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Introdugédo

Este trabalho teve por objetivo correlacionar o status quimérico de pacientes pos -
TCPH alogénico com pardmetros clinicos, para avaliar o valor preditivo dos achados
laboratorias de quimerismo. Amostras de sangue de 98 pacientes (67 em seguimento
e 31 novos casos) foram submetidas a andlise do status quimérico pos-TCPH. Os
“loci” analisados por biologia molecular foram CS1PO, TPOX, F1341, FESFPS,
HUMTHO1, VWA, SE33, HUMARA, HUMD?21S11 e Amelogenina. Precocidade da
evidéncia laboratorial de quimerismo misto (QM), em relagédo ao aparecimento dos
sintomas clinicos de recaida, foi observada em 9 dos 12 pacientes nas LA, ou seja,
nesses casos, a primeira manifesta¢do de QM foi detectada pelo exame laboratorial
antes de qualquer evidéncia citologica ou clinica de recaida. Em todos eles, houve uma
mudanga terapéutica relacionada com esse momento do aparecimento do QM. Em
100% dos pacientes com QM na LMC, a detecgdo do quimerismo pelo exame laboratorial
foi anterior a qualquer evidéncia citolégica ou clinica de recaida. De uma maneira
geral, o exame laboratorial da avaliagdo do status quimérico pés-TCPH alogénico
pela andlise dos “loci” hipervaridaveis do genoma, mostrou ser um exame sensivel,
com detecg¢do de até 1% de QM e precoce, visto que, muitas vezes, foi a primeira
manifestagdo de doenga residual antes de qualquer evidéncia citolégica ou clinica da
mesma. A associagdo da existéncia de QM e a recaida clinica e/ou obito fica mais
evidente nos casos de LA do que nos casos de LMC e AAS. Rev. bras. hematol. hemoter.
2008,30(3):177-180.

Palavras-chave: Quimerismo misto (OM); STR-PCR; transplante de células proge-
nitoras hematopoéticas.

feitos quantitativos e qualitativos, restituindo a hematopoese
normal.'?3

Nos ultimos trinta anos, o transplante de células
progenitoras hematopoéticas (TCPH) vem sendo utilizado
como procedimento terapéutico tanto no tratamento de do-
encas malignas e ndo malignas, bem como nas imuno-
deficiéncias, erros inatos do metabolismo e nos pacientes
portadores de tumores sélidos. Sua finalidade ¢ corrigir de-

A conversdo do padrao hematopoético do receptor para
o do doador ap6s o TCPH alogénico ¢ conhecido como
"pega". O sucesso ou falha da "pega" pode ser avaliado
através da investigacdo da origem das células hematopoéticas
do receptor. A técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction)
tem sido utilizada para andlises de loci hipervariaveis do
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genoma, com o intuito de definir o quimerismo apds o TCPH.

A detecgdo de células hematopoéticas somente do do-
ador ¢ denominada como quimerismo completo (QC). Quan-
do héa uma mistura de células hematopoéticas do doador e do
receptor, detectadas a partir de 14 dias do TCPH, tem-se um
quimerismo misto (QM).*® Estudos sugerem que a volta pro-
gressiva de células do receptor freqiientemente prediz recai-
da'5,9,10

Este trabalho teve por objetivo correlacionar o status
quimérico de pacientes apdés TCPH alogénico com parametros
clinicos, para avaliar o valor preditivo dos achados labora-
torias de quimerismo.

Casuistica e Método

Foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro da Faculdade de Medicina — Unesp — Botucatu,
a avaliagdo do status quimérico p6s-TCPH alogénico de 98
pacientes, sendo 55 do sexo masculino e 43 do sexo femini-
no. Deste total, 67 estavam em seguimento e 31 eram novos
casos com seus respectivos doadores, atendidos pelo Servi-
¢o Cooperativo, Hemocentro de Botucatu/Hospital Dr. Amaral
Carvalho de Jaq, para o TCPH, estado de Sdo Paulo. Este
trabalho teve parecer favoravel do Comité de Etica da Funda-
¢do Hospital Dr. Amaral Carvalho.

Quanto a patologia apresentada, 56 pacientes eram
portadores de leucemias agudas (LA) (40 com leucemia
mieloide aguda (LMA), 14 com leucemia linféide aguda (LLA)
e dois com leucemia bifenotipica); 29 pacientes apresenta-
vam leucemia mieldide cronica
(LMC); dez pacientes eram por-
tadores de anemia aplasica se-
vera (AAS) e trés portadores de

Tamanho
outras doengas. Locus (pb)
A avaliagdo foi realizada cgpqpo* 281-291
tanto para a identificac@o dos loci
informativos (padrdes contras- TPOX* 102-220
tantes entre doador e receptor),
quanto para a anélise do quime- ~ F13A1* 179-279
rismo apds TCPH-alogénico. Para
tal procedimento foram coletadas FESIERS® 198:208
amostras de sangue periférico HUMTHO1*  146-171
(SP) e, em alguns casos, amos-
tras do aspiradodaMO em EDTA,  \ywa+ 122-152
nos periodos pré e pds-TCPH.
Quando ndo foi possivel obter o SE33* 222-339
padrdo pré-transplante do paci-
ente, foi realizada a coleta de HUmARA® 255-315
células da mucosa bucal ou do
. ~ HumD21s11* 186-202
bulbo capilar para a extragdo do
DNA, utilizando-se a metodologia  pyue( « 107-113

padronizada por Barea, 2000."" A
extracdo de DNA foi realizada por
metodologia salting-out."

Para realiza¢do da PCR foi utilizado um par diferente
de primers (iniciadores) referente ao locus de interesse,
sendo um de cada par marcado com fluoresceina Cy 5. O
volume final da reagdo foi de 50 uL contendo 1 X PCR
Buffer [60mM Tris-SO,, 18mM (NH,),SO,]; 2mM de
MgSO,; 200 uM de cada um dos dNTPs; 0,2 uM de cada
primer ¢ 1,5 U de Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen®). Ap6s o preparo desse mix acrescen-
taram-se 250 ng de DNA. Para a amplificacdo desses frag-
mentos, foi utilizado o termociclador GeneAmp PCR System
9600 (Applied Biosystems, Foster City, CA), com a seguin-
te programagdo: desnaturagdo inicial de 94 °C por 45 seg,
seguida de 35 ciclos (94 °C por 30 seg, 56°C por 30 seg, 68°C
por 1 min) e uma extensdo final de 68 °C por 5 min. Para a
amelogenina, a programacao utilizada foi desnaturagdo ini-
cial a 94 °C por 1 min, seguida de 35 ciclos (94 °C por 1min,
60 °C por 1min, 72 °C 1 min) e uma extensao final de 72 °C por
10 min. A localiza¢do cromossdmica, o tamanho dos frag-
mentos em pares de bases (pb), bem como a seqiiéncia dos
primers, estio listados na Tabela 1.

O produto da PCR foi entdo mantido a -20 °C, seguin-
do-se a separagdo dos fragmentos por eletroforese de alta
resolucdo, no seqiienciador ALFexpress (Amersham
Biosciencies®), utilizando-se gel de poliacrilamida a 8% e
uréia 7M, em tampao TEB 0,6X.

Os resultados graficos foram apresentados em forma
de picos que corresponderam aos alelos do receptor e do
doador. A analise do tamanho desses fragmentos, em pares
de bases (pb), foi utilizada para identificar o polimorfismo

Tabela 1. Descrigao dos loci utilizados na andlise do status quimérico: tamanho dos fragmentos
em pares de bases (pb), localizagdo cromossémica e seqliéncia dos primers.

Os primers "A" foram marcados com Cy 5

Localizacao I '
: Sequéncia dos primers

cromossomica
5q33.3-34 A -5'-AACCTGAGAGTCTGCCAAGGACTAG'-3'

B -5'-TTCCACACACCACTGGCCATCTTC -3'
2p23-2pter A -5'- ACTGGCACAGAACAGGCACTTAGG -3

B -5'- GGAGGAACTGGGAACCACACAGGT -3"
6p24-p25 A-5'- GAGGTTGCACTCCAGCTTT -3'

B -5'- ATGCCATGCAGATTAGAAA-3"
15925-gter A-5'- GGGATTTCCCTATGGATTGG -3'

B -5'- GCGAAAGAATGAGACTACAT -3
11p15-15.5 A-5'- GTGGGCTAAAAGCTCCCGATTAT -3'

B -5'- ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG -3'
12p12-pter A-5'- CCCTAGTGGATAAGAATAATC-3'

B -5'-GACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG -3'
5gq14.1 A -5-AATCTGGGCGACAAGAGTGA-3'

B -5'-ACATCTCCCCTACCGCTA-TA-3"
Xcen-q13 A-5'- GCTGTGAAGGTTGCTGTTCAT -3'

B -5'- TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3'
219 21.1 A-5- GTGAGTCAATTCCCAAG-3'

B -5'- GTTGTATTAGTCAATGTTCTC-3'
X:p22-1-22.3; A-5-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG -3'
Y:p11.2 B -5'- ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG -3'

*Descrigao dos primers de acordo com as seqléncias contidas no web site
www.cstl.nist.gov/div831/strbase/str - acesso em 06/08/05
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entre os individuos. Um /ocus foi considerado informativo
quando pelo menos um alelo do padrio pré-transplante do
receptor diferiu do doador, classificando o receptor portador
de quimerismo misto (QM) ou quimerismo completo (QC).
Foi adotado o critério de no minimo dois /oci informativos
para definir o status quimérico como misto. A area sob a cur-
va definida pelos picos foi calculada para quantificar o
quimerismo.

Para os casos que apresentaram quimerismo misto (QM)
crescente ou decrescente, foram avaliados os seguintes para-
metros clinicos: tipos de doenga, mudanca da terapia institu-
ida, recidiva clinica e 6bito.

Resultados/Discussao

Do total dos pacientes analisados, 20 apresentaram
quimerismo misto (QM) em alguma fase apds o TCPH, sendo
12 (60%) portadores de LA, cinco (25%) portadores de LMC
e trés (15%) com AAS.

No grupo das LA, os 12 pacientes que apresentaram
QM pelo achado laboratorial foram submetidos a alteragdes
da terapia instituida (redugio de imunossupressdo, submis-
s30 a um segundo transplante ou quimioterapia). Desses 12
pacientes, oito apresentaram QM crescente a cada exame
laboratorial (Figura 1) e tiveram recidiva clinica, sendo que
sete foram a 6bito, ou seja, 58% do total com QM nas LA. Os
quatro pacientes que apresentaram QM decrescente apre-
sentaram remissdo clinica e permaneceram vivos até o final
do estudo.

Nas leucemias agudas, os exames laboratoriais tiveram
alto valor preditivo de remissdo, recidiva ou dbito, dados
consistentes com a literatura.>*®

No grupo dos pacientes com LMC, observamos que
dos cinco pacientes que apresentaram QM, todos tiveram
mudanga de terapia (redug¢@o de imunossupressao, dois de-
les tiveram introducéo de terapia com Glivec®). Os trés paci-
entes do grupo da LMC em crise blastica apresentaram QM
crescente, sendo observada recidiva em um paciente. Dois
pacientes em fase cronica apresentaram QM decrescente,
sendo observado um paciente com remissdo. Do total dos
pacientes do grupo da LMC com QM, dois tiveram recidiva e
trés remissao clinica; todos permaneceram vivos até o final
do estudo.

Desta forma, o QM nos pacientes do grupo da LMC
esteve relacionado com mudanga terapéutica em 100% dos
casos, com nenhum dbito e com indice de recaida de 40%.

Quanto aos pacientes portadores de AAS, observou-
se que a presenca de QM ndo alterou a conduta terapéutica,
ndo esteve associada a um aumento das recidivas clinicas ou
obitos. Estes dados sdo conflitantes com a literatura,'>'* os
quais correlacionam o QM com a perda do enxerto e recidiva
clinica.

Nestes casos, as analises poderiam se restringir ao fi-
nal do primeiro ano de tratamento, para monitorar a retirada
da imunossupressao.

A precocidade da evidéncia laboratorial de QM (cres-
cente ou decrescente) em relagdo ao aparecimento dos sinto-
mas clinicos de recaida foi observada em 9 dos 12 pacientes
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Figura 1. Exemplo de um caso de quimerismo completo progredindo para quimerismo misto crescente, (A) Receptor Pré-TCPH; (B) Doador;
(C) Receptor D+30; (D) Receptor D+ 60; (E) Receptor D+120; (F) Receptor D+180
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nas LA, ou seja, nesses casos, a primeira manifestacdo de
QM foi detectada pelo exame laboratorial, antes de qualquer
evidéncia citologica ou clinica de recaida. Em todos eles hou-
ve uma mudanga terapéutica relacionada com esse momento
do aparecimento do QM.

Em todos os pacientes com QM na LMC, a deteccdo do
quimerismo pelo exame laboratorial foi anterior a qualquer
evidéncia citoldgica ou clinica de recaida.

De uma maneira geral, o exame laboratorial da avaliagdo
do status quimérico pos-TCPH alogénico pela analise dos /oci
hipervariaveis do genoma mostrou ser um exame sensivel e
precoce para detecgdo de quimerismo.

Abstract

This study aimed to correlate the chimerical status in post-allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) patients to clinical
patterns in order to evaluate the predictive value of chimerism
laboratorial findings. Blood samples from 98 patients (67 current
and 31 new cases) were submitted to post-HSCT chimerical status
analysis. The CS1PO, TPOX, F1341, FESFPS, HUMTHO1, VWA,
SE33, HUMARA, HUMD?21S11 and Amelogenian loci were
analyzed. Precocity of Mixed Chimerism (MC) laboratorial evidence
in relation to recurrent clinical symptom manifestations was observed
in 9 out of 12 patients in AL, i.e., in these cases the first MC
manifestation was detected in laboratory tests before any cytological
or clinical evidence. In all cases, there was a therapeutic change due
to MC onset. Chimerism detection through laboratorial examinations
was prior to any cytological or clinical evidence in 100% of patients
presenting MC in CML. Considering that it was the first manifestation
of residual disease, before any cytological or clinical manifestation,
laboratorial examination to evaluate chimerical status in post-
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation through analysis
of genome hyper-variable loci, turned out to be a more sensitive
examination and presented a detection rate of up to 1% for early
MC. The association of MC to clinical recurrence and/death is more
evident in AL cases than in CML and SAA. Rev. bras. hematol.
hemoter: 2008;30(3):177-180.

Key words: Chimerism; STR-PCR; hematopoietic progenitor cell
transplantation.
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