizada em popula¢des europeias ou da América do Norte, dados avaliando a
associacdo de polimorfismos genéticos e desfechos pés ATCTH sdo escassos

em nossa populagao.



Tabela 1.2 — Estudos de associagdo entre SNPs e complicagées pés-ATCTH
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Desenho do estudo

Estudo clinico prospectivo

Coorte retrospectiva

Coorte retrospectiva

Coorte retrospectiva

Observacional prospectivo

Coorte prospectiva

Coorte retrospectiva

108

135

321

113

35

153

138

Genes

SLC7AS5

SLC7A5
SLC7A8

GSTM1
GSTT1

MBL2

GSTP1

CDA, dCK, hCNT3,RECQL, XRCC1,
RADS54L, ATM, ATR, MLH1, MSH2, MSH3
TREX1, EXO1, TP73, MRP2, MRP5, GSTP1

IL-6
TNF-a

delegdo do gene
delegdo do gene

SNP

rs4240803

rs4240803
20 SNPs

Kok

ok

exon 1

rs947894

21 SNPs

rs1800629
rs1800795

MAF

0,296 (A)

0,281 (A)

0,500

0,220

NA

NA

NA
NA

Desfechos estudados
resposta em 90 dias
PFS em 90 dias

mucosite G3-4 em 90 dias

uso de NPT

TTR graus 2 a 4

infeccdes bacterianas (sepse)

toxicidade Gl (mucosite e diarreia)
infeccdes
tempo de internagao
TRM
PFS

SG
toxicidade grave

bacteremia

Resultados

AA/AG vs. GG, OR 2,32 IC95% 0,94-5,87, p=0,07
NS, p=0,66
NS, p=0,97

OR 0,45; 1C95% 0,25-0,79, p = 0,007*
NS

HR 2,32 1C95% 1,27-4,24, p=0,006"

MBL2 selvagem OR 0,19 IC95% 0,04-0,77, p= 0,02

variante vs selvagem 62% vs. 82%, p = 0,001
variante vs selvagem 77% vs. 91%, p = 0,007
NS
NS

CDA C111T e TREX1 Ex14-460C>T (p=0,007 e p=0,005)

CDA C111T (p=0,037), ATR C340T (p=0,024) e
EXO1 P757L (p=0,025)

interagao de SNPs OR 2,47, 1C95%1,24-4,94, p=0,01

Referéncia Pais
Poi et al* EUA
Giglia et al® EUA
Hahn et al®! EUA
Molle et al*® Dinamarca
Nampoothiri et al® India
Shinozuka et al®’ EUA
Trigo et al’ Brasil

*referencia homozigoto para alelo major

** gendtipo homozigoto nulo vs. homo ou heterozigoto presente

"n&o ajustado

SNP, polimorfismo de nucleotideo unico; MAF, frequéncia alélica minima; NPT, nutricdo parenteral total; OR, odds ratio; NS, ndo significativo; EUA, Estados Unidos da América; TTR, toxicidade relacioonada ao tratamento; HR hazard ratio;

G3-4, graus 3 ou 4; IC95%, intervalo de confianga de 95%; NA; ndo avaliado; Gl, gastrointestinal; TRM, mortalidade relacionada ao tratamento; PFS, sobrevida livre de progressao; SG, sobrevida global
Fonte: Poi et al 2019%%; Giglia et al 2014%: Hahn et al 2010°"; Molle et al, 2006> Nampoothiri et al 2019%: Shinozuka et al 20167; Trigo et al 20147%
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo primério

Avaliar a associagao entre polimorfismos genéticos de genes candidatos
e complicagbes precoces em pacientes adultos submetidos a ATCTH por
gamopatias ou linfoma.
2.1.1 Polimorfismos de genes da imunidade inata com a incidéncia e gravidade
de infecgbes: infeccdes bacterianas, infecgdes virais, infecgdes fungicas invasivas
(IFl), reativagdo e infeccdo por citomegalovirus (CMV) em até 100 dias pos
ATCTH.
2.1.2 Polimorfismos de genes relacionados ao metabolismo de drogas com
toxicidades precoces (mucosite oral oral, nduseas, vOmitos, diarreia e

hepatotoxicidade) em até 100 dias poés ATCTH.

2.2 Objetivos secundarios
2.2.1 Descrever a frequéncia dos polimorfismos estudados em uma populagdo
de pacientes brasileiros submetidos a ATCTH.
2.2.2 Descrever desfechos clinicos apés ATCTH, incluindo:
e Enxertias neutrofilica e plaquetaria;
e Mortalidade precoce (em 30 dias e 100 dias);

e Sobrevida global (SG) em 12 meses.
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3. METODOS

3.1 Desenho do estudo

Este é um estudo de coorte observacional multicéntrico retrospectivo. O
estudo recebeu financiamento do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPg), através de chamada publica - Chamada

Universal edital MCTIC/CNPqg No 28/2018 - Universal/Faixa B.

3.2 Centros incluidos no estudo

Foram incluidos neste estudo dois centros: o Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), a instituicdo
proponente, e o hospital Sirio-Libanés (HSL). O HCFMUSP é o maior hospital da
América Latina. Trata-se de um complexo hospitalar publico localizado na
cidade de Sao Paulo, composto por oito institutos, dentre eles o Instituto
Central, que comporta o Servico de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular e a Unidade Clinica de Terapia Celular (UTC), em que sao realizados os
transplantes, e o Instituto do Cancer de Séo Paulo (ICESP), onde sao realizados
o tratamento inicial e o seguimento dos pacientes com diagndstico de
neoplasias hematoldgicas. Entre 2017 e 2018 foi realizada uma reforma na UTC
e os transplantes foram realizados no ICESP. Em 2019 o ambulatério do Servigo
de Terapia celular do HCFMUSP recebeu 177 encaminhamentos; foram
realizados 122 TCTH na UTC, sendo 90 autélogos e 32 alogénicos.'*

O hospital Sirio-Libanés (HSL), centro coparticipante deste estudo, é um

' * Dados obtidos pelo Gerenciamento de Dados da Unidade Clinica de Terapia Celular
HCFMUSP. registrotmo.ichc@hc.fm.usp.br [mensagem pessoal] [citado 10 abr 2021]. E-mail para
Luciana Tucunduva (luciana.tucunduva@gmail.com).
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complexo hospitalar privado, nao universitario, que conta com um instituto de
ensino e pesquisa e com programas de residéncia médica e pds-graduagdo,
incluindo residéncia de ano adicional em onco-hematologia e transplante de
medula 6ssea, reconhecida pelo ministério da educagdo. A unidade de
transplante de medula éssea é composta por 10 leitos e sdo realizados cerca de
50 a 70 transplantes ao ano, sendo metade deles autélogos. Em 2019 foram

realizados 23 ATCTH no HSL. 2**

3.3 Aspectos éticos

Os dados foram coletados dos prontuarios dos pacientes tratados nos
dois centros incluidos no estudo apds aprovacao do projeto de pesquisa pela
Comissao de ética para analise de projetos de pesquisa - HCFMUSP (CAPPesq)
e pelo Comité de ética em pesquisa (CEP) do HSL. Todos os pacientes vivos
submetidos a ATCTH no HSL concordaram com a participagdo neste estudo, a
partir de assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Para
pacientes submetidos a ATCTH no HCFMUSP ou no ICESP antes de 2019 foi
autorizada pela CAPPesq a dispensa de TCLE para este estudo especifico,
considerando a impossibilidade de contato com muitos pacientes e o fato de
que todos os pacientes submetidos a TCTH na UTC-HCFMUSP assinam um
termo autorizando a utilizagdo de dados clinicos para pesquisa antes do inicio
de seu tratamento. Os pacientes submetidos a ATCTH a partir de 2019

concordaram com a participagdo apds aplicagdo de TCLE deste estudo.

3.4 Pacientes

? % Dados obtidos pela enfermeira de pesquisa clinica do TMO do HSL.
simone.oferreira@hsl.org.br [mensagem pessoal] [citado 13 abr 2021]. E-mail para Luciana
Tucunduva (luciana.tucunduva@gmail.com).
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3.4.1 Critérios de inclusdo

a) ldade > 18 anos ao transplante;

b) ATCTH realizados no HCFMUSP, ICESP ou HSL;
c) Diagnéstico de gamopatia ou linfoma;

d) ATCTH realizado entre 2015 e 2021;

e) Disponibilidade de DNA para estudo dos polimorfismos genéticos.

3.4.2 Populagédo do estudo

Este estudo foi composto por uma amostra de conveniéncia, tendo em
vista que nao foi possivel a inclusdo de grande parte dos pacientes
transplantados nos dois centros incluidos no periodo do estudo devido a falta
de material (DNA dos pacientes) para o estudo de polimorfismos. Nenhum dos
dois centros possui biobanco ou capacidade de armazenamento de amostras
biolégicas de todos os pacientes em tratamento. Desta forma, no HCFMUSP
grande parte das amostras foi proveniente do estudo de Oliveira e
colaboradores, que avaliou arboviroses em pacientes submetidos a TCTH.#” No
HSL, antes de 2019, foram utilizadas amostras de pacientes que tinham células
congeladas por outras razdes (coletadas no momento do diagndstico ou
congeladas para um eventual segundo transplante, particularmente no caso de
gamopatias). Nao foi solicitado que pacientes transplantados antes de 2019
coletassem amostras diante da assinatura de TCLE para nao introduzir viés de
selecdo, visto que apenas os pacientes que estivessem vivos poderiam fazé-lo.

A Figura 3.1 mostra o fluxograma dos pacientes incluidos no estudo.
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Figura 3.1 — Fluxograma da amostra de pacientes incluidos no estudo

Pacientes submetidos a
ATCTH por linfoma ou

gamopatia entre 2015 e
junho 2021 (n=634)

300 excluidos por auséncia de
amostra de DNA

Pacientes com amostra
de DNA disponivel
(n=334)

11 excluidos por auséncia de
amplificagdo de DNA na amostra

Pacientes incluidos na
analise HCFMUSP
(n=275)

Pacientes incluidos na

analise HSL (n=48)

3.5 Fonte e coleta de dados

Para os pacientes submetidos a ATCTH no HCFMUSP, foi utilizado o
banco de dados de pesquisa da UTC -HCFMUSP, iniciado em 2017. Este banco
é composto por dados observacionais, demogréficos e clinicos, de pacientes
submetidos a TCTH. A coleta dos dados foi realizada pela equipe de
gerenciamento de dados da UTC-HCFMUSP e pela pesquisadora principal
deste projeto (LT). A coleta dos dados dos pacientes submetidos a ATCTH no
HSL foi realizada diretamente do prontudrio eletrénico pela pesquisadora
principal deste projeto (LT). A plataforma utilizada para coleta e tratamento dos
dados foi o REDCap [HCFMUSP]. O REDCap (Research Eletronic Data Capture)
é uma plataforma segura, estabelecida em rede (internet), desenvolvida para
coleta de dados para estudos cientificos, que oferece: 1) uma interface intuitiva

para coleta e validagdo de dados; 2) procedimentos de auditoria para
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acompanhamento de manipulacao e transferéncia de dados; 3) procedimentos
automaticos de transferéncia dos dados para diferentes programas e 4)
ferramentas para integragado e interoperabilidade de dados com fontes externas.
O REDCap foi desenvolvido pela Universidade de Vanderbilt em 2004 e
atualmente é oferecido de forma gratuita através de um consércio do qual a
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo faz parte.®8#° A coleta de

dados foi realizada de maneira retrospectiva.

3.6 Definigdo de desfechos

3.6.1 Desfechos primarios

3.6.1.1 Infeccbes bacterianas: o critério para diagnéstico das infecgdes
bacterianas foi clinico, sempre que possivel com confirmacdo microbioldgica.
Choque séptico foi diagnosticado em pacientes com quadro infeccioso que
evoluiram com hipotensdo, necessidade de encaminhamento a unidade de
terapia intensiva e uso de drogas vasopressoras, de acordo com os critérios
definidos pela Sociedade Europeia de Medicina intensiva.” Infecgdes de
corrente sanguinea foram definidas de acordo com os critérios do Center for
Diseases Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos.”!

3.6.1.2 Infecgdes virais: foram consideradas infec¢des virais quadros
sintomaticos em que um agente viral foi isolado, sendo o sintoma n&o atribuido
a outra causa conhecida.

3.6.1.3 Infecgdo por citomegalovirus (CMV): o método utilizado para detecgdo
de CMV foi a reacao de cadeia de polimerase (PCR). Reativagéo foi considerada
em pacientes com deteccdo de CMV por PCR em duas medidas subsequentes,
sintomaticos ou ndo. Doenca por CMV foi considerada de acordo com critérios

previamente publicados.?



22

3.6.1.4 Infecgdo fungica invasiva (IFl): os casos foram identificados de acordo
com informagdes microbiolégicas e histopatolégicas contidas nos prontudrios.
As infeccbes foram classificadas como: “possiveis”, “provaveis” ou
“comprovadas” de acordo com definigdes desenvolvidas pelo European
Organization for Research and Treatment of Cancer.”® Neste estudo foram

Ill

consideradas como eventos apenas as IFl “provaveis” ou “comprovadas”.

3.6.1.5 Mucosite oral oral, nduseas, vomitos, diarreia e hepatotoxicidade: foram
definidas de acordo com os critérios utilizados para comunicagdo de eventos
adversos em estudos clinicos (Common Terminology Criteria for Adverse Events
- CTCAE), de acordo com o National Institutes of Health dos Estados Unidos.”
No caso da mucosite oral oral foi utilizada preferencialmente a descricao

realizada pela equipe de odontologia. A Tabela 3.1 detalha a classificagcdo das

toxicidades utilizada neste estudo.
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Tabela 3.1 — Classificagdes de mucosite oral, nduseas, vémitos, diarreia e hepatotoxicidade utilizadas neste estudo

Toxicidade

Mucosite oral

Ndauseas

Voémitos

Diarreia

Hepética

Grau 1

Assintomética ou sintomas leves,
intervencdo clinica ndo indicada

Perda do apetite sem alteragdo na
alimentacéo

Intervenc&o clinica ndo indicada

Aumento de evacuagdes <4 episédios
ao dia ou aumento leve do débito
da estomia em relacdo ao basal

Aumento de transaminases (ALT ou AST)
>3x VSN se basal normal ou >1,5-3x basal;
aumento de FA >2,5x VSN se basal normal

ou >2,-2,5x basal; aumento de BT >1,5x

VSN se basal normal ou >1,0-1,5x basal

Grau 2

Dor moderada ou presenca de Ulcera que
nao interfere na ingesta oral, indicada
modificagdo da dieta

Diminuigdo da ingesta oral sem perda
significativa, desidratacdo ou
desnutricdo

Necessidade de hidratacdo endovenosa
ambulatorialmente

Aumento de evacuagbes 4 -6 episddios
ao dia ou aumento moderado do débito
da estomia em relagdo ao basal com
limitagdo de AVD

Aumento de transaminases (ALT ou AST)
>3-5x VSN ou valor basal; aumento de FA
>2,5-5x VSN ou valor basal; aumento de
BT >1,5-3x VSN ou valor basal

Grau 3

Dor acentuada que interfere na
ingesta oral

Ingesta caldrica ou hidrica inadequada,
necessidade de alimentagdo por sonda
ou NPT, indicagdo de hospitalizagao

Necessidade de alimentagédo por sonda
ou NPT, indicagdo de hospitalizagdo

Aumento de evacuagbes 27 episddios
ao dia ou aumento acentuado do débito
da estomia em relagdo ao basal com
limitagdo de AVD e auto-cuidado,
indicagdo de hospitalizagdo

Aumento de transaminases (ALT ou AST)
>5-20x VSN ou valor basal; aumento de FA
>5-20x VSN ou valor basal; aumento de
BT >3-10x VSN ou valor basal

Grau 4

Risco a vida, indicada intervencdo
clinica urgente

Risco a vida, indicada intervencao
clinica urgente

Risco a vida, indicada intervencao
clinica urgente

Risco a vida, indicada intervencdo
clinica urgente

Aumento de transaminases (ALT ou AST)
>20x VSN ou valor basal; aumento de FA
>20x VSN ou valor basal; aumento de
BT >10x VSN ou valor basal

AVD, atividades da vida diaria; NPT, nutricdo parenteral total; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; FA, fosfatase alcalina; BT, bilirrubina total; VSN, valos superior da normalidade

Fonte: CTCAE, Common terminology criteria for adverse events, 2017%*
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3.6.2 Desfechos secundarios

3.6.2.1 Enxertia neutrofilica: contagem de neutréfilos =0.5x10%/L por 3 dias
consecutivos, sendo considerado o primeiro dia como data da enxertia.”
3.6.2.2 Enxertia plaquetaria: contagem de plaquetas =20x10?/L por 7 dias
consecutivos, sem suporte transfusional, sendo considerado o primeiro dia
como data da enxertia.”

3.6.2.3 Mortalidade: calculada da data do transplante até a data da morte. Foi
considerada mortalidade total e ndo mortalidade relacionada ao transplante
pois ndo foram coletados dados sobre progressao ou recaida de doenca neste
estudo. A mortalidade foi avaliada em 30 e 100 dias.*

3.6.2.4 Sobrevida global (SG): calculada da data do transplante até a data da
morte ou a data do uUltimo seguimento. A sobrevida global foi avaliada em 100
dias e 12 meses.?

3.6.2.5 Frequéncia dos polimorfismos genéticos na populacdo do estudo:

calculada por contagem direta.

3.7 Ancestralidade

Em todos os estudos de associagdes genéticas existe o risco de
diferengas populacionais, particularmente ancestralidade, serem responsaveis
pelos resultados encontrados nos grupos acometidos ou ndo pelo desfecho
estudado, produzindo um viés de confusdo. Este fenébmeno, denominado
estratificagcdo populacional, acontece quando a probabilidade da ocorréncia
de um desfecho (no caso deste estudo, infecgbes e toxicidades) varia de
acordo com a ancestralidade, assim como as frequéncias dos polimorfismos
estudados. Neste caso, um polimorfismo pode ser erroneamente associado a

um desfecho, quando na realidade a diferenga observada se deve a
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ancestralidades diferentes entre os pacientes.¥#34’ Efetivamente, ha
evidéncias de diferencgas de gendtipos e frequéncias alélicas em SNPs do éxon
1 do gene MBL2, incluidos neste estudo, assim como do VDR e de TLRs entre
etnias diversas. 7~

Os prontuérios eletronicos do HCFMUSP e do HSL contém a informacao
clinica “cor autodeclarada”, conforme definicdo do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). A varidvel cor foi classificada em cinco
categorias distintas: branca, preta, parda, amarela e indigena, segundo o
sistema classificatorio empregado pelo IBGE.' Sabe-se, entretanto, que a
definicdo de ancestralidade por caracteristicas fenotipicas, particularmente em
paises com alto grau de miscigenac¢édo, como o Brasil, é imprecisa.

E conhecida a associagdo entre populagio africana e a presenca do
polimorfismo FY*B(-67T>C) na regido promotora eritroide GATA-box do
antigeno de receptor do gene DARC (Duffy antigen receptor chemokine). Este
polimorfismo previne a expressdo do alelo FY*B nos eritrécitos, levando ao
fendtipo Fy (a-b-) na populagdo de ascendéncia africana, em contraste com o
fendtipo dos caucasianos. A auséncia do antigeno Duffy nos eritrécitos confere
protecao contra a infecgdo por malaria, conferindo vantagem seletiva nesta
populagdo.’ %2 Dinardo e colaboradores estudaram no HCFMUSP uma
populacdo de pacientes com diagndstico de neutropenia étnica benigna,
conhecidamente associada a ancestralidade africana, mostrando que o
polimorfismo GATA-67T>C demonstra sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo muito superiores a cor autodeclarada no
diagndstico desta entidade.’ Assim, foi utilizado neste estudo o polimorfismo
de GATA como marcador de ancestralidade, comparando-o com a cor

autodeclarada.

3.8 Préticas institucionais e manejo clinico
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Todos os pacientes admitidos na UTC do HCFMUSP foram submetidos a
coletas de culturas de vigilancia semanalmente para investigacédo de colonizagdo
por bactérias resistentes a multiplas drogas (MDR). Os pacientes foram isolados
em quartos individuais até resultados das culturas e, caso positivas, até a alta
hospitalar. Colonizagdo bacteriana foi definida pelo isolamento de um
microorganismo por meio de um swab retal na auséncia de evidéncia clinica de
infeccdo. Até o ano de 2018 todos os pacientes receberam profilaxia
antimicrobiana com quinolona (levofloxacino 500mg/dia) do inicio da
neutropenia (neutréfilos<1000/mL) até a enxertia. Apds o estudo de Ferreira e
colaboradores, publicado em 2018, que mostrou aumento do risco de infec¢des
de corrente sanguinea em pacientes colonizados por MDR nesta unidade, foi
abolida a profilaxia antimicrobiana universal."” No HSL apenas os pacientes
provenientes de outros hospitais foram submetidos a culturas de vigilancia no
momento da admissdo, e nao foi realizada cultura de vigilancia rotineiramente
nos pacientes internados na unidade de transplante. Nao foi realizada profilaxia
antimicrobiana com antibiéticos de forma universal no HSL. Em ambos os
hospitais se utiliza fluconazol 200-400mg/dia ou micafungina 100mg/dia como
profilaxia antifingica durante o periodo de neutropenia, e profilaxia com
aciclovir 800mg/dia ou valaciclovir 500mg/dia para profilaxia antiviral, do inicio
do condicionamento até 6 meses apds o transplante. No HCFMUSP foi realizada
coleta semanal de PCR para CMV durante os 30 primeiros dias apés ATCTH até
o ano de 2019, tal pratica foi abolida apds esta data. No HSL, durante todo o
periodo do estudo, apenas pacientes com suspeita clinica coletaram PCR para

CMV.

3.8.1 Microbiologia e definigdo de bactérias resistentes a maltiplas drogas
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A definicao de bactérias resistentes a multiplas drogas (MDR) difere de
acordo com a flora microbiana de cada hospital. Foram utilizadas as defini¢cdes
contidas nos manuais de infecgdo hospitalar do HCFMUSP e HSL para este
ﬂm.104,105

As culturas de vigilancia foram realizadas através de swab retal. Para
pesquisa de Enterococci resistente a vancomicina (VRE) o swab foi cultivado em
meio seletivo para VRE contendo vancomicina 6 ug/mL; para isolamento de
Gram-negativos MDR em meio contendo 10 ug/mL de imipenem. Identificagdo
e teste de sensibilidade foram realizados para todas as amostras através de meio
automatizado ou disco-difusdo.'® A coleta de hemoculturas foi realizada através
do sistema automatizado BACTEC 9240 (Becton Dickinson, 164 Franklin Lakes,
NJ).

3.9 Avaliagéo laboratorial

3.9.1 Amostras

Para pacientes submetidos a ATCTH antes de 2019 foram utilizadas
amostras de sangue ou células congeladas j& coletadas e disponiveis para
extragdo de DNA. A partir deste ano, as amostras foram coletadas apds
assinatura do TCLE, no momento da avaliagdo pré-transplante. Foram utilizadas

amostras de medula dssea e sangue periférico, a depender da disponibilidade.

3.9.2 Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

A extragdo de DNA das amostras foi realizada por meio de sistema
MagNa Pure Compact DNA/RNA e do kit Large Volume (LV - Roche Diagnostics,
Suica) reduzindo-se o volume final de eluato a 50 ul, dos quais 6ulL foram

utilizados para obtencdo da curva-padrao da reagcdo em cadeia da polimerase
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em tempo real (RT-PCR). O equipamento e o kit LV foram avaliados quanto ao
rendimento, volume de amostra, volume de eluicdo, tempo de procedimento,
contaminacdo interamostra, necessidades de intervencao humana, estabilidade
dos reagentes, reprodutibilidade e praticidade. O MagNA Pure Compact é um
equipamento robdtico que extrai DNA e RNA a partir de uma ampla variedade
de materiais bioldgicos como: células de mamiferos, sangue total ou plasma,
células cultivadas e tecidos. E possivel extrair um volume entre 100-1000pL e
eluir os acidos nucleicos entre 50-200uL. O equipamento extrai oito amostras
em 40 minutos. Além disso, possui luz ultravioleta que garante a esterilizagdo
interna apds o uso. O kit LV é baseado na ligacdo dos &cidos nucleicos a

Magnectic Glass Particles (MGPs)."’

3.9.3 Técnica de anélise de polimorfismos genéticos

Todas as amostras foram testadas usando uma RT-PCR duplex contendo
primers e sondas desenhadas para os polimorfismos genotipados usando o
software Primer3®. Todas as amplificagdes por RT-PCR foram realizadas em um
volume final de 25uL utilizando mistura mestra de PCR TagMan Universal
(Applied Biosystems) durante 50 ciclos no equipamento de RT-PCR
StepOnePlusTM (Applied Biosystems). Em todas as corridas foi incluida dgua
para controle de contaminacdo na etapa de amplificacao, além de controles
positivos e negativos. Os primers e sondas foram obtidos da empresa Applied
Biosystems®, Estados Unidos da América. O ensaio TagMan® é uma
genotipagem em tempo real 5'-nuclease para discriminagdo entre dois alelos de
um SNP especifico. Resumidamente, um alelo selvagem denominado “A" é
amplificado separadamente do alelo alternativo “B” utilizando-se primers
especificos forward e reverse de regides e duas sondas TagMan exclusivas para

estes alelos, desenhadas para o SNP em estudo. As sondas TagMan possuem
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uma coloracdo fluorescente (VIC® especifica para o alelo” A" e 6-
carboxifluoresceina [FAM] para o alelo “B”) ligada a extremidade 5’ e uma
coloragdo (minor groove binder [MGB] ou 6-carboxi-tetrametil-rodamina
[TAMRA]) na extremidade 3'. Durante a amplificacdo por RT-PCR cada sonda
liga-se preferencialmente a um dos dois alelos do SNP em questdo, com
afinidade diferente. Com o andamento da amplificacao, a enzima polimerase
Taq cliva a sonda ligada, gerando um sinal fluorescente. Tais sinais sao
interpretados automaticamente utilizando-se um software que detecta a
sequéncia dedicado ao RT-PCR. Um sinal fluorescente com apenas a coloragdo
VIC denota homozigose do alelo “A”, enquanto a presenca exclusiva da
coloragdo FAM denota homozigose do alelo “B”. A presenca dos dois sinais
fluorescentes revela heterozigose.®®

Foram estudados os seguintes polimorfismos genéticos (Tabela 3.2 e
Tabela 3.3):

e TLR2: rs4696480;

e Mannose-binding lectine (MBL2): rs1800450, rs1800451 e rs5030737,
e TLR9:rs352139;

e Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA4): rs3087243;

e Glutathione S-transferase (GSTM1): gendtipo nulo;

e Solute carrier family 7 member 5 (SLC7AS5): rs4240803;

e Receptor da vitamina D (VDR): rs2228570.

A escolha destes SNPs foi baseada nas fun¢des dos genes envolvidos (por
exemplo papel de TRL e MBL2 na imunidade inata, GSTM1 e SLC7A5 no
metabolismo de drogas comumente utilizadas no condicionamento de ATCTH,
VDR em multiplas fungdes como imunomodulagdo e proliferagdo celular e em
estudos prévios mostrando associacao entre polimorfismos nestes genes e
infeccbes bacterianas virais, fungicas, preferencialmente em pacientes

hematoldgicos e submetidos a TCTH.>?434>8384 Devido a baixa prevaléncia de
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variantes alélicas nos genes MBL2 (rs5030737) e GSTM1 (gendtipo nulo) na
populacdo do estudo eles ndo foram incluidos na analise dos desfechos. A
anélise dos polimorfismos foi realizada no laboratério de imuno-hematologia
avancada da Fundacdo Pré-Sangue no HCFMUSP, por pesquisadores cegos

para os desfechos clinicos.

Tabela 3.2 - Polimorfismos dos genes candidatos relacionados a infecgdes, fungéo,

frequéncias alélicas e desfechos descritos na literatura

Gene (localizagdo) Funcgo Polimorfismo* Desfecho GMAF** Referéncia
MBL2 (10921.1) sistema complemento rs1800450 sepse em pacientes submetidos a ATCTH por MM 0.139204 (T Molle et al*®
MBL2 (10921.1) sistema complemento rs1800451 sepse em pacientes submetidos a ATCTH por MM 0.026489 (T) Molle et al*®
MBL2 (10g21.1) sistema complemento rs5030737 sepse em pacientes submetidos a ATCTH por MM 0.065976 (A) Molle et al*®
TLRY (3p21.2) reconhecimento LPS de memebrana rs352139 infecgGes virais e fungicas em TCTH alogénico 0.458978 (T) Xiao et al**
TLR2 (4931.3) reconhecimento LPS de memebrana rs4696480 infecgdes bacterianas em pacientes em UTI geral 0.475334 (A) Gaoetal®
CTLA4 (2933.2) resposta imune adaptativa 153087243 TRM em pacientes submetidos a UCBT 0.436604 (A) Cunha et al®®

LPS, lipopolissacarideo; GMAF, frequéncia alélica minima global; TRM, mortalidade relacionada ao transplante; TCTH transplante de células tronco hematopoieticas;
ATCTH, transplante de células tronco hematopoieticas autdlogo; MM, mieloma miltiplo; UCBT, transplante de células de cordao umbilical

*nomenclatura dbSNP

** frequéncias descritas nas maiores bases de dados no dbSNP

Fonte: Molle et al 2006%, Xiao et al 2014%, Gao et al 2015 Cunha et al 2017¢

Tabela 3.3 - Polimorfismos dos genes candidatos relacionados a toxicidades, fungéo,

frequéncias alélicas e desfechos descritos na literatura

Gene (localizagdo) Funcdo Polimorfismo* Desfecho GMAF** Referéncia
VDR (12q13.11) metabolismo vitamina D3 rs2228570 toxicidade Gl e hepatica, TRM 0.388743 (A) Rocha et al®”
sobrevida pés TCTH alogénico aparentado
GSTM1 (1p13.3) neutralizagdo ROS gendtipo nulo toxicidade relacionada ao tratamento em TCTH autélogo ~ 0.1806 (G) Hahn et al®'
SLC7A5 (16024.2) codificacdo LAT1 rs4240803 mucosite oral, 0.348638 (A) Giglia et al®
toxicidade gastrointestinal apés ATCTH Cho et al*?

LPS, lipopolissacarideo; GMAF, frequéncia alélica minima global ; ROS, espécies reativas de oxigénio; LAT1, transportador de amino-acidos L-tipo; G, gastrointestinal;

TRM, mortalidade relacionada ao transplante; TCTH transplante de células tronco hematopoieticas; ATCTH, transplante de células tronco hematopoieticas autélogo
*nomenclatura dbSNP

** frequéncias descritas nas maiores bases de dados no dbSNP

Fonte: Rocha et al 2009%, Hahn et al 2010°', Giglia et al 2014, Cho et al 2017%

3.10 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelos softwares Stata versdo 18.0 e

R 109,110
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Para avaliar a representatividade da amostra de pacientes incluidos neste
estudo em relacdo ao total de pacientes submetidos a ATCTH de 2015 a junho
de 2021 no HCFMUSP/ICESP e HSL, as caracteristicas demograficas e clinicas
principais dos grupos foram comparadas, tais como género, idade, cor
autodeclarada, diagndstico e sobrevida global em 100 dias. A comparagao foi
realizada por meio dos testes de Chi-quadrado e teste de soma de postos de
Wilcoxon.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estudados foram
realizadas por contagem direta. A distribuicdo dos gendtipos dos pacientes foi
testada para o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) através do teste de Chi-
quadrado considerando 5% de significancia e um grau de liberdade. O
desequilibrio de ligagdo foi testado através do teste de Chi-quadrado. Os
polimorfismos foram analisados de acordo com os gendtipos com 3
possibilidades: homozigoto para o alelo de selvagem, heterozigoto e
homozigoto para o alelo polimérfico. Considerando o baixo nimero de
pacientes com cada gendtipo, estes foram agrupados nas analises considerando
a presenca de alelos polimérficos da seguinte forma: homozigoto e heterozigoto
para alelo de polimoérfico vs homozigoto para alelo selvagem. A analise
univariada da associagdo entre os polimorfismos estudados e as toxicidades foi
realizada por meio de regressdo logistica. Probabilidades de sobrevida e
mortalidade foram calculadas utilizando-se o método de Kaplan-Meier. Curvas
de incidéncia cumulativa foram utilizadas considerando morte como evento
competitivo, para probabilidades de infecgdo, enxertia neutrofilica e
plaquetéria. Devido ao baixo nimero de eventos competitivos até 100 dias,
momento em que foram analisados os desfechos de infeccéo, foi utilizado para
toda a anélise de sobrevida o método de Kaplan-Meier. A associagdo com
covariaveis foi estudada pelo teste de log-rank. Varidveis demograficas (cor

autodeclarada, idade, género), clinicas (colonizagdo por bactéria MDR,
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diagndstico, status da doencga pré-transplante, performance status) e da técnica
do transplante (condicionamento, ano do transplante, profilaxia antimicrobiana)
foram estudadas. Todos os preditores com p<0.10 na andlise univariada foram
incluidos nos modelos de anélise multivariada, assim como fatores considerados
clinicamente relevantes para o desfecho estudado. A anélise multivariada foi
realizada por regresséo logistica (para anélise de toxicidades) e pelo modelo de
Cox (para a analises de infecgdes e sobrevida). Foram utilizados incluidos nos
modelos a interacdo entre as toxicidades e modelos de fragilidade considerando
os centros transplantadores.”! A escolha dos modelos foi realizada pelo critério
de Akaike."? Foi considerado significativo um valor de p<0.05. Foi utilizada

correcao pelo método de Bonferroni para as multiplas comparagdes.



4. RESULTADOS



34

4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais dos pacientes e dos transplantes

Dos 634 pacientes transplantados de 2015 a junho de 2021 no complexo
HCFMUSP/ICESP (n=505) e no HSL (n=129), 334 dispunham de amostra de DNA
para analise de pelo menos um dos polimorfismos estudados. Deste grupo, em
11 amostras nao foi possivel amplificacdo do DNA por questdes técnicas. Assim,
foram incluidos neste estudo 323 pacientes. O grupo de pacientes incluidos foi
comparado com a amostra total de pacientes transplantados em relacédo a
varidveis demograficas (género, idade, cor autodeclarada), diagndstico e
sobrevida global em 12 meses, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa em nenhuma das varidveis (Tabela 4.1). Dos 323 pacientes incluidos
neste estudo, 58,5% (n=189) eram do género masculino, com mediana de idade
de 55 anos (intervalo de 18 a 79 anos). Pacientes com gamopatias eram
significativamente mais velhos do que os transplantados por linfomas, com
mediana de idade de 59 anos vs 47 anos, respectivamente (p<0,001). A maior
parte dos pacientes foi transplantada por gamopatias (56,7%, n=183), incluindo
mieloma multiplo (92,9% das gamopatias, n=170), amiloidose (n=4), Sindrome
de POEMS (n=4), leucemia de células plasmocitérias (n=3) e plasmocitoma
(n=2). Cento e quarenta pacientes (43,3%) foram transplantados por linfomas,
sendo 58 por linfoma de Hodgkin e 82 por linfomas nao-Hodgkin (LNH). Dentre
os LNH, o diagnéstico mais comum foi linfoma do manto (n=26), seguido de
linfoma difuso de grandes células B (n=22), linfomas T (n=16), linfoma folicular
(n=5), linfoma de alto grau (n=4), entre outros. Em relagdo ao status da doenca
pré-transplante, 56,0% dos pacientes (n=181) foi transplantada em primeira ou
segunda remissdo completa ou resposta parcial muito boa (RPMB) nos pacientes

com mieloma (25,2%, 46/183 dos pacientes com MM foram transplantados em
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RPMB). A informacéo a respeito da performance status (KPS) no momento do
transplante era disponivel em 198 pacientes (61,8% da amostra); destes 146
apresentavam KPS de de 90 a 100%. Cinquenta e quatro pacientes (16,7%) eram
previamente colonizados por uma ou mais bactérias multirresistentes:
Enterococci resistentes a vancomicina (VRE, n=39), Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenamase (KPC, n=21), Acinetobacter resistente a
carbapenémicos (n=4), Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos
(n=3). No complexo HCFMUSP/ICESP foram transplantados 82,3% dos
pacientes incluidos neste estudo (n=266), o ano mediano de transplante foi 2018
(intervalo de 2015 a 2021). O condicionamento mais utilizado foi melfalano
(56,7%, n=183), seguido por BendaEAM (bendamustina, etoposide, citarabina e
melfalano) em 17,3% dos casos (n=56). A Tabela 4.2 mostra as caracteristicas

demograficas dos pacientes e as informagdes sobre os transplantes.

Tabela 4.1 - Comparagéo entre a populagéo total submetida a ATCTH por linfoma e

mieloma no HCFMUSP e HSL de 2015 a 2021 e os pacientes incluidos no estudo

Caracteristica Pacientes transplantados Pacientes incluidos Pacientes excluidos p
n (%) n (%) n (%)

Total 634 323 311
Género feminino 269 (42,0) 134 (41,5) 133 (43,0 0,900
Idade 0,091
mediana (anos) 54 55 52
Cor auto-declarada 0,800
branca 354 (82,0) 239 (82,0) 116 (83,0)
preta 35(8,1) 26 (8,9) 9 (6,4)
parda 40 (9,3) 25 (8,6) 14 (10,0)
amarela 2(0,5) 1(0,3) 1(0,7)
indigena 1(0,2) 1(0,3) 0(0,0)
desconhecida 202 31 171
Diagnéstico 0,200
Linfoma 289 (46,0) 140 (43,0) 149 (48,0)
Gamopatia 345 (54,0) 183 (57,0) 183 (57,0)
Obitos em um ano 62 (9,8) 32(9,9) 30(9,6) 0,980

Fonte: Tucunduva LTCM,

2024
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Tabela 4.2 — Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes e da técnica dos

transplantes autélogos (n=323)

Caracteristicas n=323

n %
Idade mediana em anos (intervalo) 55 (18-79)
Género
Feminino 134 41,5
Masculino 189 58,5
Cor
Branca 239 74,0
Preta 26 8,0
Parda 25 7,7
Amarela 1 0,3
Indigena 1 0,3
Desconhecida 31 9,7
Polimorfismo GATA
WT/WT 153 47,4
WT/M 65 20,1
M/M 19 5,8
Nao amplificado 84 26,1
Faltosos 2 0,6
KPS
90-100 146 45,2
70-80 45 13,9
50-60 7 2,2
Desconhecido 57 17,5
Faltosos 68 21,0
Colonizacdo MDR
Nao 265 82,0
Sim 54 16,8
Faltosos 4 1,2
Diagnéstico
Gamopatia 183 56,7
Linfoma 140 43,3
Status da doenca pré ATCTH
Remissdo completa ou RPMB 181 56,4
Remisséo parcial 1 344
Refrataria ou progressao 14 4,3
Faltosos 17 5,3
Ano de ATCTH (intervalo) 2018 (2015-2021)
Centro
HCFMUSP 275 85,1
HSL 48 14,9
Condicionamento
CBV 36 111
BuMel 15 4,6
BEAM 28 8,7
LACE/LEAM 2 0,6
Mel 183 56,7
BendaEAM 56 17,3
CyVP 1 0,3
BuCyThio 2 0,6

RPMB, resposta parcial muito boa; KPS, performance status de Kamofsky; MDR, bactéria multirresistente;
HCFMUSP, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina Universidade de S&o Paulo; HSL, Hospital Sirio-Libanés;
CBV, carboplatina+etoposide +ciclofosfamida; BuMel, bussulfano+melfalano; BEAM, carmustina+etoposide +citarabina+melfalano;

LEAM, lomustina+etoposide +citarabina+melfalano; Mel, melfalano; BendaEAM, bendamustina+etoposide +citarabina+melfalano;

CyVP, citarabina+etoposide; BuCyThio, bussulfano+citarabina+thiotepa.

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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4.2 Variabilidade genética — polimorfismos de nucleotideo tnico estudados

A Tabela 4.3 descreve os genétipos e frequéncias alélicas encontradas
nos polimorfismos estudados.

Praticamente todos os pacientes tipados para o SNP rs1800450 eram
heterozigotos CT (92,3%, n=298) e todos os tipados para o SNP rs5030737,
ambos do gene MBL2, eram heterozigotos AG, de forma que nédo foi possivel
utilizar este SNP na analise. Para o GSTM1 as frequéncias alélicas encontradas
foram G 0,99 e C 0,01. Apenas dois pacientes tipados ndo eram heterozigotos,

de forma que este SNP também foi excluido da andlise.

4.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagédo

A distribuicao genotipica e alélica dos polimorfismos MBL2 rs1800451,
TLR2 rs4696480, VDR rs2228570 e SLC7A5 rs4240803 estavam em acordo com
o equilibrio de Hardy-Weinberg nesta amostra, os demais (MBL2 rs1800450,
MBL2 rs5030737, TLRY rs352139, CTLA4 rs3087243 e GSTM1 apresentavam
desequilibrio (p<0,0001, Tabela 4.3).

Foi estudado desequilibrio de ligagdo nos polimorfismos MBL2
rs1800450, MBL2 rs1800451 e MBL2 rs5030737, todos localizados no éxon 1 do
gene MBL2 (10g21.1). Nao foi encontrado desequilibrio nesta amostra de

pacientes.
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Tabela 4.3 - Polimorfismos estudados, genétipos, frequéncias alélicas e equilibrio

de Hardy-Weinberg

SNP

Genétipos n(%)

Frequéncias alélilas

HW (p valor)

MBL2 rs1800450

MBL2 rs1800451

MBL2 rs5030737

TLR9 rs352139

TLR2 rs4696480

CTLA4 rs3087243

VDR rs2228570

GSTM1

SLC7A5 rs4240803

cC
T

CT
NA
CcC
T

CT
NA
AA
GG
AG
NA
CcC
T

CT
NA
AA
T

AT
NA
AA
GG
AG
NA
AA

GG
AG
NA
GG
CcC
GC
NA
AA
GG
AG
NA

11 (3,4)
4(1,2)
298 (92,3)
10 (3,1)
264 (81,7)
1(0,3)
24 (7,4)
34 (10,5)
0

0

309 (95,7)
14 (4,3)
14 (4,3)
64 (19,7)
234 (72,4)
11 (3,4)
69 (21,2)
95 (29,2)
153 (47,4)
6(1,8)
57 (17,5)
25 (7,7)
207 (64,1)
34(10,5)
33 (10,1)

138 (42,3)
149 (46,1)
3(0,9)
2(0,6)

0

296 (91,7)
25 (7,4)
51 (15,7)
121 (37,5)
146 (45,2)
5(1,5)

T0,49 e CO0,51

T0,04eC0,96

A0,50e G 0,50

T0,42eC0,58

A046eT0,54

G 0,44e A 0,56

A 0,34 e G 0,66

C0,49eG0,51

A0,39eG 0,61

<0,0001

0,845

<0,0001

<0,0001

0,972

<0,0001

0,749

<0,0001

0,923

Abreviagdes: SNP, polimorfismo de nucleotideo unico; NA, ndo avaliavel;

HW, equilibrio de Hardy Weinberg,

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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4.4 Ancestralidade - cor autodeclarada e GATA

Duzentos e trinta e nove pacientes (73,4%) autodeclaravam-se brancos e
nao houve diferenca significativa nos desfechos estudados de acordo com a cor
autodeclarada. Em 237 pacientes foi possivel realizar tipagem GATA. O
gendtipo mais comum foi GATAG7T/T (selvagem/selvagem), encontrado em
65,4% dos pacientes tipados (n=142). Dentre os pacientes autodeclarados
brancos, 73,1% apresentavam genodtipo GATAS7T/T e 4,0% GATA-67C/C
(mutado/mutado), enquanto no grupo de pacientes autodeclarados nao-
brancos 21,4% apresentavam gendtipo GATA-67C/C (p<0,0001). A frequéncia
alélica do polimorfismo FY*B(-67T>C) foi 0,22 na populacdo estudada. Este
polimorfismo foi identificado em 26,9% dos pacientes autodeclarados brancos
e em 66,6% nos nao-brancos (p<0,0001). A Tabela 4.4 apresenta os dados
relacionados ao gendtipo GATA e frequéncia do alelo FY*B(-67T>C) de acordo

com a cor autodeclarada.

Tabela 4.4 - Genétipo GATA e presenga do alelo FY*B(-67T>C) de acordo com a cor

autodeclarada

Brancos Na&o-brancos* valor de p
n=175 n=42
n % n %
Genétipo GATA
GATA67T/T 128 73,1 14 33,4 <0,0001
GATA67C/T 40 22,9 19 45,2
GATA67C/C 7 4 9 21,4
Alelo FY*B(-67T>C)
Presente 47 26,9 28 66,6 <0,0001
Ausente 128 73,1 14 33,4

*Cor autodeclarada de acordo com o Instituto nacional de Geografia e Estatistica (IBGE)
Nestas anélises pacientes auto-declarados pretos, pardos, amarelos ou indigenas foram agrupados como "n&o-brancos".
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024



40

4.5 Toxicidades

As toxicidades estdo descritas na Tabela 4.5. Foram encontradas
interagdes entre mucosite oral graus 3 ou 4 e diarreia graus 3 ou 4 (p=0,033),
mucosite oral graus 3 ou 4 e hepatotoxicidade graus 3 ou 4 (p=0,030), diarreia

graus 3 ou 4 e toxicidade Gl graus 3 ou 4 (p<0,0001).

Tabela 4.5 — Descrigdo de toxicidades na amostra total de pacientes submetidos a

ATCTH por linfoma ou mieloma mdltiplo (n=323)

Toxicidade Qualquer grau Grau 1l Grau 2 Grau 3 Grau 4 Faltosos
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Mucosite oral 204 (63,2) 75 (23,3) 59 (18,3) 64 (19,8) 5(1,6) 6(1,9)
Nduseas 274 (84,8) 92 (28,5) 136 (42,10 39(12,1) 0 6(1,9)
Vomitos 171(52,9) 102 (31,6) 54 (16,7) 8(2,5) 0 9(2,8)
Diarreia 275(85,1) 84 (26,1) 91 (28,2) 83(25,7) 6(1,9) 5(1,6)
Hepética 62(19,2) 31(9,6) 20(6,2) 9(2,8) 1(0,3) 0

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024

4.5.1 Mucosite oral

Foi observada mucosite oral em 63,2% dos pacientes (n=204). Destes,
33,8% (n=69) apresentaram mucosite oral grave, graus 3 ou 4 (Tabela 4.5). As
variaveis clinicas associadas a mucosite oral grave na analise univariada foram:
idade como variavel continua (p=0,002) e género feminino (28,7% vs 17,3% nos
pacientes do género masculino, p=0,017- Tabela 4.6). Nao houve nenhuma
relacdo significante entre os polimorfismos estudados e mucosite oral graus 3
ou 4 (Tabelas 4.7 e 4.8) Na analise multivariada, apds correcdo para multiplas
comparagdes, ndo houve associagdo estatisticamente significativa de nenhum

fator clinico ou polimorfismo estudado com mucosite oral grave (Tabela 4.9).



Tabela 4.6 — Anélise univariada para toxicidades graus 3 ou 4 p6s-ATCTH (n=323) - fatores clinicos

Variavel

Total

Género

Feminino

Masculino

Cor autodeclarada
N&o-branca

Branca

Idade

<55 anos

>55 anos

Diagnéstico

Gamopatia

Linfoma

Status da doenca pré ATCTH
Remissdo completa ou RPMB
Remiss&o parcial / doenga em atividade
Profilaxia antimicrobiana
Nao

Sim

Coloniza¢do MDR

Nao

Sim

Condicionamento

Melfalano

Contendo melfalano

Outros

Mucosite graus 3 ou 4

n (%)
69 (21,4)

40 (22,7)
25 (25,2)
4(10,3)

0,017

0,998

0,479

0,716

0,655

0,453

0,930

0,255

Gl graus 3 ou 4

n (%)
39 (12,1)

8(15,7)
27 (12,0)

35(13,8)
3(6,2)

25(14,4)
12(12,4)
2(6,1)

0,303

0,484

0,437

0,355

0,522

0,654

0,159

0,220

Diarreia graus 3 ou 4

n (‘yo)
89 (27,6)

78 (30,6)
92(18,7)

51(29,3)
31(31,6)
7(20,0)

0,629

0,441

0,865

0,888

0,211

0,844

0,101

0,500

Global graus 3 ou 4
n (‘yo)
148 (45,9)

21 (41,2)
112 (50,4)

71 (48,6)
77 (49)

126 (50,4)
20 (40,0)

83 (48,3)
52 (52,0)
13 (41,9)

0,164

0,234

0,943

0,814

0,280

0,607

0,181

0,847

Gl, gastrointestinal; ATCTH, transplante autélogo de células-tronco hematopoieticas; RPMB, remissédo parcial muito boa; MRD, bactéria resistente a multiplas drogas

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024



Tabela 4.7 - Anélise univariada para toxicidades graus 3 ou 4 p6s-ATCTH (n=323) — avaliagdo de SNPs por genétipo

SNP Mucosite graus 3 ou 4 Gl graus 3 ou 4 Diarreia graus 3 ou 4 Global graus 3 ou 4
n (%) P n (%) P n (%) P n (%) P

Total 69 (21,4) 39 (12,1) 89 (27,6) 148 (45,9)
CTLA4 rs3087243 0,270 0,542 0,929 0,152
AA 14 (26,4) 9(16,9) 17 (31,5) 30(57,7)
AG 50 (24,6) 25(12,8) 54 (27,5) 96 (48,7)
GG 3(12,5) 3(13,6) 8(33,4) 9 (40,9)
VDR rs2228570 0,571 0,061 0,166 0,114
AA 7(22,6) 10 (32,3) 10 (32,3) 15 (48,4)
AG 29 (20,1) 13(9,5) 31(22,3) 58 (42,6)
GG 33(24,3) 16 (12,0 47 (35,1) 74 (55,6)
SLC7AS5 rs4240803 0,206 0,200 0,270
AA 9(18,0) 0,852 2(4,3) 9(20,0) 17 (36,2)
AG 37(26,1) 20 (14,6) 42 (30,0) 72(52,9)
GG 23(29,7) 16 (13,8) 37 (31,6) 57 (49,6)
MBL2 rs1800451 0,071 0,246 0,232 0,487
cC 56 (21,9) 34(13,7) 65(29,9) 119 (48,6)
CT 8(33,3) 1(4,8) 4(19,0) 12(52,2)
T 1(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0)
TLRY rs352139 0,718 0,538 0,778 0,603
cc 0(0,0) 3(21,4) 7 (50,0) 8(57,1)
CT 57 (25,11) 27 (12,2) 60 (27,1) 108 (49,1)
T 10 (16,6) 7(11,9) 20(32,3) 28 (47,5)
MBL2 rs1800450 0,252 0,486 0,827 0,419
cc 0(0,0) 2(18,2) 3(27,3) 4 (36,4)
CT 68 (23,4) 36(12,8) 84 (29,7) 140 (50,0)
T 0(0,0) 0(0,0) 1(33,4) 1(50,0)
TLR2 rs4696480 0,364 0,615 0,998 0,396
AA 11(16,9) 7(10,8) 20(30,3) 28 (43,7)
AT 36 (24,0) 19 (13,10 41 (28,3) 73(50,3)
T 22(23,7) 12 (13,6) 27 (30,0) 45 (51,4)

Gl, gastrointestinal
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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Tabela 4.8 - Anélise univariada para toxicidades graus 3 ou 4 pés-ATCTH (n=323) — avaliagdo de SNPs por alelos

SNP Mucosite graus 3 ou 4 Glgraus 3 ou4 Diarreia graus 3 ou 4 Global graus 3 ou 4
n (%) P n (%) P n (%) P n (%) P

CTLA4 rs3087243 0,638 0,433 0,632 0,208
AA 14 (26,40 9(16,9) 17 (31,5) 30(57,7)

AG/GG 53(23,3) 28 (12,8) 62 (28,2) 105 (47,9)

VDR rs2228570 0,956 0,001 0,668 0,943
AA 7 (22,6) 10(32,3) 10 (32,3) 15 (48,4)

AG /GG 62 (22,1) 29 (10,8) 78 (28,6) 132 (49,1)

SLC7A5 rs4240803 0,379 0,654 0,450 0,876
GG 23(19,7) 16 (13,8) 37 (31,6) 57 (49,6)

AG/AA 46 (23,9) 22(12) 51(27,6) 89 (48,6)

MBL2 rs1800451 0,118 0,247 0,253 0,601
ccC 56 (21,9) 34(13,7) 75 (29,9) 49 (48,6)

CT/TT 9(36,0) 1(4,6) 4(18,2) 8(54,2)

TLR9 rs352139 0,079 0,315 0,091 0,541
CcC 0(0,0) 3(21,4) 7 (50,0) 8(57,1)

CT/TT 67 (23,0) 34 (12,4) 80 (28,3) 136 (48,7)

Gl, gastrointestinal
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024



44

4.5.2 Gastrointestinal

Foi observada ndusea em 84,8% dos pacientes (n=274), dos quais 14,2%
(n=39) apresentaram graus 3 ou 4. Vémitos ocorreram em 52,9% dos casos
(n=171), em menos de 5% deles de graus 3 ou 4 (4,7%, n=8). Estas duas
toxicidades foram analisadas em conjunto e denominadas toxicidade
gastrointestinal (Gl). Nenhum fator clinico foi significativamente associado a
maior toxicidade Gl na andlise univariada. Em relacdo aos polimorfismos,
pacientes com VDR rs2228570 homozigoto AA apresentaram maior toxicidade
GI(32,3% vs 9,5% nos heterozigotos AG e 12,0% nos homozigotos GG, p=0,003
— Tabela 4.7). Quando analisados em conjunto pacientes com alelo G em homo
ou heterozigose, a toxicidade Gl graus 3 ou 4 foi de 10,8% vs 32,3% nos
homozigotos AA (p=0,001 - Tabela 4.8). Na analise multivariada, apos correcéo
para multiplas comparagdes, a presenga do alelo G em homo ou heterozigose
do polimorfismo VDR rs2228570 foi associada a menor toxicidade
gastrointestinal em relagdo homozigotos AA (OR 0,25 IC95% 0,09-0,67, p=0,035
- Tabela 4.9).

Tabela 4.9 — Anélise multivariada para toxicidade gastrointestinal graus 3 ou 4 em

pacientes p6s-ATCTH em pacientes com linfoma ou mieloma maltiplo (n=323)

Toxicidade Variavel OR (IC95%) p*
Gastrointestinal graus 3 ou 4 VDR GG ou AG 0,25 (0,09-0,67) 0,035
idade 1,00 (0,97-1,03) 1,000
condicionamento 0,33 (0,05-1,42) 1,000
status da doenca 1,60 (0,73-3,68) 1,000
colonizacdo 0,28 (0,04-0,98) 0,718
SLC7A5 AA 3,81 (1,0-24,5) 0,642

* apds corregdo de Bonferroni
OR, odds ratio; IC, intervalo de confianca
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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4.5.3 Diarreia

Foi observada diarreia em 85,1% dos pacientes (n=275), dos quais 32,4% (n=89)
apresentaram graus 3 ou 4. Na anélise univariada, nenhum fator clinico foi
significativamente associado a diarreia graus 3 ou 4 (Tabela 4.6). Em relagao aos
polimorfismos, pacientes com a presenca do alelo T em homo ou heterozigose
do polimorfismo TLR? rs352139 apresentaram uma tendéncia a menor
incidéncia de diarreia graus 3 ou 4 (homozigotos CC 50,0% vs 28,3% CT/TT,
p=0,081- Tabela 4.8). Nenhum fator foi significativamente associado a diarreia

graus 3 ou 4 na analise multivariada.

4.5.4 Hepatotoxicidade

Sessenta e dois pacientes (19,2%) apresentaram hepatotoxicidade, sendo
de graus 3 ou 4 em 16,1% deles (n=10). Pacientes com diagnéstico de linfoma
tiveram algum grau de hepatotoxicidade com maior frequéncia quando
comparados a pacientes transplantados por gamopatias (29,3% vs 11,5%
respectivamente, p=0.001), o que possivelmente deve-se a diferenca de
condicionamento (11,5%; 23,8% e 43,6% nos pacientes que receberam
melfalano isoladamente, condicionamentos contendo melfalano e outros,
respectivamente, p<0,0001). Ndo foram realizadas anélises uni ou multivariada
para hepatotoxicidade graus 3 ou 4 neste estudo devido ao baixo nimero de

eventos (dez casos).

4.5.5 Toxicidade global

Na analise de todas as toxicidades em conjunto, denominada toxicidade

global, 96,9% (n=315) dos pacientes apresentaram alguma toxicidade, sendo de
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graus 3 ou 4 em 45,5% dos casos (n=148). Na analise univariada, nenhum fator
clinico ou SNP foi associado a toxicidade global graus 3 ou 4 (Tabelas 4.6, 4.7 e
4.8). Na andlise multivariada apds correcdo para multiplas comparacdes,
nenhum fator foi significativamente associado a toxicidade global.

Foi realizada andlise de todas as toxicidades no subgrupo de pacientes
com diagnéstico de gamopatia. A andlise univariada mostrou resultados
semelhantes; na multivariada nao foi observado nenhum fator significativamente

associado a toxicidades nestes pacientes.

4.6 Infecgbes

Dentre os 323 pacientes incluidos no estudo, 76,8% (n=248)
apresentaram neutropenia febril e 46,1% (n=149) contrairam algum tipo de
infeccdo, sendo as mais frequentes infec¢bes bacterianas. A Tabela 4.10

sumariza os dados relacionados as infeccdes.
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Tabela 4.10 - Descrigédo de infecgbes na amostra total de pacientes (n=323)

Infeccbes n=323
n %

Complicacdo infecciosa 149 46,1
Infeccdo bacteriana 104 32,2
ICS 68 21,1
Colite 27 8,4
ITU 7 2,2
Partes moles 4 1,2
Choque séptico 18 56
Infeccdes virais 56 17,3
Virus respiratorios 43 13,3
HHV6 3 0,9
Ccwvv

Reativacdo 26 8,0
Necessidade de tratamento 5 1,5
Infeccées flngicas 11 3,4
Candidemia 3 0,9
Candidiase esofagica 3 0,9
Partes moles (Candida tropicalis) 1 0,3
Aspergillus sp 3 0,9

ICS, infeccdo de corrente sanguinea; ITU; infeccdo do trato urinario; CMV, citomegalovirus
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024

4.6.1 Infeccdes bacterianas

Em 104 dos 149 pacientes com intercorréncias infecciosas foi
diagnosticada ao menos uma infecgdo bacteriana. Destes, 26,9% (n=28) eram
colonizados por bactérias MDR previamente ao transplante: VRE (n=23), KPC
(n=14), Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (n=2). A Tabela
4.11 detalha as bactérias MDR isoladas nos 54 pacientes do estudo que eram
colonizados previamente ao ATCTH de acordo com a presenca ou nao de
infeccdo bacteriana. A informacé&o a respeito do uso de profilaxia antimicrobiana
era disponivel em 84,6% (n=88) dos pacientes que evoluiram com infeccdes
bacterianas, neste grupo 30,8% (n=32) fizeram profilaxia, sendo a droga mais

usada levofloxacino. Tanto a colonizagdo por bactéria MDR avaliada
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imediatamente antes do ATCTH como o uso de profilaxia foram associados ao
centro transplantador: 19,9% (n=>54) dos pacientes transplantados no complexo
HCFMUSP/ICESP eram colonizados e 0% dos pacientes transplantados no HSL
(p<0,0001). Em relacdo a profilaxia antimicrobiana, 29,1% (n=80) dos pacientes
transplantados no complexo HCFMUSP/ICESP e 64,6% (n=31) no HSL fizeram
uso (p=0,004). A infeccdo de corrente sanguinea (ICS) foi a infeccdo bacteriana
mais comumente diagnosticada (n=68), seguida por colite (n=27), infeccdo do
trato urinario (n=7), infeccdo de partes moles (n=4), pneumonia (n=3), tunelite

(h=2) e endocardite (n=1).

Tabela 4.11 Colonizagdo por bactérias MDR: agentes isolados nos pacientes
colonizados previamente ao ATCTH de acordo com a presenga ou nédo de infecgéo

bacteriana (n=54)

Tipo de bacteria MDR Infeccio bacteriana (n)
nao sim
Total (n=54) 26 28
VRE 16 23
KPC 7 14
Acinetobacter baumannii 2 2
Pseudomonas aeruginosa 3 0
Outros 0 1

MRD, bactéria resistente a multiplas drogas; VRE, Enterococci resistente a vancomicina
KPC; Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenamase
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024

A incidéncia de infeccdo bacteriana foi 31,8% em 100 dias (IC95% 27,0-
37,3), conforme mostra a Figura 4.1. Na anélise univariada, dentre os fatores
clinicos, diagnéstico de linfoma, colonizagdo por bactéria MDR (Figura 4.2),
auséncia de profilaxia antimicrobiana e condicionamento diferente de melfalano
foram associados a maior risco de infeccdo bacteriana (Tabela 4.12). Pacientes

que vivenciaram toxicidade Gl, diarreia, hepatotoxicidade ou toxicidade global
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graus 3 ou 4 apresentaram significativamente maior incidéncia de infeccéo
bacteriana na anélise univariada (Tabela 4.12). Nao houve nenhuma diferenca
significativa em relacdo as infeccdes bacterianas de acordo com os
polimorfismos estudados, conforme ilustram as Tabelas 4.13 e 4.14. Na anélise
multivariada, considerando as interagdes entre as toxicidades e o centro
transplantador, colonizagdo por bactéria MDR foi associada a maior incidéncia
de infeccédo bacteriana (HR 1,84 1C95% 1,01-3,33, p=0,046) e o uso de profilaxia
antimicrobiana foi fator protetor (HR 0,50 IC95% 0,28-0,91, p=0,023) (Tabela 4.15).
No subgrupo de pacientes com gamopatias ndo houve nenhum fator
significativamente associado a infecgdes bacterianas na analise multivariada.
Foi realizada uma anélise das infeccdes bacterianas excluindo-se as ICS
relacionadas a cateter venoso central, com um total de 72 eventos. O resultado
da anélise univariada foi semelhante, com excecdo do uso de profilaxia
antimicrobiana, que ndo foi significativamente associado a menor risco de
infeccdo nesta populagdo (Tabela 4.12). Na anélise multivariada (Tabela 4.14),
foram encontrados como fatores associados a estas infecgdes bacterianas de
forma independente diagnéstico de linfoma (HR 1,85 1C95% 1,21-2,83, p=0,004),
colonizagao (HR 2,61 1C95% 1,60-4,26, p=0,0001) e diarreia graus 3 ou 4 (HR 2,59
IC95% 1,36-4,98, p=0,004). A Figura 4.3 mostra a incidéncia de infec¢des nao
relacionadas a CVC de acordo com a presenca de diarreia graus 3 ou 4. Nao
foram encontradas associagdes estatisticamente significativas entre os

polimorfismos estudados e infec¢des bacterianas.



50

Figura 4.1 — Incidéncia de infecgdes bacterianas em pacientes submetidos a ATCTH

por linfoma ou mieloma miltiplo (n=323)
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Figura 4.2 — Incidéncia de infecgdes bacterianas em pacientes submetidos a ATCTH
por linfoma ou mieloma multiplo de acordo com colonizagdo por bactéria MDR

(n=323)
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Figura 4.3 — Incidéncia de infecgdes bacterianas ndo relacionadas a cateter central

em pacientes submetidos a ATCTH por linfoma ou mieloma miltiplo de acordo

com a presenca de diarreia graus 3 ou 4 (n=323)
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Tabela 4.12 — Anélise univariada para infecgdes bacterianas, infecgdes de corrente e sanguinea e infecgdes virais pds-ATCTH (n=323) — fatores clinicos

Variavel Infecgio Bacteriana IC95 Infecgio Bacteriana IC95 p valor
ndo relacionada a CVC
% % P % % P

Todos 31,8 27,0-37,3 23,1 18,7-28,2
Género 0,135 0,213
Feminino 27,2 20,4-35,7 19,4 13,5-27,4
Masculino 35,1 28,8-42,4 25,7 19,9-32,8
Cor autodeclarada 0,795 0,948
Né&o-branco 324 26,8-38,7 24,1 14,4-28,5
Branco 36,5 25,1-51,1 233 18,3-29,4
Idade 0,931 0,213
<55 anos 31,5 24,9-39,5 25,9 19,7-33,7
>55 anos 321 25,6-39,9 20,4 14,9-27,6
Diagnéstico 0,004 0,001
Gamopatia 27,1 21,2-34,2 17,3 12,4-23,9
Linfoma 38,1 30,6-46,8 30,5 23,4-391
Status da doenga pré ATCTH 0,922 0,408
Remissdo completa ou RPMB 31,2 25,6-39,2 24,8 19,0-31,9
Remissédo parcial / doenga em atividade 32,1 24,7-411 21,1 14,8-26,7
Profilaxia antimicrobiana 0,028 0,171
Nao 42,5 34,5-51,6 29,0 21,8-38,1
Sim 29,0 21,5-38,5 21,6 14,9-30,7
Coloniza¢do MDR 0,001 0,009
Nao 28,4 23,3-34,2 20,6 16,2-26,1
Sim 50,0 37,4-64,1 383 26,0-53,9
Condicionamento 0,012 0,003
Melfalano 271 21,2-34,2 17.3 12,4-23,9
Contendo melfalano 37,0 28,4-47,2 30,6 22,5-40,1
Qutros 41,0 27,5-57,9 30,1 17,8-47,9
Mucosite graus 3 ou 4 0,224 0,156
Nao 34,1 28,5-40,4 252 20,1-31,3
Sim 26,5 17,6-38,7 17,0 9,8-28,7
Toxicidade Gl graus 3 ou 4 0,032 0,006
Nao 29,4 24,2-35,3 19.9 15,4-25,3
Sim 46,1 32,1-62,8 40,0 26,3-47,5
Diarreia graus 3 ou 4 <0,0001 <0,0001
Nao 25,1 19,8-31,4 16,4 11,9-22,2
Sim 48,3 38,6-59,2 38,9 29,3-50,0
Hepatotoxicidade graus 3 ou 4 0,002 0,009
Néao 30,4 25,6-35,8 21,8 17,5-26,9
Sim 70,0 42,2-92,9 60,0 30,2-90,3
Toxicidade global graus 3 ou 4 0,006 0,006
Nao 24,8 18,7-32,4 15,9 11,0-22,9
Sim 39,5 32,1-47.9 30,2 23,3-38,7

ICs

%
221

17.4
25,6

29,7
211

22,8
21,5

18,6
26,9

201
23,7

37,8
11,9

18,5
40,1

18,6
26,6
27,7

23,4
18,9

20,5
33,4

17.9
32,8

21,7
29,8

18,2
26,7

IC95

%
17,9-27.3

11,8-25,2
19,7-32,7

19,1-44,5
16,3-29,1

16,8-30,4
15,8-28,9

13,5-25.3
20,1-35,4

14,8-27,0
16,9-32,4

29,8-47,0
6,9-20,1

14,2-23,9
27,9-45,2

13,5-25,3
18,8-36,8
15,9-45,4

18,5-29,5
11,2-30,9

15,9-26,1
20,5-51,4

13,3-27.8
23,6-44,5

17,4-26,9
7,7-76,7

12,9-25,4
20,0-35,1

p valor

p

0,107

0,275

0,597

0,015

0,583

0,000

0,000

0,056

0,364

0,079

0,007

0,707

0,089

Infecgdo viral

%
17,5

21,4
14,7

11,4
19.5

17.9
17.2

14,6
21,4

16,9
19,1

15,7
13,4

16,3
22,9

14,6
22,5
18,3

17,6
17.8

17.9
18,0

17.3
19,6

17,7
12,5

17.2
17.9

IC95

%
13,7-22,2

15,3-29,5
10,3-20,8

5,3-26,3
14,9-25,2

12,6-24,9
12,2-23,9

10,1-20,6
15,4-29,3

12,2-233
13,1-27,4

10,4-23,3
8,1-21,5

12,3-21,4
13,7-36,9

10,1-20,6
15,5-32,3
9,2-34,4

13,3-21,0
10,4-29,0

13,7-23,2
9.0-34,1

12,9-231
12,6-29,6

13,9-22,5
1,9-61,3

12,0-24,2
12,6-25,3

0,171

0,197

0,844

0,175

0,579

0,739

0,201

0,366

0,763

0,669

0,465

0,572

0,770

IC 95, intervalo de confianga a 95%; CVC; cateter venoso central; ICS; infeccdo de corrente sanguinea; ATCTH, transplante autélogo de células-tronco hematopoieticas;

RPMB, remissao parcial muito boa; MRD, bactéria resistente a miltiplas drogas; Gl, gastrointestinal
Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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Tabela 4.13 — Anélise univariada para infecgdes bacterianas, infecgdes de corrente e sanguinea e infecgdes virais pés-ATCTH (n=323) — avaliagdo de SNPs

por genédtipo

SNP

Todos

TLR2 rs4696480
AA

AT

T

TLR9 rs352139
CcC

CT

T

MBL2 rs1800450
CcC

CT

T

MBL2 rs1800451
CcC

CT

T

CTLA4 rs3087243
AA

AG

GG

VDR rs2228570
AA

AG

GG

SLC7A5 rs4240803
AA

AG

GG

Infeccdo Bacteriana

%
31,8

34,8
28,2
32,3

28,6
30,1
39,1

36,4
32,4
0,0

32,0
29,2
0,0

23,2
32,9
32,0

33,4
26,3
36,8

29,5
29,7
34,3

IC95

%
27,0-37,3

24,8-47,2
21,8-36,1
23,8-42,8

11,8-59,4
25,5-37,3
28,3-52,1

15,5-70,4
27,4-38,0

23,7-38,0
15,1-51,6

14,2-36,6
26,9-39,8
17,5-53,9

20,0-52,1
19,9-34,2
29,3-45,5

18,9-44,0
22,9-37,8
26,3-43,2

0,597

0,464

0,449

0,818

0,458

0,121

0,683

Infeccdo Bacteriana
nao relacionada a CVC
%

231

29,7
18,5
22,3

22,1
21,1
32,5

19,2
23,9
0,0

23,2
18,1
0,0

16,4
23,7
20,2

30,1
16,3
27,5

19,0
19,4
27,1

IC95

%
18,7-28,2

20,3-42,2
13,1-25,8
14,9-32,4

7,7-54,1
16,3-27,1
22,3-45,7

5,1-57,6
19,3-29,9

18,5-28,9
7,2-41,4

8,9-29,1
18,4-30,3
8,9-41,9

17,8-49,5
11,1-23,5
20,1-36,1

10,3-33,4
13,8-27,1
20,0-36,1

p valor

0,200

0,194

0,517

0,780

0,577

0,031

0,243

ICS

%
221

18,8
211
26,2

14,9
23,4
22,9

36,4
22,2
0,0

23,9
21,6
0,0

16,6
24,2
21,3

25,8
18,8
25,7

22,6
23,6
20,9

IC95

%
17,9-27,3

11,1-30,1
15,4-28,7
18,3-36,8

3,9-47,7
18,4-29,5
13,9-36,6

15,5-70,3
17,7-27,5

18,9-29,3
9,6-44,3

9,0-29,5
18,8-30,9
9,4-43,9

13,8-45,1
13,3-26,2
18,9-34,4

13,2-37,1
17,4-31,5
14,4-29,8

p valor

0,551

0,798

0,398

0,872

0,569

0,356

0,879

Infeccdo viral

%

19,6
16,7
17,2

0,0
18,1
19,1

27,3
17.3
0,0

8,0
4,2
100,0

18,2
15,9
20,0

12,6
20,7
15,5

22,2
16,1
17,9

IC95

%

11,9-31,5
11,6-23,7
10,9-27,5

13,6-23,7
11,3-31,2

9,7-62,9
13,4-22,1

5,3-12,0
0,6-26,1

10,2-31,2
11,6-21,9
8,8-41,6

4,9-30,2
14,9-28,3
10,4-22,8

12,9-36,6
11,0-23,3
12,1-26,1

0,864

0,233

0,465

0,003

0,808

0,542

0,703

IC 95, intervalo de confianga a 95%; CVC; cateter venoso central; ICS; infecgdo de corrente sanguinea

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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Tabela 4.14 — Tabela 4.13 — Anélise univariada para infecgdes bacterianas, infecgbes de corrente e sanguinea e infecgbes virais pdés-ATCTH (n=323) -

avaliagdo de SNPs por alelos

SNP

TLR2 rs4696480
™

AT/AA

TLR9 rs352139
CcC

cT/T

MBL2 rs1800450
™

CT1/CC

MBL2 rs1800451
cc

CT/IT

CTLA4 rs3087243
AA

AG/GG

VDR rs2228570
AA

AG /GG

SLC7AS rs4240803
GG

AG/AA

Infeccdo Bacteriana
%

32,3
30,3

28,6
32,7

0,0
32,5

32,0
28,0

23,2
32,8

33,4
31,3

34,0
29,6

IC95

%

23,8-42,8
24,7-36,8

11,1-59,4

27,7-38,4

27,6-38,1

26,7-38,0
14,4-49,9

14,2-36,6
27,2-39,3

20,0-52,1
26,3-37,1

26,3-43,2
23,6-36,6

0,706

0,746

0,205

0,806

0,219

0,748

0,387

Infeccdo Bacteriana
nao relacionada a CVC
%

22,3
22,1

22,1
23,6

19,2
23,5

23,2
17,3

16,4
23,4

30,7
21,6

271
19,4

IC95

%

14,9-32,4
17,1-28,3

7,7-54,1
19.4-28,9

5,1-57,6
19,0-28,9

18,4-28,9
6,8-39,8

8,9-29,1
18,3-29,5

17,8-49,5
17,2-27,0

20,0-36,1
14,4-25,8

p valor

P

0,911

0,892

0,296

0,561

0,333

0,215

0,093

ICs

%

26,2
20,4

14,9
23,3

0,0
22,8

23,8
20,7

16,6
23,9

25,8
21,9

20,9
23,3

IC95

%

18,3-36,8
15,6-26,5

3,9-47,7

18,7-29,7

18,3-28,1

19,9-29,6
9,2-42,8

9,0-29,5
18,8-30,2

13,8-45,1
17,5-27,4

14,4-28,9
17,9-30,0

p valor

p

0,304

0,518

0,306

0,869

0,328

0,606

0,613

Infeccdo viral
%

17,2
17,6

19,6
16,9

0,0
17,6

17,5
12,2

18,2
16,4

12,6
18,2

17,9
17,7

IC95

%

10,9-26,5
13,1-26,4

11,9-31,5

12,7-22,3

13,8-22,4

13,3-22,7
4,1-33,2

10,2-31,2
12,1-21,9

4,9-30,2
14,2-23,3

12,1-26,1
13,3-23,9

0,877

0,089

0,372

0,469

0,788

0,764

0,929

IC 95, intervalo de confianga a 95%; CVC; cateter venoso central; ICS; infecgdo de corrente sanguinea

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024
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Tabela 4.15 — Analise multivariada para infecgdes pds-ATCTH em pacientes com

linfoma ou mieloma miltiplo (n=323)

Infeccbes Variavel HR (IC95%) P
Bacterianas® colonizagdo MDR 1,84 (1,01-3,33) 0,046
profilaxia antimicrobiana 0,50 (0,28-0,91) 0,023
Bacterianas n3o relacionada a CVC® diagndstico linfoma 1,85(1,21-2,83) 0,004
colonizagdo MDR 2,61 (1,60-4,26) 0,000
diarreia graus 3 ou 4 2,59 (1,36-4,98) 0,004
ICS® colonizagdo MDR 2,88 (1,28-6,45) 0,010
profilaxia antimicrobiana 0,23 (0,07-0,72) 0,012
Virais® idade 1,08 (1,01-1,17) 0,044

MDR, bactéria resistente a muiltiplas drogas; HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianga; CVC, cateter venoso central

ICS, infecgdo de corrente sanguinea

® variaveis incluidas no modelo final: diagndstico, colonizagdo, profilaxia antimicrobiana, condicionamento, VDR, toxicidades Gl,
diarreia e hepatotoxicidade graus 3 e 4

b variaveis incluidas no modelo final: diagnéstico, colonizacdo, VDR, SLC7A5, toxicidades Gl, diarreia e toxicidade global graus 3 e 4
©variaveis incluidas no modelo final: diagnéstico, colonizagéo, profilaxia antimicrobiana, condicionamento, toxicidades Gl,

diarreia, hepatotoxicidade e toxicidade global graus 3 e 4

9 variveis incluidas no modelo final: idade, status da doenca ao ATCTH, condicionamento, ano de ATCTH>2020, toxicidades Gl,
diarreia e toxicidade global graus 3 e 4

Fonte: Tucunduva LTCM, 2024

4.6.2 Infecgdes de corrente sanguinea

No total 68 pacientes foram diagnosticados com ICS. Neles, foram
coletadas em média 3 hemoculturas (de 1 a 12). As ICS foram classificadas como
secundarias a infeccdo de cateter venoso central em 36 casos e relacionadas a
quebra da barreira mucosa em 32 casos. Os agentes mais comumente isolados
foram: Escherichia coli (n=25), Klebsiella pneumoniae (n=12), Staphylococcus
epidermidis (n=20) e Staphylococcus coagulase negativa ndo epidermidis (n=12),
entre outros. Entre os pacientes que apresentaram ICS, 30,9% (n=21) eram
colonizados por bactérias MDR: VRE (n=19), KPC (n=10), Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos (n=2), mas o agente isolado na
hemocultura destes pacientes era MDR em menos de 10% dos casos (n=4): KPC
(h=3), Acinetobacter baumannii (n=1). A incidéncia de ICS em 100 dias foi de

22,1% (IC95% 17,9-27,3) na populacdo geral, sendo 40,1% nos pacientes
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colonizados por bactérias MDR vs 18,51% nos n&o colonizados (p=0,0002). O uso
de profilaxia antimicrobiana foi associado a menor incidéncia de ICS na anélise
univariada (12,0% nos que fizeram profilaxia vs 37,8% nos que n&o fizeram,
p<0,0001). A Figura 4.4 mostra a incidéncia de ICS de acordo com uso de
profilaxia antimicrobiana. Outros fatores significativamente associados a ICS na
analise univariada foram diagnéstico, condicionamento e diarreia graus 3 ou 4
(Tabela 4.12). Na anélise multivariada, considerando a interacdo entre as
toxicidades e as diferencas entre os dois centros, os fatores associados de forma
independente as ICS foram colonizagao por bactéria MDR (HR 2,88 IC95% 1,28-
6,45, p=0,010), uso de profilaxia antimicrobiana (HR 0,23 IC95% 0,07-0,72,
p=0,012), Tabela 4.15.

Figura 4.4 — Incidéncia de infecgdo de corrente sanguinea em pacientes submetidos
a ATCTH por linfoma ou mieloma multiplo de acordo com o uso de profilaxia de

antimicrobiana (n=323)
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4.6.3 Infecgdes virais

Do total de pacientes incluidos neste estudo, 56 contrairam infeccdes
virais, em sua maioria por virus respiratorios (73,8% dos pacientes com infeccdes
virais, n=43). Destes, em 39,5% (n=17) foram observadas altera¢es radioldgicas
compativeis com acometimento de trato respiratorio inferior. Outras infeccdes
virais diagnosticadas foram: HHV6 (n=3), rotavirus (n=3), herpes simplex (n=1),
herpes zoster (n=1). A incidéncia de infecg¢ao viral em 100 dias foi 17,5% (IC95%
13,7-22,2), conforme mostra a Figura 4.5. A mediana de tempo do diagnéstico
de infeccdes virais foi de 21 dias pds ATCTH (intervalo de 2 a 105 dias). Na anélise
univariada, os gendtipos MBL2 rs1800451 heterozigotos CT e homozigotos CC
foram associados a menor incidéncia de infeccdo viral em relacdo aos
homozigotos TT (p=0,003), entretanto apenas um paciente na amostra
apresentava o gendtipo TT (Tabela 4.13). Ndo houve aumento de infec¢des virais
em pacientes transplantados durante ou apds o ano de 2020 (18,7% vs 13,7% em
datas de ATCTH <2020 ou =>2020, respectivamente, p=0,336). Na anadlise
multivariada considerando idade como varidvel continua, foi observado maior
risco de infecgdes virais com o aumento da idade (HR 1,08 1C95% 1,00-1,17,
p=0,044 — Tabela 4.15).
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Figura 4.5 — Incidéncia de infecgdes virais em pacientes submetidos a ATCTH por

linfoma ou mieloma miltiplo (n=323)
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4.6.4 Citomegalovirus

Foi documentada a viremia por CMV em 48 pacientes (14,9%), em uma
mediana de 17 dias pos transplante (intervalo 0 a 99 dias). A mediana de exames
de PCR positivos foi de 2 (intervalo 1 a 13), de forma que 26 pacientes (54,2%)
apresentavam critério para reativacdo de CMV (2 ou mais exames de PCR
positivos). A mediana do nimero de copias detectadas foi 139 Ul/mL (intervalo
31 a 118.215). Cinco pacientes necessitaram de tratamento (Tabela 4.8). Ndo foi
realizada anélise de fatores de risco para reativacdo ou infeccdo por CMV pelo

baixo nimero de eventos.

4.6.5 Infecgdes flngicas

Em 11 pacientes foi diagnosticada infeccdo fungica invasiva, 8 por

Candida, sendo 3 candidemias (Candida glabrata n=1, Candida guillermondi
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n=1, Candida krusei n=1), 3 candidiases esofagicas e uma lesdo de pele por
Candida tropicalis. Trés pacientes evoluiram com infeccdo por Aspergillus sp
(todas aspergiloses pulmonares) e uma por Cladosporium sp (Tabela 4.8). A
incidéncia de infecgdo fungica em 100 dias foi 3,6% (IC95% 1,9-6,4). A mediana
de tempo para diagndstico foi de 26 dias apds o transplante (intervalo de 4 a 95
dias). Devido ao baixo nimero de eventos nao foi realizada analise de fatores de

risco para infeccdes fungicas.

Figura 4.6 — Incidéncia de infec¢des fingicas em pacientes submetidos a ATCTH

por linfoma ou mieloma miltiplo (n=323)
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4.7 Desfechos clinicos

A mediana de tempo de seguimento foi de 11,9 meses (intervalo de 1 a

52 meses).

4.7.1 Enxertia

A enxertia neutrofilica aos 30 dias foi 99,7% (IC 95% 98,3-99,9) e
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plaquetéria 93,0% (IC 95% 89,7-95,5) — Figuras 4.7 e 4.8. O tempo mediano para
enxertia foi de 11 dias para neutréfilos (intervalo de 8 a 39 dias) e 13 dias para
plaquetas (intervalo de 7 a 92 dias). Ndo foi realizada analise de fator de risco

pelo baixo nimero de pacientes que ndo apresentaram enxertia.

Figura 4.7 — Enxertia neutrofilica em 30 dias pés-ATCTH em pacientes com linfoma

ou mieloma miltiplo (n=323)
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Figura 4.8 — Enxertia plaquetéria em 30 dias p6s-ATCTH em pacientes com linfoma

ou mieloma miltiplo (n=323)
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4.7.2 Mortalidade e sobrevida

A mortalidade foi de 1,9% (IC 95% 0,84-4,10) em 30 dias e 3,5% (IC 95%
1,95-6,23) em 100 dias (Figura 4.9). Os pacientes faleceram em uma mediana de
254 dias apds o transplante (intervalo 6 a 1751 dias). Dos 42 ébitos apds o
transplante, 59,5% (n=25) foram relacionados a recaida ou progressdo de
doenca. Dos 10 pacientes cuja causa de ébito foi relacionada ao transplante, 8
faleceram por complicacdes infecciosas (3 choques por ICS: um por
Stenotrophomonas maltophilia e 2 por KPC; 3 pneumonias; uma IFI candidemia
por Candida krusei e uma infeccdo por COVID-19) , um por hemorragia, um por
Sd pneumonica idiopatica e um por causa desconhecida (morte subita). Nao foi
realizada anélise de fatores de risco para mortalidade precoce (antes de 100 dias)

pelo baixo nimero de eventos (11 pacientes faleceram até o D+100).
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Figura 4.9 — Mortalidade precoce em 30 e 100 dias pés-ATCTH em pacientes com

linfoma ou mieloma miltiplo (n=323)

Mortalidade

1

.75
S
[0
©
©

= 5
Ke)
©
Ke)
o
o

.25+

0_ ——
T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tempo (dias)
Number at risk
323 318 309 297 285 269

A sobrevida global foi de 96,5% (IC 95% 93,8-98,0) em 100 dias e 88,9% (IC
95% 84,0-92,3) em 12 meses. O Unico fator significativamente associado a SG em
12 meses foi hepatotoxicidade graus 3 ou 4 (89,9% nos pacientes que nao
apresentaram hepatotoxicidade graus 3 ou 4 vs 57,1% naqueles que
apresentaram, p=0,0039), entretanto apenas 8 pacientes apresentaram
hepatotoxicidade graus 3 ou 4. Ndo houve associagdo estatisticamente
significativa entre os polimorfismos estudados ou com intercorréncias

infecciosas e sobrevida em 12 meses.
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Figura 4.10 — Sobrevida global p6s-ATCTH em pacientes com linfoma ou mieloma

multiplo (n=323)
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5. DISCUSSAO

O estudo de associagdo entre SNPs e complica¢des precoces pés-ATCTH
tem como objetivo identificar fatores genéticos que potencialmente aumentem
o risco de toxicidades ou infec¢des poés-ATCTH, de modo a reduzir a morbidade
relacionada ao tratamento. Os estudos neste cendrio ndo sdo numerosos,
provavelmente pela dificuldade da anélise de fatores de risco quando a
ocorréncia de eventos é mais baixa. Efetivamente, mesmo estudando mais de
300 pacientes com MM ou linfoma submetidos a ATCTH em dois centros
brasileiros, encontramos associa¢do apenas em um dos desfechos estudados.

Foram encontradas neste estudo frequéncias alélicas minimas (MAF) dos
SNPs estudados semelhantes as descritas na literatura, exceto para
polimorfismos rs1800450 (MBL2), rs5030737 (MBL2) e gendtipo nulo (GSTM1).
A fonte utilizada para descricdo das MAF foi a base dbSNP, que compila
informacdes de grandes bases de dados, incluindo 1000 Genome Project
(1 KGP). ™ Estas bases sdo predominantemente compostas por pessoas de
origem europeia. Com objetivo de analisar melhor pacientes com alto grau de
miscigenacgdo, em trabalho recente, Kim e colaboradores estudaram 2003 SNPs
de 148 genes relacionados a absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo e excrecédo de
drogas em 100 pacientes do ambulatério de hepatites do HCFMUSP."™* As
pesquisadoras encontraram uma divergéncia moderada na frequéncias alélicas
de SNPs em viérios genes relevantes, incluindo CYP3A4, NAT2 e SLCO1B1.
Neste estudo foram pesquisados outros polimorfismos de GSTM1, sendo
encontradas também MAF divergentes em relacdo a populagdo de grandes
bases de dados. As autoras concluiram que a populagdo brasileira deve ser
avaliada individualmente com base em gendtipos, e ndo em etnia/cor
autodeclarada para o manejo de drogas especificas.”™* De fato, em 2022 foi

publicado pelo grupo do Human Genome and Stem Cell Reaserch Center, do
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Instituto de Biologia da USP, um grande estudo de sequenciamento de genoma
inteiro (whole-genome sequencing, WGS) de 1.171 idosos habitantes de Séo
Paulo exatamente com o objetivo de descrever os achados em uma populacao
com alto grau de miscigenacao e sub-representada nas grandes bases de dados.
Os pesquisadores encontraram mais de 76 milhdes de variantes, sendo 2
milhSes ausentes nas principais bases de dados. A partir deste estudo foi gerada
uma ferramenta facilmente acessivel para pesquisa de genes e variantes em
nossa populacdo, denominada ABraOM.'"

Este estudo encontrou uma associagdo entre toxicidade gastrointestinal
graus 3 ou 4 e o polimorfismo do gene VDR Fokl (rs2228570). Pacientes com o
alelo polimérfico G em hetero ou homozigose apresentaram um  risco
significativamente menor de evoluirem com toxicidade Gl grave em relacédo aos
pacientes com gendtipo AA. A escolha de estudar um polimorfismo de VRD
nesta populacao foi baseada em evidéncias crescentes do papel da vitamina D
e principalmente de seu receptor em fungdes que vao além do metabolismo do
calcio e mineralizagdo 6ssea.'® A descoberta da vitamina D ocorreu na primeira
metade do século 20 e, embora ainda seja conhecida como uma vitamina
lipossoluvel, sabe-se atualmente que se trata de um pré-horménio com uma
regulacdo enddcrina complexa que atua em diferentes processos fisiolégicos e
patolégicos.'"’

A maior parte da vitamina D, ou calciferol, é produzida a partir da
fotoconversao de 7-dehidrocolesterol através de raios UVB na pele em pré-
vitamina Ds, enquanto aproximadamente 20% provém da dieta e suplementos
alimentares. Ambas as formas sdo biologicamente inativas, necessitando de
duas hidroxilagdes, a primeira hepética, formando 25(OH)Ds, a forma circulante
de vitamina D, e a segunda renal, formando 1,25(OH);Ds;, sua forma
biologicamente ativa."”® As fungdes biolégicas da vitamina D podem ser

divididas entre ndo-genémicas, como a reabsorcdo de calcio e fésforo pelos
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enterdcitos, e gendmicas, sendo as mais importantes a modulagdo da
imunidade inata e adaptativa e a acdo em proliferacdo e diferenciacéo
celulares.”? As fun¢des gendmicas da vitamina D sdo exercidas através de sua
ligagdo ao VDR, presente em praticamente todas as células nucleadas do
organismo. A ligacdo com este receptor promove a regulagao da transcrigédo
génica nas células-alvo e a disponibilidade de 1,25(0OH).D; determina a
transcricdo de genes mediada pelo VDR.” Este receptor faz parte da
superfamilia de receptores de horménios esteroides, semelhante aos receptores
de acido retindico e horménio tireoideano. Sabe-se atualmente que o VDR
modula a transcricdo de aproximadamente 3% dos genes humanos e nos
ultimos anos diferentes estudos tém mostrado a influéncia potencial de
polimorfismos de VDR em diferentes doencas, como hipertensdo, cancer,
diabetes, infeccdes e doencas auto-imunes.'"”/119.120

A interpretagdo da influéncia dos polimorfismos de VDR em sua funcéao e
no metabolismo de vitamina D é complexa, principalmente porque apesar do
grande nuimero de polimorfismos descritos nos Gltimos anos, grande parte de
seus efeitos funcionais sdo desconhecidos."”'? Além disso, existe forte
desequilibrio de ligagdo (LD) na extremidade 3’ do gene VDR, de forma que um
efeito observado pode ser devido a outros sitios do haplétiplo, e ndo de um
SNP especifico. Os sitios polimérficos mais bem caracterizados do VDR sdo
conhecidos pelos nomes das respectivas enzimas de restricao que os clivam,

denominadas: Taql, Bsml, Apal e Fokl (Figura 5.1).

Figura 5.1 - Estrutura do gene do receptor de vitamina D e seus principais

polimorfismos
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Fonte: Voltan et al, 20237

O polimorfismo Fokl é também conhecido como rs2228570 e foi
estudado na populacao deste trabalho. Ele estd localizado no éxon 2 e se
caracteriza pela substituicdo de uma base timina por citosina (substituicdo C >
T, modificando os cédons de iniciacdo de ATG para ACG). O alelo T é também
conhecido como “f” e o C como “F". A presenca de F resulta em uma proteina
VDR mais curta e caracterizada por aumento da atividade de transcri¢ao, sendo
também associada a niveis menores de 25(OH)Ds; e maiores de 1,25(0OH).Ds.
Diversos estudos mostraram que o polimorfismo Fokl ndo apresenta LD como
outros SNPs de VDR."71"%12! Van Etten e colaboradores investigaram o papel do
polimorfismo Fokl em monécitos, células dendriticas e linfécitos, demonstrando
que a proteina mais curta F-VDR resulta em um aumento da transcricdo mediada
pelas vias NFAT e NF-kB, liberagdo de citocinas e linfoproliferacéo,

caracterizando maior ativagdo imune.'?

Estudos sobre o papel de
polimorfismos do VDR sdo numerosos particularmente em pacientes com
diferentes tipos de cancer, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e

auto-imunes, inclusive com revisdes sistematicas e metandlises recentes.?%'%°
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Estudos analisando a toxicidade a quimioterapia de acordo com polimorfismos
de VDR sao escassos na literatura. Kishi e colaboradores estudaram VDR Fokl
em criangas com leucemia linfoblastica aguda, demonstrando que o gendtipo
CC (mutado/mutado) predizia maior depuragdo de etoposide em negros, porém
as toxicidades ndo foram descritas neste estudo.'® Em um estudo com 250
pacientes tratados para cancer colorretal, o SNP de VDR rs11574077 foi
associado a maior toxicidade gastrointestinal secundaria a irinotecano.’ Trata-
se de uma variante intrénica de significado indeterminado, de forma que nao se
pode excluir que este efeito seja de outros polimorfismos de VDR por
desequilibrio de ligagdo.'” Estudos em doengas inflamatérias intestinais (Dll)
sugerem um efeito protetor da vitamina D e VDR nestes pacientes, e a
susceptibilidade a inflamacao parece estar relacionada a SNPs do VDR de forma
género-dependente. O polimorfismo Fokl parece aumentar o risco de DIl em
pacientes do género masculino.'® A inflamacdo do trato gastrointestinal é
reduzida com expresses maiores de VDR nas células epiteliais, devido a
reducdo da producao de citocinas pré-inflamatérias. Além disso, o knockout de
VDR no epitélio intestinal altera a microbiota, reduzindo a produgdo de
peptideos antimicrobianos. A expressdo de VDR mantém a homeostase da
microbioma intestinal e protege o hospedeiro de patégenos invasivos.'?® Assim,
o efeito imunomodulatério do VDR, mediando a resposta inflamatéria local,
somado a acdo na microbiota do trato gastrointestinal pode explicar a
associacao de toxicidade Gl e polimorfismo de VDR encontrada neste estudo.
Embora estudos mostrem o papel imunomodulatério da vitamina D em
reduzir a liberacao de citocinas pré-inflamatdrias e a proliferagcdo celular direta
e indiretamente, evidéncias sobre a relacdo entre o nivel sérico de 25(0OH)D; e
o risco de céncer, doencas auto-imunes, cardiovasculares e infeccdes sdo
conflitantes.'®'? Da mesma forma, atualmente ndo ha evidéncia robusta de que

a reposicdo de vitamina D reduza o risco destas doengas.’"0
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Interessantemente, um estudo recente mostrou que a sensibilidade de
linhagens celulares de leucemias e linfomas a formas ativas de vitamina D
dependia mais de polimorfismos que do nivel de expressdo de VDR."™' No
campo de TCTH, a reposicao de vitamina D foi estudada principalmente no
contexto de TCTH alogénico, no sentido de reduzir o risco de doenga do
enxerto contra o hospedeiro (DECH), tendo em vista seus conhecidos efeitos no
sistema imune inato e adaptativo."? Carrilo-Cruz e colaboradores incluiram 107
pacientes submetidos a TCTH alogénico aparentado e nao-aparentado em um
estudo fase I/ll comparando reposicdo de vitamina D em baixa (1000Ul/dia) e
altas doses (5000Ul/dia) do D-5 ao D+100 com um grupo controle. Os pacientes
e doadores foram genotipados para polimorfismos de VDR Fokl, Bsml, Apal e
Tagl. Apés um seguimento mediano de 453 dias, ndo houve diferenca em
incidéncia DECH crénico de acordo com os polimorfismos, mas o impacto da
reposicdo de vitamina D foi muito diferente de acordo com o genétipo.
Pacientes heterozigotos para Fokl tiveram significativa reducao na DECH crénica
com reposicao de vitamina D."** No contexto de ATCTH, Eicher e colaboradores
investigaram o efeito do nivel sérico de vitamina D em 183 pacientes adultos
submetidos a transplante por mieloma ou linfoma, assim como a populagdo
deste estudo. Foi observado que pacientes com niveis de 25(OH)D>52nmol/L
imediatamente antes do transplante apresentaram significativamente melhor
sobrevida livre de progressao e sobrevida global em relacao aos pacientes com
niveiss52nmol/L. Este efeito foi particularmente observado no subgrupo de
pacientes com mieloma multiplo. O fator prognéstico independente na SG
também foi observado avaliando-se o nivel de 25(OH)D como varidvel continua.
As causas de dbito e as toxicidades apresentadas pelos pacientes ndo foram
descritas no estudo.™* Fora do contexto de transplante, Barry e colaboradores
mostraram em um estudo clinico randomizado que a resposta a suplementacéo

de vitamina D diferia de acordo com polimorfismo de VDR e outros genes
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relacionados ao metabolismo do célcio, como as enzimas CYP2R1 e CYP27B1.13>

A informacéo a respeito do nivel sérico de 25(OH)D nos pacientes deste
estudo ndo estava disponivel, de forma que ndo sabemos se o efeito observado
pode ser secundario a diferentes graus de deficiéncia de vitamina D entre os
pacientes. De fato, o conjunto de evidéncias descrito acima sugere que o efeito
do VDR é mais complexo do que apenas o nivel sérico da vitamina D, e que os
polimorfismos podem agir modulando a funcao transcriptora do VDR, levando
a diferentes graus de inflamagdo, proliferacdo e diferenciacdo celulares,
alteracdo do microbioma, todos efeitos que interferem em toxicidades.

As complicagdes precoces (até D+100) mais frequentemente observadas
ap6s ATCTH sao infecgdes, particularmente bacterianas.**32'3¢ Neste estudo, as
infeccoes bacterianas foram avaliadas de trés formas: todas as infeccdes
bacterianas, infeccdes bacterianas excluindo-se as infeccdes associadas a
cateter venoso central (CVC) e infecgbes de corrente sanguinea, que foram as
mais frequentes. O racional de excluirmos as infec¢des associadas a CVC foi
sensibilizar a anélise para a influéncia de polimorfismos associados a imunidade
inata em desfechos que teoricamente estariam mais associados a quebra de
barreira mucosa e susceptibilidade individual a infecgdes do que o cateter, cujas
infeccdes em grande parte sdo determinadas por causas locais.’'3® Nao houve
associacdo entre nenhum dos polimorfismos estudados e complicagdes
infecciosas neste estudo. Com efeito, dos sete polimorfismos em genes
relacionados a imunidade inata incluidos neste estudo (considerando o VDR um
deles), em um (rs5030737, gene MBL2) todos os pacientes tipados eram
heterozigotos, impossibilitando a anélise; nos outros dois polimorfismos do
gene MBL2 (rs1800450 e rs1800451) mais de 0% dos pacientes tipados tinham
o0 mesmo gendtipo, de modo que o nimero de eventos observados para as
comparagdes era muito pequeno. Este estudo mostrou que a colonizagédo por

bactérias MDR e a profilaxia antimicrobiana foram fatores associados de forma
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independente ao risco de infecgdes bacterianas em geral. Interessantemente,
quando excluimos as infec¢des relacionadas a CVC, a profilaxia antimicrobiana
deixa de mostrar efeito protetor, sugerindo que a colonizagédo é fator de risco
mais importante que a auséncia de profilaxia antimicrobiana para infecgdes no
cendrio de quebra da barreira mucosa em pacientes submetidos a quimioterapia
em altas doses. Efetivamente, nosso grupo ja demonstrou em 232 pacientes
submetidos a TCTH (74% ATCTH) entre 2014 e 2015 que a colonizagdo por MDR
era um dos fatores de risco independentes para ICS por bactérias MDR, e que
em todos os pacientes com ICS por bactérias Gram-negativas (BGN) estas eram
resistentes a levofloxacina, droga usada para profilaxia.’®® Apds a publicagéo
deste estudo, foi suspensa a profilaxia universal nos pacientes submetidos a
ATCTH no HCFMUSP, e em nossa coorte menos de 10% das ICS foram por
bactérias MDR. Em estudo recente, Guimaraes e colaboradores demostraram
que apds a descontinuacdo da profilaxia universal com levofloxacino em
pacientes submetidos a TCTH no HCFMUSP, houve aumento da incidéncia de
ICS, porém com menos infecgdes cujo agente causal era MDR, o que teve
impacto na reducdo da mortalidade em 30 dias pés TCTH."** Em 2017 o grupo
italiano de transplante de medula éssea publicou um estudo prospectivo
avaliando desfechos relacionados a bacteremia por BGN em 1.118 pacientes
submetidos a TCTH alogénico e 1.620 autélogos em 54 centros de transplante
na Itdlia. A bacteremia por BGN foi um fator de risco independente para
mortalidade em 4 meses tanto nos pacientes submetidos a alogénico como a
ATCTH.™® Neste cenério de baixa prevaléncia de colonizagdo por MDR (9,0%
nos autdlogos e 17,3% nos alogénicos), os fatores de risco associados a
bacteremia nos pacientes submetidos a ATCTH foram idade, diagndstico de
linfoma e auséncia de profilaxia antimicrobiana. Em nossa coorte, o diagndstico
de linfoma também foi fator de risco independente para as infec¢des bacterianas

ndo relacionadas a CVC, muito provavelmente devido ao condicionamento mais
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toxico destes pacientes em comparagdo ao melfalano droga Unica usado em
pacientes com mieloma. Outro fator significativamente associado a infecgdes
bacterianas ndo relacionadas a CVC foi diarreia graus 3 ou 4, o que néo foi
observado nas infeccdes em geral. Este achado corrobora a escolha deste
desfecho como mais representativo da influéncia da quebra de barreira mucosa
nas infecgcbes bacterianas. Nota-se que nao houve associagdo de mucosite oral
com infeccdes neste estudo, embora seja o sinal clinico mais evidente e
representativo de quebra de barreira mucosa. Uma possivel explicagédo ¢ a
dificuldade da coleta retrospectiva de dados relacionados a mucosite oral, que
muitas vezes ndo estao disponiveis nos prontudrios e sao sujeitos a subjetividade
do avaliador. Inicialmente consideramos avaliar também o uso de opioides e de
nutricdo parenteral total como marcadores indiretos de gravidade de mucosite
oral, mas estes dados nao foram coletados. Ainda, muitos pacientes receberam
profilaxia de mucosite oral com laserterapia pela equipe de odontologia, de
forma que o aspecto da mucosa oral ndo necessariamente refletiu a mucosite
de todo trato gastrointestinal. Diferentes estudos em ATCTH mostram que
infeccbes bacterianas e toxicidade GI, particularmente diarreia, sdo as
complicagdes precoces mais comuns apdés ATCTH, mas ndo analisam a
toxicidade como fator de risco para a incidéncia de infecgdes.?’-3'333* Estudos
experimentais mostram que a presenga de bactérias como Escherichia coli
enteropatogénica levam a uma série de alteragdes da imunidade em células
intestinais.’ Neste sentido, o microbioma tem sido cada vez mais estudado em
hematologia e transplante. Em um trabalho piloto de 15 pacientes submetidos
a ATCTH por mieloma multiplo, Jurdi e colaboradores mostraram uma
correlagdo entre a alteragdo da composicdo do microbioma (bacterioma e
micobioma) mensurado em amostras orais e fecais e a gravidade de toxicidades
gastrointestinais, como nausea e diarreia.'® A disbiose também foi associada a

maior incidéncia de episddios febris."** E importante destacar que em 27 dos
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104 pacientes com infecgdes bacterianas deste estudo o foco era colite,
portanto nestes casos a diarreia era sintoma da infecgcdo. Mas a possibilidade de
pacientes submetidos a ATCTH que desenvolvem maior toxicidade Gl
apresentarem risco aumentado de infecgdes bacterianas, possivelmente
associados a alteragées do microbioma, merece ser mais bem estudada, assim
como intervengdes como uso de probidticos ou transplante fecal em casos mais
graves.

O uso de profilaxia com fluorquinolona em pacientes hematolégicos em
geral e transplantados em particular é associado a emergéncia de bactérias
MDR.* Existe a recomendagdo de seu uso em pacientes submetidos a ATCTH,
embora nao haja ganho de sobrevida.*>'* Com esta preocupacdo, alguns
grupos de transplante estudaram formas de minimizar a exposi¢cdo dos pacientes
a antibidtico. Horowitz e colaboradores descreveram em uma coorte de 208
pacientes submetidos a ATCTH que o uso de profilaxia apenas durante o
periodo de neutropenia, em comparagdo com o uso desde o dia anterior a
infusdo das células, foi associado e menos episddios febris, além de uma
exposi¢do a antibidtico de em média cinco dias a menos.’* Ao mesmo tempo,
sabe-se que intervengdes nao-farmacoldgicas, incluindo otimizagdo da higiene
de méaos, maxima prevencado de quebra de barreira no momento da passagem,
evitar trocas recorrentes de dispositivo e uso de antissépticos ou antibidticos
locais nos cateteres sdo maneiras eficazes de prevenir ICS relacionada a CVC.
Neste estudo foram observadas 68 infeccoes de corrente sanguinea, sendo
praticamente metade (n=33) relacionadas a CVC.

Assim, com base nos achados deste estudo a das evidéncias disponiveis,
uma estratégia que parece ser adequada em pacientes submetidos a ATCTH é
considerar o uso profilaxia antimicrobiana durante o periodo de neutropenia em
centros com baixa prevaléncia de colonizacao por bactérias MDR, mas evitar em

unidades de TCTH ja& com alta prevaléncia de colonizagdo, focando em
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estratégias ndo-farmacolégicas de prevengédo de infecgdes relacionadas ao CVC.
Em pacientes com diarreia graus 3 ou 4 pode ser interessante estudar se haveria
maior beneficio da profilaxia, mesmo em unidades com altos indices de
colonizacéo.

Observamos viremia de CMV em 48 pacientes, mas apenas em 26 com
critério de reativagdo (pelo menos dois exames de PCR positivos) e indicagdo de
tratamento em 5 pacientes, menos de 2% da coorte. Embora haja consensos
europeus que ainda recomendem rastreamento para CMV de forma rotineira
em pacientes soropositivos p6s-ATCTH, o nivel de evidéncia é baixo e os
estudos mostram que a infeccdo com necessidade de tratamento é incomum
neste contexto, em conformidade com nossos achados.’®'*® Deste modo,
consideramos que a estratégia de rastreamento guiada por sintomas é mais
custo-efetiva em uma populacédo de alta soroprevaléncia como a brasileira.

A incidéncia de infecgbes virais foi de 17,5%, em sua grande maioria virus
respiratorios. Embora uma parcela considerdvel dos pacientes tenha
apresentado critérios radiolégicos de acometimento do trato respiratério
inferior, infeccbes graves foram incomuns. Surpreendentemente néo
observamos maior incidéncia de virus respiratérios em pacientes transplantados
no ano de 2020 ou apds, durante a pandemia de COVID-19, mas a avaliagdo
detalhada destes casos ndo era objetivo deste estudo. A idade foi fator de risco
para estas infec¢bes, conforme ja conhecido na literatura.'*

Conforme esperado nesta populagdo, a incidéncia de IFl foi baixa,
observada em apenas 11 pacientes, em sua maioria por Candida sp. Em ambos
os centros a profilaxia com fluconazol durante o periodo da neutropenia é
recomendada nos autélogos, embora ndo seja consensual na literatura.®>'
Observamos que a mortalidade precoce, medida em 30 e 100 dias, foi

baixa nos pacientes deste estudo (1,9 e 3,5%, respectivamente), semelhante a

descrita em estudos norte-americanos e europeus.®*** Devido ao baixo nimero
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de eventos nao foi possivel analisar fatores de risco relacionados a mortalidade
precoce. Embora quase metade dos pacientes tenha apresentado alguma
intercorréncia infecciosa, em um terco deles infeccdes bacterianas, ndo houve
influéncia das intercorréncias infecciosas na sobrevida global em 12 meses,
conforme observado em pacientes submetidos a ATCTH descritos em grandes
estudos de paises desenvolvidos, mas diferentemente de dados de paises em
desenvolvimento, que mostram aumento da mortalidade associado a infec¢des
precoces em pacientes submetidos a ATCTH.?343410 Ambos os centros incluidos
neste estudo sdo referéncias em onco-hematologia e transplante, o que pode
explicar os resultados. Estes dados sdo importantes para afirmar o papel do
ATCTH como alternativa segura e eficaz em pacientes com mieloma e linfoma,
particularmente no cenério atual de terapias celulares e anticorpos monoclonais
biespecificos, terapias com custo extremamente elevado, sendo indicadas em
linhas mais precoces do tratamento.

Neste estudo, o Unico fator associado significativamente a reducdo da
sobrevida global foi a hepatotoxicidade grave, embora apenas dez pacientes
tenham apresentado este evento. Neste tipo de anélise ndo é possivel afirmar
causalidade, visto que a hepatotoxicidade pode ser também um sinal
laboratorial de gravidade e faléncia organica. Dos cinco pacientes com
toxicidade hepatica graus 3 ou 4 que faleceram, 3 foram antes de 100 dias.

Este estudo tem algumas limitagdes. Em primeiro lugar, a amostra de
pacientes incluidos foi de pouco mais de 50% dos pacientes submetidos a
ATCTH nos dois centros participantes no periodo do estudo. Embora a
comparacao entre os pacientes incluidos e o total de transplantados sugira que
foi uma amostra representativa, a inclusdo de mais pacientes aumentaria o
poder do estudo e é possivel que outras associagdes fossem observadas,
particularmente no que se refere aos SNPs estudados. Outra questdo é a

necessidade de coorte de validagdo para confirmar a associacdo observada
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entre o polimorfismo de VDR e toxicidade Gl, que é necessaria em todo estudo
de associacdo genética, mas poderd ser realizada futuramente. A natureza
retrospectiva do estudo também é um fator limitante particularmente para a
coleta de dados e o controle de vieses de confusdo. Varidveis importantes como
ECOG ao transplante, indice de comorbidade especifico para transplante (HCT-
Cl), uso de corticoide ndo estavam disponiveis em parcela significativa dos
casos. Por outro lado, tanto para as toxicidades como para as infec¢bes

estudadas havia menos de 5% de dados faltosos.
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6. CONCLUSOES

Nossa coorte demonstrou baixas taxas de mortalidade precoce,
comparaveis as observadas em centros europeus e norte-americanos, e nao
houve impacto das infecgdes precoces na mortalidade.

Em geral, os gendtipos e frequéncias alélicas observadas neste estudo
foram semelhantes aos encontrados em grandes bases de dados com pacientes
de maioria caucasiana, assim como na base de dados brasileira desenvolvida
recentemente.

N&o houve associacdo entre os polimorfismos estudados e a incidéncia
de infecgdes, o que pode ser resultado da pouca variabilidade observada em
SNPs do gene MBL2 nos pacientes estudados, impossibilitando as analises.

Em concluséo, este estudo mostra uma associagdo entre o polimorfismo
de VDR Fokl (rs2228570) e toxicidade gastrointestinal graus 3 e 4 em pacientes
submetidos a ATCTH para mieloma multiplo e linfoma, possivelmente pelo
efeito imunomodulatério do VDR nas células da mucosa, pela sua agdo na
proliferacao e renovacao celulares e consequente alteragdo da microbiota local.
Este achado deve ser confirmado em uma coorte de validacéo e futuros estudos
avaliando a associagcdo do nivel sérico de vitamina D, alteracdo da microbiota e

toxicidade Gl sdo necessérios.
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