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Fotoferese extracorporea

Extracorporeal photopheresis

Mdarcia M. Silva'

Luis Fernando S. Bouzas®

Fotoferese extracorporea é uma modalidade de terapia celular que tem demonstrado
eficdcia e seguranga em pacientes portadores de doengas auto-imunes e mediadas
por células T, incluindo esclerodermia, linfoma de células T cutdneo/ Sindrome de
Sézary e doenga enxerto-contra-hospedeiro apds transplante de células-tronco
hematopoiéticas. Tem sido empregada, ainda, com o intuito de induzir tolerdancia em
transplantes de orgdos solidos. O tratamento se baseia no efeito biologico de uma
substdncia fotossensibilizante, o §-metoxipsoraleno, e da radiagcdo ultravioleta A,
nas células mononucleares coletadas por aférese e reinfundidas ao paciente. O me-
canismo de agdo parece ser devido a indugdo de imunidade anticlonotipica direcionada
a clones patogénicos de células T. O tratamento induz a apoptose de células T
patogénicas, e a ativagdo de células apresentadoras de antigenos desempenha papel
importante no processo imunomodulador. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008;
30(2):153-161.
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cutdneo.

Introducgao

A fototerapia ¢ reconhecida desde os primordios da
medicina. Os egipcios antigos reconheceram que a planta
Ammi Majus, que crescia ao longo das margens do Nilo, au-
mentava o bronzeamento e a utilizaram no tratamento do
vitiligo.! Niels Fimsar' recebeu o prémio Nobel, em 1903, ao
observar que lesdes cutaneas de tuberculose freqiientemente
melhoravam apds exposigao a luz ultravioleta (UV). Em 1940,
Abdul El Mofty confirmou as observacdes de seus ante-
cessores de que a ingestdo de um preparado da planta Ammi
Majus, em associagdo com a exposicao a luz solar, era eficaz
no tratamento do vitiligo. Na década de 1950, Lerner et al,
reconheceram o 8-metoxipsoraleno(8-MOP) como principio
ativo da planta e que seu efeito terapéutico no vitiligo era
obtido pela exposicao a luz .2

Por volta dos anos 70, varios estudos demonstraram
que a irradiacdo cutdnea com ultravioleta (UV) apos a
ingestdo de 8-MOP era efetiva no tratamento da psoriase e

sugeriram o nome PUVA (psoraleno + radiagdo ultravioleta
A) para esta modalidade terapéutica.’ Simultaneamente,
Gilchrest et al apresentaram bons resultados com a utiliza-
¢ao do PUVA no tratamento do linfoma de células T
cutdneo.* Edelson et al observaram em laboratdrio que
linfocitos T eram sensiveis ao método PUVA, o que levou
ao desenvolvimento de uma nova terapia denominada
fotoferese extracorporea (FEC), em que leucocitos eram
removidos do paciente por aférese, tratados com 8-MOP ¢
radiagdo ultravioleta A (UVA), e reinfundidos, em seguida,
ao paciente.>S A eficacia da FEC no tratamento do linfoma
cutaneo de células T(LCCT)’ associada a poucos efeitos
adversos encorajou sua utilizagao em outras doengas medi-
adas por células T como: a doenca enxerto-contra-hospe-
deiro (DECH),” que ocorre ap6s transplante alogénico de
células-tronco hematopoiéticas, doengas auto-imunes (ar-
trite reumatoide,® esclerose sist€mica,’ lupus eritematoso
sistémico,'® pénfigo vulgar,!' psoriase artropatica,'?
dermatite atopica' e doenga de Crohn'), além da utilizagdo
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na prevenc¢ao de rejei¢do e inducdo de tolerancia em trans-
plantes de 6rgaos solidos (coragdo, pulmao,'® rim'®) .

Mecanismo de acado da fotoferese extracorpérea

O impacto das radiagdes UVA e UVB no sistema imu-
ne ¢ reconhecido. A radiagao UVA ¢ menos efetiva do que a
UVB em danificar moléculas biologicas, como o DNA, e
tem poucos efeitos diretos nas células devido a sua baixa
energia. Sua efetividade biologica depende, assim, da pre-
senga de sensibilizantes, moléculas que absorvem a luz UV
e indiretamente produzem efeitos biologicos. O fotossen-
sibilizante mais utilizado na pratica clinica é o §-meto-
xipsoraleno (8-MOP), que tem agdo fotobiologica quando
ativado pela UVA-método PUVA. Ainda ndo esta claro se o
PUVA e o UVB tém efeitos imunoldgicos semelhantes.
Ambos causam imunossupressao antigeno-especifica e in-
duzem a apoptose de células por dano ao DNA. Tendo como
base o0 mecanismo fotobiologico do método PUVA, a FEC ¢
utilizada quando se necessita de uma ag¢@o imunomodula-
dora (Figura 1).

Metoxipsoraleno fotoativado
danifica a membrana celular
¢ 0 DNA, iniciando a apoptose

Figura 1. Mecanismo de acdo FEC

Os efeitos especificos da FEC no sistema imune sdo
atualmente foco de pesquisa em todo o mundo.'”"* Um de
seus aspectos mais intrigantes ¢ a inducdo de dois efeitos
aparentemente opostos: a ativacdo do sistema imune con-
tra células neoplasicas e a repressao na expressao de clones
em doengas auto-imunes (esclerose sistémica, lupus
eritematoso sistémico e pénfigo vulgar) e em respostas imu-
nes auto-alogénicas (DECH e rejeicdo em transplantes) (Ta-
bela 1). Assim, ¢ interessante observar que a FEC pode ter
efeitos opostos, tolerogénico e estimulatorio, em condigdes
clinicas diferentes, através da interagdo entre linfocitos T
apoptoticos e células dendriticas. Os mecanismos potenci-
ais de indugdo de tolerancia imune pela FEC incluem dimi-
nui¢do do estimulo ou deplecao de células T efetoras, au-

Tabela 1. Fotoferese extracorpoérea
Mecanismos de acgéo sugeridos

» Inducao da apoptose de células T
« Ativagédo de mondcitos seguida pela liberagéo de citocinas
» A combinacdo da apoptose de células T e ativagao de

mondcitos leva a um efeito imunomodulador e a indugéo de imuni-
dade anticlonotipica

mento da produgdo de citocinas antiinflamatérias ou dimi-
nuigao de citocinas pro-inflamatodrias, e geragao de células
T reguladoras.’” Os modelos animais experimentais suge-
rem que a FEC induza a uma imunidade anticlonotipica.®*
Com isso, o controle da doenca seria mediado pela geracéo
de células T supressoras clone-especificas desenvolvidas
como resposta as células patogénicas modificadas pelo
psoraleno e UVA. Perez et al*' apresentaram resultados
semelhantes empregando um modelo de rejei¢do de alo-
enxerto cutaneo. Estes resultados indicam que, pelo menos
anivel experimental, um processo de imunizagao ativa pode
ocorrer apos a administragdo de clones de células T singé-
nicos fotoativados. O tratamento de leucocitos com 8-MOP
e UVA leva a apoptose das células T em 48 horas.”>** Em
contraste, macréfagos sangiiineos periféricos parecem com-
parativamente mais resistentes aos efeitos apoptoticos do
8-MOP e UVA. Estudos com citometria de fluxo revelam que
as moléculas acessorias CD86 e moléculas de adesao CD36
sdo rapidamente estimuladas na superficie do macrofago
apos o término da FEC. Estes achados corroboram a obser-
vagdo de que macrofagos tratados com FEC exibem um au-
mento na habilidade de fagocitar células T apoptoticas.”
Portanto, pode-se sugerir que a fagocitose, o processa-
mento e a apresentacdo de antigenos de células T apop-
toticas (oriundos de clones de células T patogénicas), pe-
los macrofagos e células dendriticas, explicariam a inducéo
da imunidade anticlonotipica pela FEC,” conferindo a¢do
prolongada ao trata (Figura 2).

FEC - Procedimento

A realizagdo da FEC implica exposigao extracorporea
de células mononucleares sangiiineas periféricas obtidas
por aférese ao 8-MOP, fotoativacdo com radiacdo UVA e
subseqiiente reinfusdo ao paciente (Figura 3). O procedi-
mento ¢ feito através de equipamento especifico (o mais
utilizado ¢é o sistema UVAR®-Therakos, Westchester, PA,
USA) em trés etapas: a primeira € a coleta de células perifé-
ricas mononucleares. Nesta etapa, mudangas no ambiente
celular, como diminuigdo da temperatura, efeito da centri-
fugacdo, mudancas na forma das células e modificagao do
pH, podem estar relacionados com o aumento da ativagao
dos monocitos e possivelmente com a indugdo da diferen-
ciagdo de células dendriticas.?
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Linfomas de células T

O linfoma cutaneo de células T (LCCT) ¢ uma
doenga maligna de origem linfoide clonal de linfocitos
T helper e, em geral, tem evolugdo lenta. Os sinais
iniciais freqlientemente aparecem na pele como pla-
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eritrodermia esfoliativa-Sindrome de Sézary (SS).

Figura 2. Mecanismo de Acao proposto para FEC

Atualmente, utiliza-se o PUVA como terapia de pri-
meira linha para formas clinicas mais leves. Entretan-
to, para estagios avangados de LCCT e SS, a respos-
ta ndo ¢ satisfatoria. A quimioterapia pode ser utili-
zada, embora esteja associada com aumento da

morbidade. O primeiro tratamento da SS com FEC foi
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Figura 3. Procedimento da FEC

Maquina Fotoferese

Na segunda etapa, 300 mL de plasma sdo coletados e
0 8-MOP (metoxalen liquido-UVADEX®) ¢ administrado di-
retamente em aproximadamente 240 mL de concentrado de
leucocitos, o que evita os efeitos indesejaveis de intoleran-
cia gastrica e a incerteza quanto a sua absorcao oral. A dose
de metoxalen liquido ¢ calculada de acordo com a seguinte
formula: volume coletado no tratamento x 0,017= mililitros
de 8-MOP. O concentrado de leucdcitos passa por uma ca-
mara estéril (cdmara de fotoativa¢ao) com 1 mm de espessu-
ra, e ¢ irradiado com UVA, com exposi¢ao dos leucocitos a 2
Jem?. Nesta etapa ocorrem dano da membrana celular e mo-
dificagdes antigénicas da membrana, intercalamento ao DNA
e ligagdo a varias proteinas, culminando com a apoptose
dos linfocitos e ativagdo das células apresentadoras de
antigenos.

A terceira etapa ¢ a reinfusao das células tratadas ao
paciente. O tratamento pode ser realizado por um a dois

Concentrado de

Alteragdo fotoquimica
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‘ conduzido por Edelson ef al.’ Seu objetivo era des-
truir a maior quantidade possivel de células sangiii-
neas de LCCT por apoptose. Edelson observou, en-
tretanto, que, paralelamente a eliminagao de células
fototratadas no sangue, o numero de células malig-
nas ndo-tratadas diminuia consideravelmente na pele
e nos linfonodos, o que sugeria uma agao antitumoral
sistémica, com indugdo de células CD8+ tumor-es-
pecificas. Assim, a inducdo de apoptose de células
tumorais circulantes parece tornar as células den-
driticas apresentadoras de antigenos, contendo anti-
genos tumorais processados, capazes de induzir uma
resposta imune antitumoral (Figura4). A partir de en-
tdo, varios estudos na literatura demonstraram bons
resultados no tratamento de LCCT refratarios, avan-
¢ados, com FEC27-28, sendo esta a primeira indica-
¢ao aprovada pelo FDA desde 1988. Devido as variagdes na
selegdo de pacientes e protocolos de tratamento, foram esta-
belecidos alguns critérios para o tratamento de LCCT com
FEC: 1. doenga de evolugao curta (menos de 2 anos); 2. quan-
tidade reduzida de células de Sézary no sangue periférico
(10%-20% células mononucleares); 3. namero normal de
linfocitos T citotoxicos; 4. atividade de células natural killer
normal; 5. auséncia de tratamento quimioterapico intenso
prévio; 6. auséncia de adenopatia volumosa ou doenga
visceral.

Doengas auto-imunes

A eficacia do tratamento com FEC das doengas auto-
imunes com altera¢des cutaneas tem sido estudada, mas, ap6s
décadas de interesse, relatos multiplos de casos, protocolos
abertos e um estudo controlado, seu papel ainda precisa ser
melhor estabelecido. Na esclerodermia, a identificagdo de
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Figura 4. Mecanismos de acdo propostos no LCCT: apoptose e maturagao de células dendriticas. (Adaptado de Foss FM. 2007 BMT

Meeting-Keystone).

clones de células-T auto-reativos mostra um mecanismo de
agdo parecido com o observado nos LCCT. Reinisch ef a/%
observaram um efeito poupador de corticdide em pacientes
portadores de Doenga de Crohn, com alojamento dos leuco-
citos submetidos a FEC especificamente no intestino, em le-
sdes da mucosa do colon. Rook et al* trataram quatro paci-
entes com pénfigo vulgar com redugdo da IgG e reducdo
significativa do uso de corticodides e imunossupressores.

Rejeigdo a transplantes de orgaos solidos

Estudos preliminares demonstraram que a FEC ¢ efeti-
va no tratamento da rejeigdo a transplantes de orgaos soli-
dos, especialmente o transplante cardiaco e de pulmao.

Doenga Enxerto-Contra-Hospedeiro

A doenga enxerto-contra-hospedeiro (DECH) refratéria
a esteroides ¢ uma complicagdo, de dificil manuseio, do trans-
plante alogénico de células-tronco hematopoiéticas. Aproxi-
madamente 30%-50% dos pacientes com DECH cronica tém
doenga extensa, o que requer o uso de imunossupressores
em altas doses por longo tempo, aumentando as complica-
¢Oes infecciosas e os indices de mortalidade.?' Assim, novas
estratégias terapéuticas, como a FEC, tém sido utilizadas tan-
to na forma aguda como cronica da DECH pelo seu potencial
de controlar a doenga, reduzindo a utiliza¢do de corticoterapia
sistémica em mais de 50% dos pacientes®>**3* (Tabela 2).

As respostas clinicas da FEC foram inicialmente
demonstradas por Rosetti et al, que observaram um efeito
seletivo da FEC nas células T CD8+ efetoras citotoxicas
sem mudancas nas populagdes CD4+ T-helper em cinco
criangas com DECH cronica, sugerindo um efeito diferente
nos grupos de células T.*> Recentes estudos sugerem que
pacientes com DECH responsiva a FEC apresentam sobre-
vida maior do que os ndo-responsivos,***¢ o que possivel-
mente esta relacionado a redugéo do uso de corticoterapia.®
Os relatos de eficacia da FEC em DECH visceral ainda ndo
sdo consistentes.

Durante a FEC, aproximadamente 500 milhdes de
células apoptoticas sdo reinfundidas ao paciente. Existem
evidéncias crescentes de que o material derivado das células

Tabela 2. FEC como terapia de segunda linha para DECH crbnica

Autor No. de Referéncias

Pacientes
Greinix et al 15 Blood 1998;92:3098
Apisarnthanarax et al 32 BMT 2003;31:459
Seaton et al 28 Blood 2003;102;1217
Foss et al 25 BMT 2005; 35:1187
Rubegni et al 27 BrJ Hematol 2005;130: 271
Couriel et al 71 Blood 2006;107;3074
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Figura 5. Patogénese da DECH

apoptoticas, uma vez fagocitado, module ativamente o sis-
tema imune, com conseqiiente ativagdo de células dendri-
ticas, as quais apresentam os antigenos derivados de células
apoptoticas, estimulando linfocitos T citotoxicos CD8+.
Este fato, em pacientes com DECH cronica, aumenta a pro-
dugdo de citocinas imunossupressoras tal como receptores
antagonistas de IL-10 e IL-1 pelos macrofagos e monocitos,
levando a anergia de células T periféricas®” (Figura 5).

Portanto, provavelmente como conseqiiéncia de
apoptose, uma variedade de antigenos nas células tratadas
entra em contato com células dendriticas fagocitantes ati-
vas, modulando a resposta imune e promovendo efeito esti-
mulatorio ou tolerogénico (Tabela 3). No entanto, ndo se pode
dizer se estes mecanismos agem em conjunto, ou de formae
graus diferenciados ou, ainda, que a resposta clinica a FEC
seja resultado do predominio de um ou de outro, ou de varios
mecanismos agindo na mesma dire¢do. Parece, assim, que o
efeito da FEC seja simplesmente o de restaurar a homeostase
imunologica (Figura 6).

A combinacdo da FEC com terapias imunossupressoras
tradicionais para tratar DECH pode permitir a redugdo dos
farmacos utilizados e sua toxicidade associada (particular-
mente esteroides).

Mais de uma década de experiéncia clinica tem demons-
trado que a FEC ¢ bem tolerada, sem evidéncias de imunos-
supressao sistémica. As indicagdes de consenso para in-
clusdo de pacientes para FEC sdo: DECH ndo responsiva
ao tratamento convencional, tratamento ndo concomitante
com globulina antitimdcito ou anticorpos anticlonais.

Tabela 3. Alteracdes celulares/citocinas na DECH apés a FEC

Linfécitos
Apoptose
Diminuigéo de células Th1 secretoras de IFN-y
Aumento de células Th2 secretoras de IL-4 e IL-10
Restauragao do balango Th1/Th2 através de Th2
Diminuigao do receptor | TNF-o soluvel e receptor o soluvel de
IL-2
Inducéo de grupos de células T reguladoras que sintetizam IL-10
Normalizagédo das taxas CD4/CD8
Diminuigéo de linfécitos CD8

Mondécitos
Sem apoptose
Sem mudancas na producao de TNF-o
Aumento na sintese de receptores antagonistas de IL-10 e IL-1Ra
Diferenciagcéo de células dendriticas CD83+ imaturas que
fagocitam células apoptéticas

Células Dendriticas(CD)
Diminuicao da populagéo de CD1 monocitéides(CD 80+ CD 123+)
Aumento da populagéo de CD2 plasmocitoides(CD83+ CD 86+)
Restauracéo do balango CD1/CD2 em favor da populagcdo CD2

Células Natural Killer
Aumento no nimero de células natural killer CD3+ CD56+
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Figura 6. Células apresentadoras de antigenos (CAAs) decidem o destino da resposta imune (Adaptado de Foss FM. 2007 BMT Meeting-

Keystone)

FEC na DECH aguda

Os relatos da utilizagao de FEC no tratamento da DECH
aguda sdo menos freqiientes e promissores do que nas for-
mas cronicas da doenga.®*! As melhores respostas sdo ob-
servadas quando a terapia ¢ iniciada precocemente e em ca-
sos menos graves de DECH* (Figuras 7 ¢ 8).

Greinix et al* trataram 21 pacientes com DECH aguda
refrataria a esterdides de grau I a IV. A resposta completa na
pele foi alcangada em 60% dos pacientes (100% grau II, 67%
grau Ill e 12% grau IV), no figado em 67%, mas ndo observa-
ram boa resposta para DECH aguda intestinal. A taxa de
sobrevida foi de 57% em 25 meses de acompanhamento.
Numa avaliagdo com maior numero de casos, Greinix ef al*®
trataram 59 pacientes com DECH aguda obtendo resposta
completa (RC) em 82% de pacientes com envolvimento
cutaneo, 61% com alteragdes hepaticas e 61% intestinal. A
RC foi obtida em 86% dos pacientes com DECH aguda grau
11, 55% grau I1I e 30% grau IV. Messina ef al*° trataram com
FEC 33 criangas com DECH aguda refrataria. As respostas
foram boas em todos os 6rgaos, incluindo pele (76%), figado
(60%) e trato gastrintestinal (75%).

No caso da DECH aguda, Greinix sugere a realizagao de
estudos utilizando a FEC como terapia de primeira ou segun-
da linha, com intuito de reduzir a duragao e dose de esterdides
em pacientes com alto risco para desenvolver infecgdes opor-
tunistas e que a administragdo da FEC seja introduzida pre-
cocemente.*

FEC na DECH crénica
A eficacia do PUVA no tratamento de pacientes com

Antes da FEC

Depois de
oito sessoes de
FEC

Figuras 7 e 8. DECH aguda — antes e depois da FEC

manifestagdes cutineas de DECH cronica®+ e a demonstra-

¢do de que a radiacdo UV afeta diretamente o nimero de
células de Langerhans ou as células apresentadoras de
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Antes da FEC

Depois de vinte sessoes de
FEC

Figuras 9 e 10. DECH crénica — antes e depois da FEC

antigenos na epiderme estimularam a realizagdo de varios
estudos com o intuito de explorar a eficacia da FEC em paci-
entes portadores de DECH cronica refrataria a imunossu-
pressores”## (Figuras 9 e 10). Greinix et al* apresentaram
taxas de resposta em torno de 90% com FEC para DECH com
manifestacao cutinea, e bons resultados em pacientes com
envolvimento da mucosa oral. Sua utilizagdo em manifesta-
¢oes de DECH pulmonar ou hepatica, entretanto, ndo tive-
ram a mesma resposta.

Embora os resultados de estudos randomizados ainda
nao estejam disponiveis, uma resposta cutdnea em torno de
75% (35% de resposta completa) ¢ relatada em pacientes tra-
tados com FEC. DECH crénica hepéatica, pulmonar e com
manifestagdes orais parecem apresentar resposta menor.** O
éxito da resposta parece estar relacionado a associagao da
FEC logo ap6s o inicio da doenga.

As principais dificuldades para avaliagdo da eficacia
clinica nos estudos publicados sdo: heterogeneidade dos
pacientes tratados, especialmente com doenga cronica, devi-
do ando concordancia da definigdo de DECH ndo-responsiva;

159

grande variabilidade no tempo entre o inicio da doenga ¢ o
inicio da FEC; protocolos e esquemas de tratamento diferen-
tes; heterogeneidade do tratamento imunossupressor conco-
mitante.”!

Eventos adversos da FEC

Em geral, o tratamento com FEC é bem tolerado e esta
associado a minimos eventos adversos. Um problema co-
mum ¢ a necessidade, para a aférese, de acesso venoso cen-
tral com cateter, em pacientes sem acesso venoso periférico,
nos quais as freqiientes obstrugdes e complicagdes infecci-
osas podem levar a interrup¢do do tratamento. A aférese
extracorporea pode levar a hipotensdo, que raramente ¢ sin-
tomatica, e febre, apos a reinfusdo, as vezes ¢ observada.
Nenhum sinal de toxicidade ao citrato ou complicagdes meta-
bolicas foi descrito até o momento. A fotofobia durante o
procedimento pode acontecer. A queda de hematocrito e hemo-
globina constitui efeito freqiiente e transitorio.

Consideragoes finais

A FEC ¢ uma terapia imunomodulatoria relativamente
segura, baseada na aférese de células sensiveis a luz. Em
muitas instituicdes a FEC ¢ utilizada, associada ou ndo a
outros modificadores da resposta biologica, como tratamen-
to de escolha na SS. Os estudos futuros devem levar em
considera¢do o inicio do tratamento com FEC na fase inicial
da DECH. Os poucos efeitos adversos tornam a FEC mais
atrativa do que o uso de quimioterapicos e imunossupressores
e tem estimulado a utilizagdo da FEC por longos periodos.
Devido ao custo do material descartavel utilizado e do equi-
pamento, a FEC ¢ um procedimento caro. Entretanto, estes
custos sdo compensados pela redugdo da terapia imunos-
supressora influindo diretamente na hospitalizagao, qualida-
de de vida dos pacientes e mortalidade relacionada a doenca
de base e seu tratamento. A boa resposta clinica no tratamen-
to de doengas mediadas por células T vem estimulando sua
utilizacdo em outras doengas além das descritas acima, de-
monstrando o grande potencial terapéutico e em pesquisa,
deste procedimento.

Abstract

Extracorporeal photopheresis is a method of cell therapy that has
demonstrated efficacy in autoimmune diseases, cutaneous T-cell
lymphoma/Sézary syndrome and graft-versus-host disease after
hematopoietic stem-cell transplantation. This technique has also
been employed as a treatment strategy to induce tolerance after
solid organ transplants. Treatment is based on the biological effect
of ultraviolet A radiation and a photosensitizing drug, §-
methoxypsoralen, on mononuclear cells collected by apheresis and
reinfused into the patient. The suggested mechanism of action is
related to the induction of anticlonotypic immunity directed against
pathogenic clones of T lymphocytes. Treatment induces apoptosis of
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pathogenic T-cells, and it appears that activation of antigen-
presenting cells has an important role in this process. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2008, 30(2):153-161.

Key words: Photopheresis; grafi-versus-host disease; psoralens;
cutaneous lymphoma.
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