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RESUMO

ANALISE IMUNOFENOTIPICA DE LINFOCITOS E CELULAS DENDRITICAS DE
PACIENTES COM MIELOMA MULTIPLO QUE RECEBERAM MANUTENCAO COM
TALIDOMIDA E DEXAMETASONA APOS O TRANSPLANTE AUTOLOGO DE
MEDULA OSSEA

Roberto José Pessoa de Magalhaes Filho

Orientadores: Prof. Dr. Angelo Maiolino
Prof. Dr. Hélio dos Santos Dutra

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-
Graduagdo em Clinica Médica (Hematologia), Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Clinica Médica (Hematologia).

Este estudo analisou o fendtipo de linfocitos e células dendriticas em pacientes com
mieloma multiplo submetidos a tratamento de manutencdo apés o TACH. A
populacdo em estudo apresentou uma diminuicdo da mediana dos valores de
linfocitos CD3*, CD3'CD4", da relagdo CD4'/CD8" e aumento de mondcitos em
comparagao a individuos sadios, independente do esquema terapéutico de
manutencdo (dexametasona com ou sem talidomida). Comparando com o grupo
pré-manutencdo foi demonstrado um aumento de mondcitos e da relacdo
CD4%/CD8". Estratificando por tipo de terapia de manutengdo, no subgrupo da
dexametasona (DEX) houve uma diminuicdo dos linfécitos CD3"CD4", da relagéo
CD4*/CD8", enquanto no subgrupo da talidomida e dexametasona (TAL-DEX) houve
diminui¢édo de células CD3" e CD19" em comparacgdo com individuos sadios. Nos
dois subgrupos foi observado aumento de mondcitos. Estes subgrupos foram
investigados antes e apds manutencdo de forma pareada sendo demonstrado
aumento da relagdo CD4"/CD8" no subgrupo DEX e aumento de mondcitos no TAL-
DEX. Na geragao de células dendriticas (DCs) in vitro a partir de mondcitos, o
rendimento das culturas obtidas foi semelhante entre o grupo de pacientes e o grupo
sadio, e também entre os subgrupos de tratamento. A Unica variavel que apresentou
correlagdo com a produgao de DCs foi o nUumero de mondcitos. A pesquisa das
moléculas coestimulatérias de superficie CD1-a, CD80, CD86 e HLA-DR nao
apresentou diferenga entre a populacao estudada, os subgrupos de manutencao e o
grupo sadio. Em sintese, portadores de MM que foram submetidos a manutencéo
com agentes imunomoduladores apdés o TACH apresentam alteragdes nas
subpopulagdes de linfocitos comuns ao periodo pds-transplante e células dendriticas
normais.

Palavras-chave: Mieloma Multiplo, Células Dendriticas, Linfocitos, mondcitos,
talidomida, Transplante autélogo de células tronco hematopoéticas

Rio de Janeiro
Mar¢o/2009
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ABSTRACT

PHENOTYPE ANALYSIS OF LYMPHOCYTES AND DENDRITIC CELLS OF
MULTIPLE MYELOMA PATIENTS IN MAINTEINANCE WITH THALIDOMIDE AND
DEXAMETHASONE AFTER AUTOLOGOUS TRANSPLANTATION

Roberto José Pessoa de Magalhaes Filho

Orientadores: Prof. Dr. Angelo Maiolino
Prof. Dr. Hélio dos Santos Dutra

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Poés-
Graduagdao em Clinica Médica (Hematologia), Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencgao do titulo de Mestre em Clinica Médica (Hematologia).

This study analyzed the phenotype of lymphocytes and dendritic cells (DC)
populations in multiple myeloma patients before and after mainteinance therapy
following autologous stem cell transplant. Patients had higher median counts of
monocytes, and reduced CD3", CD3"'CD4", CD4'/CD8" ratio of T lymphocytes
comparing with health controls. Stratifying by mainteinance regimen, patients
receiving dexamethasone (DEX) presented lower median values of the CD3"CD4"
cells and reduced CD4'/CD8" ratio and higher monocyte counts Thalidomide-
Dexamethasone (TAL-DEX) subgroup showed the same features as the DEX one
but in addition revealed lower median values of CD3" and CD19" lymphocyte
subsets. Comparing pre and post maintenance within the treatment subgroups,
patients in DEX had augmented CD4'/CD8" ratio and patients in TAL-DEX was
observed an elevated monocyte count. The generation of dendritic cells (DC) by
monocytes cultures had the same performance in all patients, treatment subgroups
and health controls. The only variable related to DC generation was the number of
monocytes. There were no differences in the coestimulatory molecules (CD1a, CD80,
CD86 and HLA-DR) between all patients, treatment subgroups and controls.
Transplanted multiple myeloma patients that received mainteinance therapy with
immunomodulatory agents had the expected changes in lymphocytes subsets in the
post-tranplant phase and normal dendritic cells generated in vitro.

Key-words: Multiple Myeloma, Dendritic cells, Lymphocytes, Monocytes,
Thalidomide, Autologous Stem cell Transplantation

Rio de Janeiro
Margo/2009
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1  INTRODUCAO

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia clonal de células plasmaticas da
medula O&ssea que caracteriza-se pela presenga de: anemia, lesdes liticas
disseminadas, hipercalcemia, insuficiéncia renal e falha na imunidade humoral
acarretando infecgdes de repeticdo.

Grandes avangos ocorreram no tratamento desta enfermidade nas ultimas
décadas.? Entre eles destacam-se o uso em primeira linha do transplante autologo
de células tronco hematopoéticas (TACH) combinado a quimioterapia convencional
(QC), corticoesterdides e talidomida.®> Através de uma estratégia de tratamento
sequencial foi possivel melhorar e prolongar a vida destes pacientes.*

Contudo, apesar do expressivo desenvolvimento terapéutico nesta area, a
falha no controle e a consequente progressao da doenga junto a presenca de
infecgdes, sdo os principais fatores relacionados a obitos por esta moléstia
hematoldgica na atualidade.?

Desta forma, sdo necessarias novas propostas terapéuticas assim como um
melhor entendimento do sistema imune de pacientes com mieloma.

Imunoterapia com células dendriticas conjugadas a antigenos tumorais ou
fusionadas a plasmocitos tem sido testadas em estudos fase 1,> © com objetivo de
controlar a doenga estimulando respostas efetoras de linfécitos do proprio paciente
contra o MM. As vacinagbes tiveram um aceitavel perfil de toxicidade, ficou
comprovada a capacidade de ativagao do sistema imune entretanto as respostas
clinicas a esta terapéutica foram pouco expressivas. Entre alguns dos fatores

especulados na falha de obtencao de resultados clinicos nestes estudos acredita-se



que: alteragdes quantitativas, imunofentotipicas e funcionais nas células dendriticas,
geradas in vitro possam estar envolvidas.” 8

O mesmo se aplica aos linfocitos T, B e NK que também sao influenciados
pela doenca e pelos tratamentos usados no combate ao MM.

Diversos estudos ja evidenciaram que o sistema imune passa por intensas
modificagdes apds o TACH. Como exemplo disso, durante o primeiro ano apos esse
procedimento é esperado: uma redugdo de células CD3*, CD4", da relagdo
CD4*/CD8*, CD19 * e aumento de linfécitos CD8".° Em contraste, granuldcitos,
monocitos e células NK em geral atingem valores normais rapidamente em cerca de
1més."

O uso da talidomida, no periodo de cem dias até aproximadamente 1 ano,
como manutengao apés o TACH, melhora as taxas de resposta (TR), sobrevida livre
de eventos (SLE) e sobrevida Global (SG)."" Todavia sua influéncia nas populacdes
de linfocitos, mondcitos e células dendriticas de portadores de mieloma submetidos
ao TACH, nao esta bem definida. Um estudo que investigou a expansao in vitro de
células dendriticas em portadores de mieloma transplantados, ndo encontrou
diferencas quantitativas e no fenétipo destas células quando comparado a individuos
sadios. Entretanto a mesma analise em um subgrupo que havia recebido talidomida
observou-se diminuicdo de moléculas coestimulatérias e MHC constituintes da
superficie de células dendriticas. '

Portanto, diante de uma escassez de informagdes sobre o sistema imune de
portadores de MM nestas circunstancias e a perspectiva de um projeto que testara a
aplicacdo de uma vacina para o controle desta doenga nos pacientes de nossa
instituicao, realizamos este estudo que investigou o fendtipo de linfécitos e células
dendriticas de uma populacdo de transplantados que receberam dois diferentes

regimes de manutencgao (dexametasona com ou sem a talidomida).



2 OBJETIVOS

21 Objetivo principal

Analisar o imunofendtipo de linfécitos e células dendriticas em pacientes
portadores de mieloma multiplo em tratamento de manutengédo (dexametasona com

ou sem talidomida) apés o TACH.

2.2 Objetivos Secundarios

1 Comparar as populagdes de mondcitos, linfécitos B, T e NK e células
dendriticas deste grupo de pacientes com individuos sadios.

2 Comparar as populagdes de mondcitos, linfocitos B, T e NK antes e apds o
tratamento de manutencao.

3 Comparar as populagdes de mondcitos, linfécitos B, T e NK e células
dendriticas entre os dois subgrupos de manutencgao e o grupo controle.

4 Comparar a expressdao dos marcadores de superficie das células
dendriticas entre o grupo que recebeu manutencéo e o grupo controle.

5 Comparar a expressdao dos marcadores de superficie das células

dendriticas, entre dois esquemas de manuteng¢ao e o grupo controle.



3 REVISAO DA LITERATURA

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia clonal de células plasmaticas da
medula 6ssea que corresponde a 1% de todos os tipos de cancer e a 10% das
neoplasias hematolégicas.’

A incidéncia do MM nos Estados Unidos € de 5.5 casos por 100.000
habitantes ao ano."

A doenga caracteriza-se pela presenga de: anemia, lesdes liticas
disseminadas, hipercalcemia, comprometimento renal e imunossupressao humoral e

celular, acarretando infeccdes de repeticao.

3.1 Evolugao do tratamento do mieloma multiplo

Em 1969 Alexanian e cols. descreveram o regime de quimioterapia oral
melfalano e prednisona (MP), sendo este o primeiro tratamento antineoplasico capaz
de modificar a histéria natural do MM."™ Apesar do avango obtido com este
protocolo, seus resultados foram modestos uma vez que a taxa de resposta
completa foi inferior a 5% e a SG foi de 3 anos.

Diante deste cenario Barlogie e cols. (1984), propuseram uma nova
associacdo de quimioterapicos para pacientes que apresentavam-se refratarios aos
agentes alquilantes. Este esquema constituido pela associagdo de Vincristina,
Doxorrubicina e Dexametasona (VAD) foi capaz de resgatar 14 entre 20 pacientes
com MM com doenca avangada.'

Com este resultado, diversas publicagcdes exploraram este protocolo em



pacientes recém diagnosticados sem tratamento prévio atingindo taxas de resposta
que variaram entre 50-84%."%"®

Seguindo as evidéncias dos estudos relatados Cavo e cols. (2002), testaram
a alternancia dos protocolos MP e VAD. Porém quando foram feitas analises
comparativas com o tratamento padrdo, MP, n3o houve diferenca na TR e SG."
Outros estudos similares, com variagées das drogas nos protocolos de quimioterapia
combinada, também foram publicados com resultados divergentes.?® Para tentar
responder a esta relevante questao, o grupo colaborativo Myeloma Trialists realizou
uma meta-andlise englobando 27 estudos randomizados com um total de 6.633
pacientes. Na conclusao deste estudo que comparou o VAD e similares versus MP,
foi demonstrada vantagem na TR no grupo da quimioterapia combinada (60% vs
53%) p=0.00001. Entretanto quando analisada SG nao houve diferenga entre os
grupos terapéuticos.?’

Ha duas décadas desenvolveu-se o tratamento de quimioterapia em altas
doses (QAD) com transplante autdlogo de células progenitoras hematopoéticas
(TACH).

Como marco inicial, as experiéncias de McElwain e Powles (1983), testando
o escalonamento do melfalano em portadores de MM refratario descortinaram um
novo campo que foi explorado por outros pesquisadores.?* 2

Barlogie e cols. (1986), posteriormente utilizando QAD e em seguida a
infusdo de medula 6ssea do préprio paciente, conseguiu reduzir a toxicidade
relacionada a este procedimento e tornar viavel a aplicacdo desta terapia em seres
humanos.?*

O mesmo autor seguindo os conceitos introduzidos por Freireich no

tratamento de hemopatias malignas e com o aprendizado adquirido no tratamento



das leucemias agudas popularizou o tratamento do mieloma multiplo em 3 fases:
inducdo; intensificacdo e manutencéo.®

A partir de dois estudos randomizados comparativos realizados pelo
intergrupo francés de mieloma (IFM-90) e pelo grupo inglés (MRC7) o transplante
atingiu resultados superiores a quimioterapia convencional (QC), deste modo, foi
incorporado na pratica médica como tratamento de primeira linha para pacientes
jovens®?®.  Ademais, outros estudos foram publicados posteriormente

27-30

confirmando o beneficio deste tratamento em contraste 2 estudos nao

demonstraram vantagem terapéutica para o TACH.??°

O impacto desta mudanga foi indicado pelo registro internacional de
transplante de medula 6ssea (IBMTR), que reportou o mieloma multiplo como a
doenca na qual foi realizado maior numero de transplantes na América do Norte, o
que superou os linfomas e as leucemias agudas no ano de 2005. 31

Contudo, apesar de o estudo IFM 90 ter alcangado significativa melhora
expressada por melhor TR, SLE e SG para os pacientes tratados com transplante, a
SLE em sete anos foi de apenas 16%, no braco do TMO.? Além do mais, quando
analisadas as curvas de sobrevida nao foi observado um platd, sendo a maioria dos
Obitos registrados por recidiva e doenga progressiva.

Estes dados sugeriam a urgente necessidade de desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas para melhorar os resultados do transplante.

3.2 Estratégias de controle do mieloma muiltiplo apés o transplante

O tratamento de manutencdo ou consolidacdo foi explorado por varios

pesquisadores com o objetivo de melhorar os resultados do transplante.



A abordagem classica inicial utilizada por varios grupos foi a manutengao
com interferon-alfa (IFN-a). Diversos estudos comparativos foram publicados alguns
com resultados favoraveis®? enquanto outros ndo demonstraram beneficio.® 3

Como exemplo desta controvérsia, Powles e cols. (1995) estudaram 85
pacientes com o objetivo de testar a superioridade do IFN-a contra um grupo
controle apds o transplante. O grupo de tratamento recebeu IFN-o (3 x 10° Ul trés
vezes por semana) até a recidiva ou progressdo. Apdés mediana de 52 meses, a
sobrevida livre de progressao (SLP) no grupo tratado com IFN-a foi de 46 meses,
contra 27 meses no grupo-controle (p = 0,0025). No entanto, a vantagem de
sobrevida desapareceu em uma andlise posterior, com seguimento mais longo.>* %

Posteriormente, foi publicada uma meta-analise avaliando 3948 pacientes de
um total de 30 ensaios clinicos randomizados que usaram IFN-a. no MM. Foi
encontrado um discreto beneficio na sobrevida global de 7 meses (p=0.01) no grupo
que recebeu manutenc¢do.’’ Em seguida esses, dados foram reforgados por uma
analise sistematica que demonstrou um aumento da mediana de sobrevida de 4
meses no grupo do IFN-o..*

Os glicocorticéides em altas doses sdo medicamentos efetivos no tratamento
do mieloma multiplo, podendo atingir 43% de TR quando utilizados em primeira linha
e 27% em pacientes refratarios.>® Além disso, ja foi descrito que a dexametasona é o
agente mais eficaz do protocolo VAD correspondendo por até 80% da resposta
obtida com essa combinac3o.*® Entretanto, quando aplicado como agente isolado no
tratamento de manutencao, apesar de aumentar a duracdo da resposta, seu efeito
na SG permanece controverso.*'

Em 1999, o grupo da Universidade de Arkansas comprovou a importancia da

talidomida como droga de resgate ap6s o transplante. Em uma populagdo de



pacientes portadores de mieloma com recidiva apds varias linhas de tratamento
incluindo o TACH, observou-se uma TR de 32%.*?

O ressurgimento da talidomida na pratica clinica e sua aplicagdo no
tratamento do MM foi uma das grandes inovagdes no campo da oncohematologia na
ultima década. Entre os fatores relacionados a incorporacdo da talidomida estao:
sua apresentacgao oral, e sua atividade sinérgica com outros farmacos sendo uma
boa droga para uso em associagao.

Seu papel no tratamento do MM ja foi consolidado em distintas situag¢des
clinicas, entre elas destacam-se: a associacdo com a dexametasona no preparo
para o TACH como tratamento de indugdo, a combinagao com o protocolo MP para
tratamentos de pacientes idosos e nao-candidatos ao TACH e no tratamento de
manutengdo apos o transplante.®

Recentemente, o estudo IFM 9902 comparou trés diferentes estratégias de
cuidados apds o TACH: grupo 1 - auséncia de manutengdo, grupo 2 - uso do
pamidronato e grupo 3 - uso do pamidronato associado a talidomida. A populagao
estudada foi composta por pacientes de baixo risco, o que na definicdo dos autores
compreendia aqueles que tinham até 1 fator de risco ao diagndstico (Beta-2
microglobulina (32-micro) > 3mg/l ou delegdo do cromossoma 13 (A13).

O grupo 3 quando comparado com os grupos 1 e 2 atingiu maior TR (67%
versus 55% ou 57%), e em 3 anos maior SLP (52% versus 36% ou 37%) e em 4
anos maior SG (87% versus 74% ou 77%)*. Outros 4 estudos também confirmam o
beneficio da talidomida apos o TACH (Tabela 1).'" 274344

Apos testes in vitro que confirmaram a atividade sinergistica da talidomida
combinada a dexametasona, varios grupos vém aplicando esta combinagdo em

diferentes etapas do tratamento do MM.



Tabela1 Resumo de estudos randomizados analisando a talidomida como tratamento de manutencao apés o TACH

Estudo N TACH dose tempo TR SLP SG
Total Therapy 2 % 668 duplo Até 400mg Inicio até a recaida 62% vs 43% 56"51 ?,2024% 65‘2 ?/20685%
IFM 99-02 ¢ 597 duplo 200mg 15meses O e vs 36% ou 37% 87% vs 4% ou T7%
Estudo da Tunisia®® 140 Udnico  100mg 6 meses 67%vs 51% 85";; ?,2027% 85‘;; ?/20685%
Estudo australiano "' 243 Gnico  200mg 12 meses 24% vs 15% 66"5; ?,r;o:o% 9102 ?,r;o:o%
Estudo Brasileiro 93  Gnico  200mg 12 meses - 42% vs 25% NS

N - numero de pacientes , TACH — transplante autélogo de células tronco hematopoéticas , dose - dose maxima de talidomida usada , TR- taxa de resposta , SLP- sobrevida livre de progressdo SG

— sobrevida global.

Adaptada de referéncia 74. Estao assinalados em negrito os resultados que atingiram significancia estatistica.
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Dimopoulos e cols. (2003), demonstraram que esta combinagao pode atingir
TR de 45% em pacientes refratarios, e que também 30% dos pacientes que néao
obtiveram resposta com a talidomida, quando usam as duas drogas respondem ao
tratamento.*®

O papel destas duas drogas combinadas na manuteng¢ao apds o TACH néo
esta estabelecido.

Em um estudo multicéntrico retrospectivo realizado com o objetivo de
analisar as praticas de transplante no MM em 9 instituicdes brasileiras, a talidomida
isoladamente ou em associacdo com dexametasona, foi o esquema mais utilizado
como terapia de manutencao ou resgate apos o transplante.*®

Atualmente o grupo brasileiro de mieloma terminou o recrutamento de
pacientes para um ensaio randomizado que compara talidomida e dexametasona
versus dexametasona como regime de manutengdo. Em uma analise preliminar o
grupo da TAL-DEX demonstrou superioridade na SLP.**

Outras alternativas tém sido estudadas em diversos centros com objetivo de
controlar a doenca apds o transplante. Entre elas destacam-se: a combinacdo de
novas drogas (bortezomibe e imunomoduladores analogos a talidomida) com
quimioterapia e o transplante alogéneico nao-mieloablativo.

A geragdo de vacinas com células dendriticas conjugadas a antigenos
tumorais com o objetivo de imunoterapia apés o TACH é uma nova abordagem que

esta em fase inicial de desenvolvimento.*’

3.3 Imunoterapia no tratamento das neoplasias

Desde a década de 50 surgiram as primeiras evidéncias de que o sistema
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imune atua no combate das neoplasias. O pesquisador, Burnett (1971), observou
que apo6s a tentativa de transplante de tumores no modelo murino, ocorria
repetidamente rejeigéo48. Esses achados sugeriram a participagcéo do sistema imune
no reconhecimento e destruicdo de tumores. Tais conceitos, mais tarde, ficaram
conhecidos como teoria da vigilancia imunoldgica.*®

Décadas apds, outros indicios como: a detecgao de infiltrados de linfécitos
em tumores sélidos*® e o conhecimento da existéncia de maior risco de cancer em
pacientes com imunodeficiéncias, deram suporte a esta hipdtese.*® >

Atualmente, o papel dos linfocitos (B, T, NK, NKT) como células efetoras
assim como os seus produtos os interferons (Tipo | e Tipo Il) e a perforina como
participantes nos mecanismos de vigilancia do sistema imune ja estdo mais
definidos®?

Um exemplo pratico de imunoterapia esta no sucesso alcancado com a
aplicagao do transplante alogénico no tratamento das neoplasias hematolégicas.53
Neste procedimento os linfécitos T tem um papel essencial na producao da resposta
imune necessaria para a eliminacdo de células tumorais e este fenbmeno é
conhecido como efeito do enxerto contra o tumor.>*

Kolb e cols. (1995), comprovaram o impacto deste efeito. Ao transferirem
linfécitos de um doador alogénico conseguiram curar pacientes em recaida de
leucémia mieldide cronica apds o transplante de medula 6ssea.®® No entanto, seria
desejavel alcangar uma maior eficiéncia desta terapia através da promogéao de uma
resposta imune especifica, sem os riscos da doenga enxerto contra hospedeiro.

O uso de células dendriticas para a apresentagao de antigenos especificos

das células tumorais, tem se revelado como o método mais adequado para a

inducdo de uma resposta imune especifica antitumoral. A transfusdo de células
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dendriticas autélogas, previamente tratadas com antigenos encontrados nas células
tumorais, promove uma resposta especifica dependente de linfécitos T. Estudos em
modelos animais revelaram a potencial eficacia deste tratamento.’®*® Esta
modalidade terapéutica ja foi aplicada em pacientes com melanoma®, linfoma®,

cancer de prostata®’, mieloma multiplo®? entre outros.

34 Imunoterapia e aplicagdo de vacinas no tratamento do mieloma

multiplo

O mieloma multiplo € uma neoplasia que reune condi¢cdes ideais para o
desenvolvimento da terapia por ativagao de células dendriticas. Isto ocorre, pois o
plasmdcito, a célula maligna, tem a capacidade de sintetizar, expressar em sua
superficie e posteriormente secretar anticorpos ou fragmentos destes em mais de
90% dos casos. Estes anticorpos constituem-se em antigenos ideais, pois s6 sao
secretados, exclusivamente, pelas células malignas.

Bergenbrant e cols. (1991), demonstraram a presenca de linfocitos B
secretores de imunoglobulinas anti-idiotipicas em pacientes com mieloma multiplo,
com especificidade para o produto secretado pelas células malignas.63 Também, ja
foram identificados linfécitos T com atividade anti-idiotipica, 0 mesmo ocorrendo com
células natural killer (NK).%* Ainda assim, a interacdo entre células tumorais, células
apresentadoras de antigenos e linfécitos é incapaz de gerar, in vivo, a resposta
imune necessaria para o controle da doenga apds a quimioterapia.

As primeiras tentativas de imunizagdo contra o mieloma conjugavam
idiotipos a um carreador imunogénico denominado KLH (Keyhole Limpet

Hemocyanine) e utilizavam o fator de crescimento de granuldcitos e macréfagos ou
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a interleucina-2 como adjuvantes para estimular o sistema imune.®® Entretanto, com
resultados pouco expressivos parecia que a manipulagao in vitro das células deveria
constituir uma etapa fundamental do processo.

Em estudo realizado na Universidade de Stanford, doze pacientes com
mieloma multiplo foram tratados com infusdes de células dendriticas, trés e seis
meses apds o transplante autélogo de medula 6ssea. A tolerancia as infusdes foi
muito boa.®® A resposta clinica foi boa no grupo de pacientes em que a ativagao
imune foi demonstrada, gerando a expectativa de que a imunoterapia faga parte dos
esquemas de tratamento do mieloma multiplo.

Posteriormente foram publicados, pelo menos, mais 8 estratégias de
vacinacao utilizando células dendriticas conjugadas a idiotipos tumorais no mieloma
multiplo. Estes estudos divergem em diversos aspectos como: carga tumoral no
momento da vacinacdo, quanto ao tratamento que foram expostos previamente
(TACH versus QC), na composi¢do das vacinas e no protocolo de aplicagao,
tornando dificil sua comparagao (tabela-2).°

Até o momento a maior parte dos estudos consegue comprovar in vitro
através da geragao de respostas de células T especificas para os idiotipos a agéo
da vacinacdo. Porém esse beneficio ndo se converteu em respostas clinicas
consistentes. Na tentativa de melhorar os resultados da vacinagdo no MM: a busca
por antigenos mais especificos e eficientes, a melhor definicdo do protocolo de
geracao de células dendriticas para confecgdo das vacinas e o aprimoramento dos
protocolos de vacinagdo sao etapas a serem investigadas referentes a este

tratamento.



Tabela2 Resumo dos estudos com vacinacgao idiotipica com células dendriticas em pacientes com mieloma multiplo

vacina Status da doencga Resposta imune * ** Efeito anti-tumoral Ref
DC-pulsadas com Id = Kih 1%remissao TACH %12 2/12 reducdo ptn M 30
DC-pulsadas com Id > Kih + GM-Csf  1° remiss&o TACH e 3/10 reducéo ptn M 96
DC-pulsadas com ID 1% remissdo TACH Presente nos respondedores 3/17 RC e 2/17 RP 94
a e n 4/5 ~
DC-pulsadas com ID 1°remissado TACH /5 1/5 reducéao ptn M 86
A 4/26 2/21 RC
DC-pulsadas com Id - Klh ou ID->KIh 1°remissao TACH nd 8/21 redugso ptn M 90
DC-pulsadas com Id - Klh MM-IgG g;g 1/6 redugao ptn M 92
nd 1/10 reducgao da infiltragao
DC-pulsadas com Id 2> |d+GM-Csf Doencga avangada 4/10 plasmocitaria na MO 89
DC-pulsadas com Id Doenca avancada nd 6/42 reducao ptn M 95
DC-pulsadas com Id -KLH Doenca avancada Resposta + Reducao ptn M 93
2/2
DC-pulsadas com Id -KLH +GM-Csf Doencga avangada /9 0/2 88

DC- células dendriticas; ID - Idiotipos , KLH- Keyhole Limpet Hemocyanin; GM-CSF - Fator de crescimento de granulécitos e macrofagos; RC- resposta

completa; ptn M - proteina monoclonal; MO- medula 6ssea.
* Proliferacao de linfécitos T idiotipo especifica ** Liberagao de citocinas de células T idiotipo especificas.Dados adaptados da ref:31.

142
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Também de forma relevante a atencao a populagao estudada constitui uma
etapa fundamental. Neste contexto existem questbes a serem melhor elucidadas
como: a selegcéo de pacientes elegiveis para a vacinagao e a definigdo do momento
adequado para a vacinacao, tendo em vista uma populagao que apresenta diferente
carga tumoral e tratada previamente com agentes modificadores do sistema imune.

Recentemente uma nova abordagem na geracao de vacinas antitumorais
com células dendriticas estdo em fase | e Il de investigacdo.®” Raje e cols. (2004),
desenvolveram um novo protocolo de vacinagao que explora a fusao de plasmacitos
com células dendriticas, formando hibridomas. Em uma analise preliminar, foi

demonstrada uma resposta imune autéloga contra o mieloma.®

3.5 Obtencao de células dendriticas para imunoterapia

O desenvolvimento de formas eficientes de obteng¢ao de células dendriticas
usando precursores hematopoéticos foi etapa fundamental para a viabilizacdo da
vacinagao com células dendriticas.

Inaba e cols. (1992), descobriram que com a adigédo de fator de colbnias de
macrofagos e granulécitos (GM-CSF) ao sangue de camundongos era possivel
gerar células dendriticas. Posteriormente desenvolveram o primeiro método de
obtencao de células dendriticas maduras usando medula 6ssea de camundongos.®®

Em seguida, foram feitos experimentos em humanos que encontraram
obstaculos na tentativa de geracéo de células dendriticas ao reproduzir o modelo de
cultura com GM-CSF isoladamente.

Primeiro Caux e cols. (1992) e apds Sienna e cols. (1995) conseguiram obter

células dendriticas de humanos usando culturas de células CD34" tratadas com GM-
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CSF e TNF-a. Como resultado destes experimentos encontraram dois diferentes
precursores de células dendriticas, um assemelhava-se a uma célula de Langerhans
com CD1a+ e CD14- enquanto o outro tinha caracteristicas de uma célula dendritica
intersticial CD1a” e CD14".%%7°

Porém um passo importante aconteceu quando, Salusto e Lanzavecchia,
(1994) introduziram um novo método que consistia em separar e cultivar células
CD14"* (mondcitos) com a adicdo de GM-CSF e IL-4.""

Este estudo serviu de base para outros que usando metodologia semelhante
adicionaram o TNF-a nos ultimos dias de cultura a fim de obter maturagéo terminal
das células dendriticas.

Com este protocolo foi possivel gerar células dendriticas em 6 dias com o
seguinte fenétipo: CD14™°%, CD83*, CD86", MHC-I.

Atualmente apds estas adaptagbes e com algumas variagdes, tornou-se o
método mais difundido para obtencéo de células dendriticas para imunoterapia.’?

Em uma analise de 10 estudos clinicos que aplicaram vacinagao com células
dendriticas, no total de 108 pacientes com melanoma, a utilizacdo de TNF-a. no
protocolo de maturagao foi a unica variavel correlacionada a uma resposta favoravel
ao tratamento p<0.001.”® Esses dados clinicos reforcam a impressdo de que o
estimulo de maturagdo de células dendriticas geradas in vitro tem impacto nos
resultados da imunoterapia.

Apesar da evolugdo dos protocolos de obtencdo de células dendriticas,
ainda nao esta definido qual o melhor estimulo para maturagao destas células e nem
até quanto esta célula deve ser estimulada para obter um fendtipo maduro. Existem
evidéncias de que a vacinagdo com células dendriticas imaturas pode gerar

tolerancia ao invés de estimular o sistema imune.”
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No Brasil, Neves e cols. (2005), da Universidade de Sao Paulo em preparo
para um protocolo de vacinagdo para pacientes com cancer renal metastatico,
utilizaram como método de geragdo de células dendriticas: cultura de células
mononucleares com GM-CSF e IL-4 por 5 dias e em seguida as mesmas citocinas
mais 0 TNF-a por 2 dias adicionais. O rendimento de células dendriticas através
deste protocolo de cultura foi adequado, pois quando comparado com um grupo

controle de pessoas sadias foi de 17.25% contra 18%."°

3.6 Alteragoes no sistema imune de pacientes com mieloma multiplo

Pacientes portadores de mieloma multiplo apresentam grave
comprometimento do sistema imune, sendo a principal alteragéo relacionada a esta
doenca, a falha da imunidade humoral.”

Raitakari (2003) em uma revisdo de estudos publicados sobre a funcéo e
distribuicao de linfécitos T em pacientes com MM, destacou que o numero de células
CD4" no sangue periférico esta diminuido e a relacdo CD4*/CD8" invertida.”” Em
contrapartida pesquisadores da Universidade de Salamanca ao analisar a medula
Ossea por citometria de fluxo de pacientes com gamopatias monoclonais, notaram
um aumento de infiltragdo por células T com fenétipo citotéxico / Th1.”

Outro fator a ser destacado é o emprego de diferentes agentes terapéuticos
(corticoesterodides, VAD, ciclofosfamida e TACH) que modificam o sistema imune e
acarretam um estado de imunodeficiéncia mais abrangente e duradouro.

Os corticoesterdides sdo drogas conhecidas por suas propriedades
antiinflamatdrias e imunossupressoras relacionadas com: a reducdo da expressao

de genes de diversas citocinas (IL-1, IL-6, TNFa, IL-10); a redugdo de mondcitos e



18

macrofagos e a diminuicdo da secregcado de citocinas pelos linfécitos T, inibindo a
proliferacdo destas células.”® O TACH é responsavel por profundas modificacdes no
sistema imune de pacientes com mieloma.

Como exemplo, disso, diversos trabalhos ja demonstraram que enquanto
granulécitos, mondcitos e plaquetas apresentam recuperagao quantitativa em cerca
de um més, a reconstituicdo imunolégica pode durar mais de 1 ano apds o TACH.?

Ademais, quando analisadas as populagbes de linfécitos do sangue, é

notavel um comportamento distinto quanto a recuperacao apds o transplante.
As células NK (CD3", CD16", CD56") sdo os linfécitos que se recuperam

prontamente no primeiro més, seguido dos linfocitos B (CD19") entre 6 até 12 meses
e linfécitos T (CD4*) de 1 até 5 anos.’

Varios pesquisadores, revendo este tema, apontam para alteragdes
importantes no repertério de células T manifestando-se principalmente com redugao
das contagens das células CD4", inversdo da relacdo CD4'/CD8" e aumento de
células CD8" no primeiro ano apds o TACH.® &

A recuperagao das células T ocorre através de uma via timica e outra
independente do timo. Aparentemente as células T CD8" necessitam menos do timo
e provem de expansbdes do sangue periférico e por esta razdo recuperam-se
rapidamente apds o TACH.%

Os linfécitos T podem ser estudados através de isoformas do CD45
(CD45RA e CD45RO0). As células T CD45R0O" em geral respondem a antigenos e
sao conhecidas como células de memodria enquanto as CD45RA sao denominadas
células naive.’

Apos trés meses do transplante, os linfocitos CD45RA estdo muito

diminuidos no sangue e retornam ao normal somente com o decorrer de 1 ano.
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Porém, quando analisadas separadamente em subpopulacdes, as CD4"CD45RA"
tém um padrao de recuperacdo que dura cerca de 2 anos e ao contrario as células
CD8'45RA" reestabelecem-se no primeiro més.®'

Diferente dos corticoesteréides e TACH existem evidéncias de que a
talidomida exerce uma atividade estimulatéria do sistema imune®.

A talidomida e seus analogos sao drogas que atuam por meio de diversos
mecanismos de agao no mieloma multiplo e tém como alvo as interagdes entre os
plasmaécitos e as células do estroma da medula dssea.

Entre eles destacam-se: agao anti-angiogénica; imunomoduladora; reduzem
a producao de TNF-a e modificam as moléculas de adesdao no microambiente
medular.

As evidéncias de atividade no sistema imune acumulam-se em diferentes
publicacdes, das quais: estimulo na ativacdo e expansdo de células T CD8";®
aumento da producdo de IL-2 por células mononucleares;®* indugéo de producéo de
citocinas através do linfocito T helper tipo-2;%° aumento da atividade NK in vitro®® e
por fim, estimulo de mecanismos efetores celulares e humorais em camundongos.®”
88

O pesquisador Schutt e cols. (2006) ao estudar subpopulagdes de linfocitos
do sangue de pacientes com MM comparou as alteragdbes encontradas em
diferentes subgrupos de tratamento.®

Foram formados os seguintes grupos: | — QC, Il - QC e Talidomida, Il —
QAD, IV - ndo tratados e V - grupo controle.

Quando comparados pacientes com MM n&o tratados e o grupo controle foi
demonstrada diminuicdo significativa da mediana dos linfécitos CD197,

CD4*/CD45R0, NK, CD3*/HLA-DR" neste grupo entretanto ndo houve diferenca nas
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células T, granuldcitos e mondcitos.

Ao comparar as células do sistema imune entre os que receberam QC e o
grupo nao tratado, identificou: diminuicdo dos valores de CD4"; CD4'/CD45RO’;

CD4*/CD45R0O"; CD19"; aumento CD3*/HLA-DR e mondcitos e ndo houve diferenca
nas células CD8", NK e granuldcitos.

Ao aplicar o mesmo modelo entre o grupo que recebeu QAD e o controle e o
ndo tratado, notou diferenca de 2 anos na recuperacdo das células CD4'/45R0O
enquanto as células CD4'/45RO" tiveram padréo de regeneracdo semelhante. Apos
o TACH as células CD8", CD3*/HLA-DR e mondcitos atingiram valores normais apos
2 meses, as NK apos 3 meses e as células B entre 6 meses e 1 ano.

E sucessivamente, comparou os grupos com e sem talidomida adicionada a
QC, na tentativa de identificar possiveis diferengas nas células constituintes do
sistema imune. N&o encontrou diferenca nas células pesquisadas (CD4",
CD4%/45R0O*, CD4'/45R0O", CD19", NK e granuldcitos) o Unico parametro que
apresentou diferenga foi um aumento do numero de mondcitos no grupo da

talidomida.™

3.7 Células dendriticas de pacientes com MM submetidos a tratamento

Devido ao potencial de aplicacdo de células dendriticas em imunoterapia
para controle do MM, diversos trabalhos procuraram analisar o numero, o fenétipo e
a funcionalidade das células dendriticas obtidas in vitro através de células
mononucleares do sangue desses pacientes.

Alguns estudos demonstram que pacientes com MM tém numero reduzido

de células dendriticas quando comparados com individuos normais, enquanto outros
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nao mostram essas diferencas. Da mesma forma, resultados divergentes sao
encontrados com relacdo a expressao dos marcadores de maturagao de células
dendriticas e a capacidade de estimulagdo de linfocitos alogénicos quando os
mesmos grupos sdo comparados.?® %

Entre os fatores apontados pelos grupos que tiveram resultados negativos
em pacientes com MM, esta a interferéncia no processo de geragédo dessas células
por citocinas (IL-6, IL-10, TGF-B e VEGF) secretadas pela célula tumoral.” '

Em um estudo testando in vitro a adicdo de dexametasona na cultura de
mondcitos com GM-CSF + IL-4, foram obtidas células dendriticas imaturas com
baixa expressdo de CD1a, CD40*, CD86" e alta expressdo de CD14". E ndo
obstante, quando adicionado TNF-a ao sistema, a maturagao terminal ndo ocorreu,
sendo comprovado pela persisténcia de baixa modulacdo das moléculas
coestimulatérias CD83" e CD86". %2

Em outro que testou o efeito da talidomida in vitro, ficou estabelecido que a
adicao desta droga em um meio de cultura de monécitos com GM-CSF e IL-4, nédo
inibe a diferenciacdo destas em células dendriticas. E ademais, a talidomida foi
capaz de modular a capacidade aloestimulatéria com aumento da secrecédo de IL-
12p70 e aumento da resposta de linfocitos TH1 de maneira dose dependente.®

Recentemente, foram publicados resultados de um estudo conduzido na
Dinamarca que arrolou 19 pacientes com MM no diagndstico e 8 pacientes apos o
TACH.”"

O objetivo do estudo foi analisar os seguintes parametros das células
dendriticas: numero, marcadores de superficie e capacidade de estimulacdo de
linfécitos T sendo que, as células dendriticas foram extraidas diretamente do sangue

por um método de purificacdo, ndo sendo expostas a citocinas.
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O estudo demonstrou redugcdo do numero de células dendriticas e dos
marcadores de maturagdo assim como, uma baixa estimulacdo linfocitaria e de
producao de citocinas (Interferon-gama) nos pacientes com MM quando comparados
com individuos normais.

Quando pesquisadas as diferencas entre os pacientes com MM no
diagndstico e apés o TACH, ambos tiveram um numero reduzido de células
dendriticas embora, as células do grupo do transplante tenham apresentado maior
expressao de HLA-DR e moléculas HLA de classe |.

Nas conclusdes finais os autores sugerem que a vacinagao deve ser
realizada no periodo de manutengdo apos o transplante®'.

Schutt e cols. (2005) estudaram em 25 pacientes com MM submetidos a
tratamento com Qc, TACH e talidomida a expansao de células dendriticas in vitro.
Utilizando um protocolo de obtengédo com GM — CSF e IL-4 por 7 dias seguidos por
TNF-a, IL-1beta, GM — CSF e IL-4 por mais 7 dias para maturacdo terminal,
obtiveram um rendimento de células dendriticas satisfatério (92%) com fendtipo
tipico. Entretanto quando foram analisadas as células geradas em cultura de
pacientes haviam recebido talidomida, observou-se significativa redugdo na
expressao de HLA-DR, CD40, CD83 e CD1a." Como conclusdes deste trabalho o

uso da talidomida foi associado a geragao de células dendriticas imaturas.



4 PACIENTES E METODOS

Entre margco de 2006 a novembro de 2008 apds aprovagao pelo comité de
ética institucional da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) foi iniciado este
estudo em colaboracédo entre o Instituto de Ciéncias Biomédicas e o Servigo de
Hematologia/Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF).

O HUCFF é um hospital publico federal de ensino, terciario, que possui,
desde 1994, um programa de transplante de medula dssea vinculado ao Servigo de
Hematologia e um laboratério com ampla capacidade instalada para pratica de
investigacao laboratorial e assisténcia ao transplante, vinculado ao Departamento de

Histologia e Embriologia.

4.1 Desenho do estudo definigao de casos e controles

41.1 Populacdo do Estudo

Este estudo experimental arrolou pacientes de uma coorte prospectiva de
portadores de mieloma multiplo que participava, de um ensaio clinico, que testou
duas diferentes estratégias de manutencao apés o TACH.

Foram incluidos neste estudo, 19 pacientes com mieloma multiplo e 14

individuos sadios como grupo controle (GC). Figura 1 fluxograma
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Arrolados :78 pacientes

|

Receberam inducéo:
46 pacientes

l

Concluiram TACH :
28 pacientes

l

Baixo Risco:
23 pacientes
®
Grupo DEX: Grupo TAL-DEX:
10 pacientes 9 pacientes

Figura1 Fluxograma dos pacientes e fases de tratamento do ensaio clinico. Apés o Transplante
autodlogo de progenitores hematopoéticos os pacientes foram randomizados para o tratamento de
manutengdo. Neste momento foram incluidos no estudo experimental para avaliagdo imunofenotipica
de subpopulagdes de linfocitos e de células dendriticas DEX-Dexametasona; TAL-DEX-Talidomida e

Dexametasona; ®-Randomizacao

4.1.2 Critérios de inclusdo e exclusio

Os critérios de inclusdo para pacientes foram: ter o diagndstico de mieloma

multiplo sintomatico; estar incluso no ensaio clinico no grupo de baixo risco; ter
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recebido o tratamento previsto para o grupo de baixo risco; ter recebido manutencao
com dexametasona ou talidomida e dexametasona sem violagbes e por tempo
continuo de ao menos 2 meses e ter recebido a dexametasona 3 semanas antes da
coleta de sangue para as analises.

Foram definidos como critérios de exclusao: Ter recebido o tratamento para
o0 grupo de alto risco; Ter performance status baixo (PS); ter perspectiva de
sobrevida inferior a 3 meses julgada pelo investigador; ter infeccdo grave no
momento da coleta de amostras sanguineas e ter descontinuado ou modificado o
regime de medicamentos previstos na manutengéo.

Foi definido como grupo controle um conjunto de individuos sadios,
doadores voluntarios de sangue cadastrados no banco de sangue da UFRJ. Os
critérios adotados para inclusdo foram os mesmos que os usados de rotina na

selecao de doadores de sangue.

4.2 Estudo Clinico

Entre setembro de 2004 e outubro de 2008 apds aprovagao pelo comité de
ética institucional da UFRJ desenvolveu-se um estudo randomizado e multicéntrico
para pacientes portadores de mieloma multiplo no servigo de Hematologia do
Hospital Clementino Fraga Filho. Este estudo teve um recrutamento total de 78
pacientes no Rio de Janeiro.

O estudo tinha como objetivo: validar estratégias terapéuticas distintas em
intensidade de acordo com o risco dos pacientes. Foram estratificados dois grupos
de risco de acordo com a presenga dos marcadores progndsticos: 32-micro (com

ponto de corte em 2,5 mg/dl) e A13 pela técnica de hibridizagao in situ (Fluorescent
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In Situ Hibridization, FISH).

O grupo de alto risco consistia na presenca simultanea dos dois fatores
enquanto o de baixo risco na presenca isolada de um destes ou auséncia de ambos.

A programacao terapéutica do estudo foi comum a todos os pacientes e
compreendia: tratamento de indugdo com o protocolo VAD ambulatorial (vincristina
0,4mg D1-D4, adriamicina 9 mg/m? D1-D4 e dexametasona 40 mg D1-D4 a cada 21
dias, total de 3 ciclos, seguido de mobilizagdo de progenitores hematopoéticos com
ciclofosfamida 4 g/m? associado a G-csf 10mcg/kg/dia e realizagdo de transplante
autélogo de progenitores hematopoéticos (TACH) usando como regime de
condicionamento o protocolo melfalano na dose de 200mg/m?2.

No grupo de baixo risco apés cem dias do TACH foi realizada randomizagao
para dois regimes de manutengao distintos: dexametasona (DEX) 40mg por 4 dias
mensal ou talidomida (TAL-DEX) 200mg/dia em combinagdo com a dexametasona

40 mg por 4 dias consecutivos ao més, ambos os esquemas com duragéo de 1 ano.

4.3 Coleta de dados clinicos e defini¢coes utilizadas no estudo

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos através de banco de dados
organizado prospectivamente pelo proprio investigador na divisdo ambulatorial da
unidade de transplante de medula 6ssea do HUCFF.

Avaliagao laboratorial de rotina dos pacientes no diagnostico foi feita com os
exames: hemograma completo; bioquimica (glicose, uréia, creatinina, acido urico,
calcio, albumina, 32-micro); Proteina M (eletroforese de proteinas no soro e na
urina, imunofixagdo de proteinas no soro e urina), avaliagdo do aspirado de medula

0ssea, estudo molecular da medula 6ssea, para A13, por FISH e rotina radiolégica
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do esqueleto completo.

Para definicdo de mieloma multiplo sintomatico foram seguidos os
critérios do, International Myeloma Working Group,*® que consiste na
presenca dos trés achados em conjunto: I - Infiltragdo com mais de 10%
de plasmaécitos na medula dssea, Il - Presenca de componente M no
soro ou na urina e lll - evidéncias de doenca sintomatica.

Neste consenso foi estabelecido, como doenga sintomatica, todo
acometimento de 6rgados pelo MM que acarreta: hipercalcemia com
calcio maior ou igual a 11,5 mg/dl; insuficiéncia renal com creatinina
maior que 1,73 mg/dl (mmol/l), anemia com hemoglobina menor que
10g/dl e dano 6sseo com lesdes liticas, osteopenia difusa ou fraturas
patoldgicas.

Para avaliagdo do prognéstico foram usados: o estagio Durie-Salmon ,*
0 1SS,* e o elaborado pelo grupo francés (Anexo I1). ¥’

Para avaliagcdo da resposta foram utilizados os critérios do Registro

® modificado com a

Internacional de Transplante de Medula Ossea,’
inclusédo da categoria Resposta parcial muito boa, de acordo com as
modificagdes do “International Uniform Response Criteria for Multiple

» % e em revisdes recentes sobre o tema'® (Anexo Il). O

Myeloma
componente M no diagndstico serviu como padrao para comparagao

com o apresentado pelos pacientes apds o TACH e apds a manutencao.

Quanto aos grupos de pacientes analisados no estudo definiu-se como

grupo Pré-M todos os pacientes submetidos ao TACH que ja estavam randomizados

para determinado tratamento, em um momento antes de iniciar a manutencao e

grupo Pés-M, aos pacientes que estavam apds manutencéo.
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Foi definido tempo de manutencéo (TM) o intervalo de tempo entre o inicio
deste tratamento e 0 momento em que o paciente teve amostra de sangue colhida.
De acordo com os critérios de inclusao este tempo tinha que ter duragédo minima de
2 meses de manutencao. Esta definicido foi fundamentada no fato de que este é o
tempo minimo necessario para observacdo de resposta terapéutica com a
talidomida®.

Com relagao a infusdo da medula éssea (DO) ficou estabelecido como tempo
pré-manutencdo como o tempo entre o DO até o momento em que o paciente colheu
amostra de sangue e iniciou a manutengao e tempo pds-manutengdo como o tempo
entre o DO até o momento que foram colhidas amostras de sangue dos pacientes
que estavam em manutencao.

Para correlacionar os parametros de rendimento das células dendriticas
foram criadas variaveis de interesse clinico.

Para avaliagao do status da doenca ap6s o tratamento: denominou-se Grupo
RC1 ao conjunto de pacientes que tiveram Resposta completa (RC) e Resposta
parcial muito boa (RPMB) e Grupo RP1 ao conjunto de pacientes que tiveram
resposta parcial (RP), resposta minima (RMIN) e Doenga estavel (DE).

Para tempo de manutengao foram constituidos 2 grupos: foi dado o nome de
Grupo TM1 ao conjunto de pacientes com tempo de manutengédo menor ou igual a 4
meses e Grupo TM2 aos que tiveram tempo de manutencdo maior que 4 meses.

Para investigar a 32-micro, os pacientes foram divididos nos grupos, B1,
para aqueles que tinham R2-micro menor ou igual a 3,5 mg/dl e, B2, para os que

tinham 32-micro maior que 3,5 mg/dI.



29

4.4 Aspectos Eticos da Pesquisa

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUCFF.
Esclarecimentos sobre o estudo e posterior obtencdo de assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foram realizados no primeiro momento da
identificacdo do paciente elegivel para o grupo de pacientes em manutengao e para

o grupo de individuos sadios. O TCLE encontra-se no Anexo |.

4.5 Coleta de amostras e processamento da analise laboratorial

Todas as amostras de sangue de pacientes foram obtidas através de pungao
venosa periférica no Servigo de Hematologia e logo em seguida apds curto periodo
de permanéncia em seringa plastica com o anticoagulante liquemine (10u/ml), foram
transportadas para o laboratério para processamento. O quantitativo de sangue foi

de 20ml no grupo Pré-M e 40ml no grupo P6s-M e GC.

451 Imunofenotipagem de linfocitos

A analise de linfécitos foi feita no grupo Pré-M, no grupo Pés-M e no GC.

Utilizou-se 4 ml de sangue para realizagdo do hemograma completo e
imunofenotipagem dos linfécitos. O volume restante do hemograma completo foi
diluido (4 partes) com hidroxi etil amido a 6% em soro fisioldgico (1 parte) — Plasmin
(HalexIstar). Apos 15-30 min de repouso a temperatura ambiente o volume de
plasma enriquecido com leucécitos foi obtido para imunomarcagao dos linfécitos.

Os leucdcitos foram lavados duas vezes por centrifugagdo a 1200 rpm, a

temperatura ambiente, em solugdo salina tamponada com fosfato (Phosphate
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Buffered Saline — PBS) contendo 0,1% de azida sddica. Os leucdcitos foram
ressuspendidos com solugdo salina tamponada (BSS- Buffered Saline Solution)
contendo 0,1% de azida sddica e 0,1% de albumina bovina.

Cada tubo contendo 50 ul da suspensdo celular em BSS, foi incubado em
banho de gelo por 10 minutos com 10 ul de soro de camundongo (diluido 1/5), para
bloqueio de sitios de ligacado inespecificos ou receptores da regiao de fixagdo de
complemento das imunoglobulinas.

Para imunomarcagao dos linfocitos utilizamos as seguintes combinagdes de
anticorpos: CD45, CD3, CD16, CD56, CD3/CD4/CD8, CD3/CD19/CD45, Mouse
IgG1, Mouse IgG2a. Os marcadores, fluorocromos, isotipos, clones e fornecedores

estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 Painel de anticorpos fluorescentes usado para marcacao de linfocitos e

monocitos
Tubo Anticorpo- Isotipo Clone Fabricante
Fluorocromo
1 CD45-FITC IgG1 2D1 B-D
2 CD3/19/45 lgG1/IgG1/IgG1  SK7/SJ25C1/SD1 B-D
FITC/PE/PerCP
3 CD3-FITC IgG2a HIT3a B-D PharMingen
CD16 - PE IgG1 3G8 B-D PharMingen
CD56 - Cy 1gG1 B159 B-D PharMingen
4 CD4/CD8/CD3 IgG1/1gG1/1gG1 SK3/SK1/SK7 B-D
FITC/PE/PerCP
5 Mouse IgG1 - PE 1gG1 X40 B-D

6 Mouse IgG 2a FITC IgG2a X39 B-D
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Os anticorpos monoclonais previamente titulados foram adicionados a
suspensao celular. Apés 30 minutos de incubagdo em banho de gelo, foram
adicionados 500 ul de solugdo litica (Becton e Dickinson-BD). Os tubos foram
mantidos por 6 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 1200 rpm por 5
min. O pellet foi lavado uma vez com PBS 0,1% de azida sédica (2 mL). Apos
centrifugacdo a 1200 rpm por 5 min o pellet foi ressuspendido com solugdo de
paraformaldeido 1% para fixacdo. Os tubos foram mantidos a 4°C até aquisigdo no
citbmetro de fluxo (FacsCalibur- BD).

A aquisigao e analise foi feita pelo programa BD CellQuest Pro versao 6.0.
Os valores percentuais foram transformados em valores absolutos conforme o

leucograma de cada amostra.

452 Obtencdo de células dendriticas através de cultura de mondcitos com

citocinas

Foram estabelecidas culturas de mondcitos para obtencdao de células
dendriticas nos grupos Pés-M (n=17) e GC (n=12). Para esta etapa foram utilizados
35 mL de sangue.

As células mononucleares foram isoladas por gradiente de densidade
utilizando-se Ficoll Hypaque (Pharmacia). Apds a separagao, aproximadamente 5-7
x10° células mononucleares foram transferidas para placas de Petri de 35 mm
(Corning Co.) e mantidas por 2 horas a 37°C. Os mondcitos, as células aderentes &
placa, foram mantidos em cultura com citocinas enquanto os linfécitos, as células
nao-aderentes, foram separados e criopreservados para posterior utilizagdo no teste

de proliferacao linfocitaria.
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Para obtencao de células dendriticas, as células aderentes foram cultivadas
em meio RPMI 1640 e suplementadas com: 10% de soro fetal bovino (Cultilab®),
penicilina 100 U/mL, streptomicina 100 ug/mL e glutamina (Molaridade). Em seguida
foram adicionados ao meio: GM-CSF (R&D) 50ng/ml e IL-4 50ng/ml (R&D) por 5 dias
para diferenciacdo de monaocitos em células dendriticas. Para maturagao terminal foi
acrescentado TNF-a 50 ng/ml (R&D) e repetida a dose de GM-CSF 50ng/ml (R&D®)
e IL-4 50ng/ml por mais 2 dias.

Para analise do rendimento das células dendriticas ao término da cultura
foram utilizados os parametros: numero de células obtidas ao término da cultura /
volume de sangue utilizado para separagao dos leucécitos mononucleares € numero
de mondcitos obtidos para iniciar a separacdo das células mononucleares/ numero

de células dendriticas obtidas ao término da cultura.

4.5.3 Avaliacio do fenétipo de células dendriticas

Ao término da cultura (7 dias) 1-2x10° células foram separadas para o
protocolo de imunofenotipagem, conforme protocolo descrito previamente para
linfécitos (item: 4.5.1). Foram utilizados os marcadores: HLA-DR, CD45, CD1a,
CD14, CD80, CD86, Mouse IgG2a, Mouse IgG1 (Tabela 4). Os resultados foram
obtidos em percentagens de células positivas e mediana de intensidade de
fluorescéncia (MFI) para cada marcador. Os resultados de MFI foram convertidos
para indice de Fluorescéncia (IF) pela razdo entre MF| do marcador e MFI do isotipo

controle.
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Tabelad4 Painel de anticorpos fluorescentes usados para marcagao de células

dendriticas

Tubo Anticorpo-Fluorocromo Isotipo Clone Fabricante
1 HLA-DR-FITC IgG2a  L243(G46-6) B-D- Pharmingen
2 CD45-FITC IgG1 2D1 B-D
3 CD1a-PE lgG1 HI-149 Caltag
4 CD14-FITC lgG2a TUK4 Caltag
5 CD80-FITC IgG1 MEM-233 Caltag
6 CD86- FITC IgG1 BU6G3 Caltag
7 Mouse IgG 2a FITC IgG2a X39 B-D
8 MouselgG1 -FITC lgG1 X40 B-D
9 Mouse 1gG1-PE 1gG1 X40 B-D

454 Avaliacido funcional das células dendriticas

Foi realizada avaliagcao funcional das células dendriticas através da indugao
de resposta proliferativa de linfécitos. O ensaio de proliferagdo celular utilizado foi o
teste de incorporacao da timidina tritiada -[3H] radioativa.

As células dendriticas derivadas da cultura de mondcitos foram distribuidas
num volume de 100 ul/pogo em placas de 96 pogos e irradiadas (3000CGy) no
servico de Medicina Nuclear do HUCFF. O co-cultivo com linfécitos, nas proporcoes
DC:L: 1:10, 1:20, 1:100, foi mantido por 5 dias. Nas ultimas 18 horas foi adicionado
0,5 uCi de timidina tritiada (Sigma)/pogo. As células foram transferidas para papel de
fibra de vidro e estes para frascos contendo liquido de cintilagdo. A leitura foi feita
em cintilador (Beckman). A radioatividade incorporada pelas células foi medida em
CPM (contagem por minuto) e os resultados foram expressos pelo indice de

proliferagéo (IP).
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Para calculo do IP foi aplicada a férmula:

IP=CPMdasDC+L/CPMdosL(s.e.)

DC= células dendriticas
L= linfocitos
s.e.= sem estimulo

455 Obtencio de linfocitos alogénicos e autélogos

Os linfécitos alogénicos foram obtidos de concentrado de leucdcitos do
sangue de dois doadores sadios (Buffy-coat de bolsas de sangue) do Servigo de
Hemoterapia - HUCFF. Inicialmente o buffy-coat foi diluido em solugdo salina
tamponada na proporgao de 1:1 (volume final de 40 mL). Apds centrifugacéo a 1000
rom por 20 min. a temperatura ambiente, foi descartado o volume sobrenadante
correspondente a 25 mL. Este procedimento foi realizado duas vezes para exclusao
de plaquetas. A fracdo de leucdcitos pobre em plaquetas foi ressuspendida para 40
mL com solugdo salina tamponada e adicionada sobre 10 mL de Ficoll para
obtencdo das células mononucleares. Apos lavagem para exclusdao do Ficoll, a
suspensao foi transferida para uma coluna de 1a de nylon preparada para adesao de
monocitos e granulocitos remanescentes da separagao no Ficoll. Apés adesao por
45 min. os linfocitos foram eluidos com meio de cultura e lavados duas vezes com
meio de cultura contendo 10% de soro fetal. A taxa de linfocitos CD3" nesta
suspensao foi maior que 85%. Estes linfocitos foram criopreservados e

descongelados no momento de preparagao da co-cultura com células dendriticas.
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4.6 Analise estatistica

As variaveis continuas foram expressas em mediana com limites minimo e
maximo e as variaveis categoricas foram expressas em frequéncia utilizando
percentagem. Para comparagdo entre as medianas foi aplicado o teste Mann-
Whitney. Para as variaveis relacionadas ao rendimento de células dendriticas e as
variaveis de interesse clinico continuas foi utilizado o coeficiente de correlagdo de
Spearman (r) e analise de regresséo linear (continuas e categorizada).

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Para
os calculos estatisticos foram usados os programas GraphPrism 4 e SPSS 11.0 (for

Windows, SPSS Inc. Chicago, USA).



5 RESULTADOS

51 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes no estudo

Foram incluidos 19 portadores de mieloma multiplo de uma coorte inicial de
78 pacientes.

A mediana de idade dos pacientes foi de 58 anos e variou de 29 a 64 anos,
com predominio de pacientes do sexo masculino (68%) e de brancos ou
miscigenados (79%), conforme mostra a Tabela 5.

O tipo de mieloma mais comum foi o IgG em 57%, seguido do mieloma IgA
27% e cadeias leves em 16% dos pacientes.

A mediana dos parédmetros laboratoriais avaliados ao diagnostico da doencga
foram: hemoglobina de 9 g/dl (8 a 14,7 g/dl); calcio sérico de 10 mg/dl (6,4 a 14,1
mg/dl); creatinina de 1mg/dl (0,7 a 7,5 mg/dl) e percentual de infiltracdo de
plasmdcitos na medula éssea de 20% (4 a 100%).

De acordo com o sistema de estadiamento Durie-Salmon: 47% dos
pacientes se enquadraram no estagio |l e 53% no estagio Ill. No ISS: 37% estavam
em estagio |; 47% em estagio Il e 16% em estagio .

Ao aplicar o indice progndstico francés apenas 1 paciente desta amostra foi
classificado como alto risco. Os demais pacientes foram classificados como de baixo
risco e tiveram a seguinte distribuicdo dos fatores progndsticos: 32-micro menor que
2,5 e auséncia de A13 em 42%, [32-micro menor que 2,5 e presenca de A13 em 16%

e R2-micro acima de 2,5 e auséncia de A13 em 37%.
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Tabela 5 Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de mieloma multiplo

estudados

Caracteristicas Freﬂij{elgcia
Idade, mediana em anos, (min - max) 58 (29 — 64)
Sexo, n

Masculino:Feminino 13:6
Etnia, n (%)

Brancos e miscigenados 15 (79)

Negros 4 (21)
Tipo MM, n (%)

IgG 11 (57)

IgA 5(27)

Cadeia leve 3 (16)
Estadiamento Salmon-Durie*, n (%)

Il 9 (47)

0 10 (53)
ISS, n (%)

I 7 (37)

I 9 (47)

1l 3 (16)
Hemoglobina (g/dl), mediana (min - max) 9(5,8-1%5)
Calcio (mg/dl), mediana (min - max) 10 (6,4 - 14)
Creatinina (mg/dl), mediana (min - max) 1(0,7-7,5)

Infiltracdo da medula 6ssea por plasmocitos (%), mediana (min - max) 20 (4 - 100)

Albumina (g/dl), mediana (min - max) 4 (2,5-4,8)
R2-micro (mg/dl), mediana (min - max) 2(1,4-17,3)
A13 (FISH), n (%) 4 (21%)

*nenhum paciente apresentou estagio I; n: nimero; min: minimo; max: maximo; ISS:International
Score system; MM: mieloma multiplo; 32-micro: R2-microglobulina; A13: Delegdo cromossoma 13;
FISH: Fluorescent in Situ Hibridization
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Outros marcadores prognosticos estudados foram: albumina (mediana de 4
g/dl e variagao de 2,5 a 4,8 g/dl); 32-micro (mediana de 2 mg/dl e variagéo de 1,4 a

17,3 mg/dl) e a pesquisa da A13, que foi positiva em 21% dos pacientes estudados.

5.2 Grupos de tratamento

Partindo de uma amostra de 19 pacientes, somente 17 concluiram as etapas
previstas do tratamento e consequentemente, tiveram seus dados analisados. O
motivo da exclusdo de um dos pacientes foi a retirada do consentimento, nao
recebendo manutengdo (Brago DEX da randomizagdo) e o outro por apresentar
precocemente progressao da doenga, sepse grave e obito (Brago TAL-DEX).

Sendo assim, a populacdo estudada foi constituida por 17 pacientes, dos
quais 9 receberam DEX e 8 TAL-DEX. A comparagdo destes dois grupos esta
exposta na Tabela 6.

A avaliagdo pré-manutencgao foi feita com um numero inferior de pacientes
(n=13), devido a decisdo do comité de investigadores desta pesquisa ter incluido
esta analise posteriormente ao inicio do estudo.

O tempo pré-manutencgéo global teve uma duragdo mediana de 129 dias e
variou de 90 a 272 dias. Nos dois subgrupos de manutengdo o tempo mediano foi
semelhante.

O TM, expresso em tempo mediano, foi de 137 dias, variou de 58 a 623 dias
sendo mais longo no subgrupo que recebeu TAL-DEX (184 versus 137 dias).

O tempo pos-manutencéao, teve mediana de 312 dias e variou de 201 a 754
dias. No grupo DEX, este tempo foi de 265 dias e variou de 201 a 514 dias e no

grupo TAL-DEX, 330 dias e variou de 210 a 714 dias.



Tabela 6 Status de doenca e caracteristicas da terapia de manutengao de acordo com o grupo de manutencgao

Manutencao Talidomida + Dexametasona Dexametasona
N=17 N=8 N=9

Status da doencga Pré-Manutengéao, n (%)

RC + RPMB 7 (41) 3 (38) 4 (44)

RP + RMIN 9 (53) 5 (62) 4 (44)

DE 1 (6) - 1(12)
Status da doenca Pds-Manutengao

RC + RPMB 13 (76) 7 (87) 6 (67)

RP + RMIN 4 (24) 1(13) 3 (33)

DE - - -
Dias apdés o TACH, mediana (min — max)

Pré-manutengéo 129 (90-272) 130 (117-215) 129 (90-272)

Pés—manutengéo 312 (201-754) 330 (210-714) 265 (201-514)
Tempo de manutencéo, mediana (min-max) 137 (58-623) 184 (58-623) 134 (84-346)

N: nimero de pacientes; RC: resposta completa; RPMB: resposta parcial muito boa; RP: resposta parcial; RMIN: resposta minima; NR: nao resposta; TACH:

Transplante autélogo de células tronco hematopoéticas; min: minimo; max: maximo

6€
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Na avaliagdo de resposta terapéutica depois do TACH, 41% dos pacientes
tiveram RC e RPMB, 53% RP e RMIN e apenas 6% DE. Entretanto quando
reavaliados apdés a instituigdo da manutencgao: 76% RC e RPMB, 24% RP e RMIN.

Na avaliagdo p6s manutengao, o subgrupo DEX obteve taxas de 67% RC e
RPMB, 33% RP e RMIN e o subgrupo TAL-DEX taxas de 87% RC e RPMB e 13%

RP e RMIN. (Tabela 6)

5.3 Avaliacao de linfécitos e monécitos apés o TACH e a manutengao

A comparagdo entre as medianas do valores globais de leucécitos do
sangue de individuos sadios e de pacientes transplantados demonstrou uma
diminuicdo (p<0.005) em todos os grupos de tratamento.Ao empregar a avaliagéo
utiizando a citometria de fluxo, a contagem de linfocitos foi semelhante em
individuos sadios e pacientes com mieloma submetidos ao TACH.

O grupo Pré-M apresentou diminuigdo das medianas de linfocitos T CD3" e
de CD3'CD4", da relagdo CD4'/CD8" e aumento dos linfocitos T CD3"CD8" em
comparagdo com o GC. N&o houve diferengas nos linfécitos B (CD45°CD19%), NK
(CD3°CD56'CD16") e mondcitos.

Da mesma forma quando comparados o grupo Pés-M e o GC houve:
diminuicdo da mediana dos valores de linfocitos T CD3", CD3"CD4", da relagéo
CD4"/CD8" e aumento dos mondcitos, no grupo de pacientes tratados. N&do houve
diferenca entre linfécitos T CD3"CD8", B e NK nos dois grupos.

A comparagdo dos mesmos paréametros entre os grupos Pré-M e Pés-M
encontrou aumento da mediana da relacdo de linfocitos CD4*/CD8" e de mondcitos

apds a manutencdo. Nao houve diferencas entre linfocitos T CD3*, CD3*CD4",
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CD3'CD8", linfocitos B e NK (Tabela 7 e Figuras 2 e 3).

Tabela 7 Perfil de linfécitos e mondcitos de pacientes portadores de Mieloma apés
o TACH

Transplantados

Leucécitos do sangue

(mm?3), medianas (min - Grupo Controle

N=14 Pré-manutengdo Pés manutencao
max) N=13 N=17
CD3+ 1420 1195* 887*

(464-1950) (439-1771) (196-1974)
CD3+CD4+ 859 168* 239*
(294-1392) (77-307) (37-571)
CD3+CD8+ 475 821* 621
(151-708) (289-1394) (146-1283)
R CD4+/ CD8+ 1,80 0,25* 0,41% **
(1,40 — 4,23) (0,11-0,45) (0,23-0,96)
CD45+CD19+ 238 215 149
(37-797) (11-849) (5-481)
NK # 217 108 165
(CD3-CD56+CD16+) (93-673) (4-1197) (39-669)
Mondcitos 385 380 600* **
(230-500) (260-1166) (200-850)

p< 0.05, quando comparado com o Grupo controle; 5p< 0.05, quando comparados os grupos pré e
pos-manutencdo. #: Na analise de células NK: GC n=13; grupo pré-manuten¢éo n=11; grupo pos-
manutengao n=16. Min: minimo; max: maximo; Nk: natural killer
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Figura 2 Perfil de linfocitos do sangue de pacientes portadores de mieloma multiplo submetidos ao
transplante autdlogo de medula 6ssea pré-manutencdo (PRE-M) e pés-manutencdo (POS-M)

comparados com Grupo controle (GC)
*p< 0.05 , quando comparado com o grupo controle
**p< 0.05, quando comparados os grupos pré e pés-manutengao
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Figura 3 Perfil de linfocitos e mondcitos do sangue de pacientes portadores de mieloma multiplo
submetidos ao transplante autdlogo de medula 6ssea pré-manutengédo (PRE-M) e pds-manutengao
(POS-M) comparados com Grupo controle (GC)

*p< 0.05, quando comparado com o grupo controle
**p< 0.05 quando comparados os grupos pré e pés-manutengao

5.4 Impacto do tratamento de manutencao nos linfécitos e mondcitos

Pareando os dados pré e pés manutengao dos 11 pacientes com amostras
disponiveis, observou-se novamente aumento das medianas da relagao de linfocitos
T CD4'/CD8" e de mondcitos na avaliagdo apds a manutencdo. Nao houve
diferencas relevantes entre linfocitos T CD3", CD3"'CD4"*, CD3"CD8", linfocitos B e
NK.

Estratificando a analise por subgrupos de manutencao, foi encontrado no

grupo que recebeu DEX (n= 7), um aumento na mediana da relagcdo de linfocitos
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CD4*/CD8". Nao houve diferenga nos linfocitos T CD3*, CD3*CD4", CD3'CD8", B,
NK e mondcitos.

No grupo que recebeu TAL+DEX (n=4), houve um aumento da mediana de
mondcitos (p= 0,057) sem outras diferengas nas demais células pesquisadas

(Tabela 8 e Figura 4).



Tabela 8 Influéncia do tratamento de manutencao no perfil de linfécitos e monécitos apés o TACH em pacientes com MM
Manutengao Dexametasona Talidomida + Dexametasona
N=11 N=7 N=4
Leucodcitos (mm?3) PRE-M POS-M PRE-M POS-M PRE-M POS-M
cD3* 1195 891 1287 887 994 1153
(439-1711) (196-1974) (526-1711) (196-1974) (439-1316) (288-1479)
cD3'CD4 * 214 252 214 252 218 274
(77-307) (37-571) (77-295) (36-571) (113-307) (115-458)
CD3'CD8 * 821 621 861 583 741 788
(289 -1280) (146-1283) (400-1280) (158-1282) (288-1002) (146-1013)
+ + 0,27 0,41* 0,413 0,31 0,42
RCD47/CD8 (0,13-0.45) 023082 017013045 453" g9 (025-039)  (0.27-0,79)
cD19" 215 105 344 224 125 71
(11-849) (5-481) (11-849) (4-481) (43-277) (38-90)
NK 98 165 87 136 108 168
(CD3'CD56'CD16") (4 -1197) (39-669) (4-1196) (38-402) (25-436) (162-669)
Mondcitos 410 600 480 500 320 790 2
(280-1166) (320-850) (280-1166) (320-720) (280-410) (408-850)

*- Diferencgas significativas estatisticamente p< 0.05 , quando comparado com o grupo pré-manutengéo

1-
2
3-

N: nimero; NK: Natural Killer.

p = 0,087, a comparagao entre as medianas de mondcitos entre o grupo pré-manutengéo e pés-manutengao.
“p = 0,057, a comparagao entre as medianas de mondcitos entre o grupo pré-manutencao e o subgrupo que recebeu Talidomida e Dexametasona
p = 0,053, a comparagao entre as medianas dos valores da relagdo CD4+/CD8+ entre o grupo pré-manutencgao e o subgrupo que recebeu dexametasona.
OBS: Nas células NK manutenc¢ao n=8; Dexa n=5; Tal +Dex n=3.

114



46

Relagdao CD4+/CD8+

2.0+
=Pre -
manutencao
1.5- .
= Pos -
manutencao
1.0+ * 3
T T T
0.5-
o= =

0.0 ) ] ] | ) | J )

Manutengdo DEX TAL + DEX

N= 11 N=7 N=4
Monécitos
= Pré -
mE 1200q __ manutengao
w S—— a
2 a0l _I_ manutengao
T T
2
o L
400+

= d T LT =

c J J J J J J

Manutencao DEX TAL + DEX
N= 11 N=7 N=4

Figura 4 Perfil de mondcitos e da relagdo CD4"/CD8" de amostras pareadas de pacientes antes e

apos receberem manutencgao e estratificados por grupo de manutencgao.
*- p< 0.05, quando comparado com o grupo Pré-manutengao
' p= 0,087 , a comparagao entre as medianas de mondcitos entre o grupo pré-manutengéo e pés-manutengao.
z- p = 0,057 , a comparagéo entre as medianas de mondcitos entre o grupo pré-manutencao e o subgrupo que recebeu
Talidomida e Dexametasona
5. p= 0,053, a comparagéo entre as medianas dos valores da relagdo CD4+/CD8+ entre o grupo pré-manutengéo e o
subgrupo que recebeu Dexametasona.
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5.5 Avaliacao de linfécitos e monécitos no sangue de pacientes que
receberam os regimes de manutencao Dexametasona ou Talidomida e

Dexametasona

Ao buscar possiveis diferencas nao evidenciadas anteriormente, foi
estabelecida comparacéo da mediana dos valores de linfécitos e mondcitos entre o
GC e os subgrupos DEX e TAL-DEX.

Desta forma ao confrontar o GC (n=14) com o subgrupo DEX (n=9),
observou-se diminuigdo de linfécitos T CD3'CD4", da relagdo de linfdcitos
CD4"/CD8" e um aumento de mondcitos (p= 0,054), no grupo que passou por
intervengao terapéutica.

Em seguida foi feito o mesmo com o GC versus o subgrupo TAL-DEX (n= 8),
e os resultados observados foram: diminui¢do de linfocitos T CD3" (p=0,070),
CD3'CD4", da relagdo CD4'/CD8", CD45"19" (p=0,060) e aumento de mondcitos.
Nao houve diferenca nas células CD3"CD8" e NK nos pacientes com mieloma.

Por ultimo a comparagao entre os subgrupos DEX versus TAL-DEX (r=8),
nao revelou diferengcas nos parametros do sistema imune investigados (Tabela 9,

Figuras 5,6 e 7).
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Tabela9 Analise de linfécitos e mondcitos de pacientes com mieloma multiplo que
receberam os regimes de manutengdo com Dexametasona ou Talidomida e

Dexametasona

Leucécitos (mm?3) Pés-Manutencdao Pés-Manutencao

Grupo Controle

mediana (min - N=14 DEX TAL-DEX
Max) N=9 N=8
CcD3* 1419 887 9117
(464-1949) (195-1973) (288-1612)
cD3*cD4* 859 252 * 209 *
(294 — 1391) (37-571) (115-458)
cD3*CcD8" 476 583 625
(151-708) (158-1282) (146-1205)
R CD4'/CD8* 1,8 0,41 * 0,38 *
(1,4-4,2) (0,23-0,96) (0,27-0,79)
CcD19" 238 224 109 2
(37-727) (5-481) (38-270)
NK 217 120 202
(CD3'CD56'CD16") (93-674) (39-403) (95-669)
Mondcitos 385 500 3 605 *
(230-500) (200-760) (408-850)

*- Diferencgas significativas estatisticamente p< 0.05 , quando comparado com GC.

' p= 0.07 quando comparado mediana de células CD3" entre subgrupo que recebeu Talidomida e
Dexametasona e o GC.

z p= 0.06 quando comparado mediana de células CD45°CD19" entre subgrupo que recebeu
Talidomida e Dexametasona e o GC.

3. p= 0.054 quando comparado mediana de mondécitos entre o grupo que recebeu dexametasona e
GC
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Figura5 Andlise de linfocitos T CD3", CD3'CD4", de relagdo CD4'/CD8", de linfocitos B e de
mondcitos. Comparagéo entre o Grupo controle e os subgrupos que receberam Dexametasona e
Talidomida+Dexametasona

* - p= 0,05, comparado com o grupo controle.

. p= 0,07 quando comparado mediana de células CD3" entre subgrupo que recebeu Talidomida e Dexametasona e o GC.

2_ p= 0,06 quando comparado mediana de células CD45'CD19" entre subgrupo que recebeu Talidomida e Dexametasona e
o GC.

. p= 0,054 quando comparado mediana de monécitos entre o grupo que recebeu dexametasona e GC
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Figura 6 Distribuigdo da populagdo de linfocitos B CD19" nos diversos grupos analisados no

estudo.

GC: grupo controle, PRE-M: grupo pré-manutengdo; POS-M: pés-manutengéo; DEX: subgrupo Dexametasona; TAL-DEX:

subgrupo que recebeu talidomida e dexametasona.

- p= 0.060 quando comparado mediana de células CD19" entre subgrupo que recebeu Talidomida e Dexametasona e o

GC.
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Figura 7 Distribuicdo de mondécitos nos diversos grupos analisados no estudo.

GC: grupo controle, PRE-M: grupo pré-manutengao; POS-M: pés-manutengéo; DEX: subgrupo Dexametasona; TAL-DEX:

subgrupo que recebeu talidomida e dexametasona

* - Representa diferenga significativa estatisticamente p< 0.05, comparado com o grupo controle.

# - Representa diferenca significativa estatisticamente p< 0.05, comparado com o grupo pré-manutengao.
' p= 0.054 quando comparado mediana de mondcitos entre subgrupo que recebeu Dexametasona e o GC.
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5.6 Expansao de células dendriticas em pacientes com mieloma multiplo

Através do protocolo de cultivo de monécitos com GM-CSF, IL-4 e TNF-a
por 7 dias, foram geradas DCs com caracteristicas imunofenotipicas e morfolégicas
tipicas. (Figura 8 e 9)

A comparagao entre o GC (n=12) e o grupo Pd6s-M (n=17) ndo mostrou
diferenca quanto a producéao total de DCs. Entretanto houve aumento do niumero de
mondcitos e aumento da relagdo MO-DC no grupo de manutengao (P=0.054).

Posteriormente foi feita estratificagdo por subgrupo de manutencéo, e
comparados o grupo DEX (n= 9) e o TAL-DEX (n=8) com o GC. Nao houve
diferencas quanto ao numero global de DCs obtidas e tampouco da relagao MO-DC.
Os grupos DEX e TAL+DEX também foram comparados entre si e o resultado final

nao revelou nenhuma alteragao no rendimento de DCs (Tabela 10).
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Figura8 Analise das células dendriticas por citometria de fluxo ao final do sétimo dia de cultura.
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Figura9 Analise por histograma das moléculas de superficie de células dendriticas.A analise com
anticorpo fluorescente para pesquisa do HLA-DR e isotipo controle.B analise com anticorpo
fluorescente para pesquisa do CD80 e isotipo controle.C anadlise com anticorpo fluorescente para
pesquisa do CD86 e isotipo controle e D analise com anticorpo fluorescente para pesquisa do CD1a e

isotipo controle.
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Tabela 10 Tratamento de manutencao e rendimento de células dendriticas

N Mondécitos Dendriticas Totais Relagao
mm?® mm? MO-DC
GC 12 385 43 9
(230-500) (24-88) (4-19)
DEX 9 500 ° 42 17
(200-760) (3-120) (5-65)
TAL+ DEX 8 605* 64 13
(408-850) (12-167) (4-36)
P6s-M 17 600* 43 16 2
(200-850) (3-167) (4-65)

*- Diferencgas significativas estatisticamente p< 0.05 , quando comparado com GC.

1. p= 0.054 quando comparado mediana de monécitos entre subgrupo que recebeu Dexametasona e
o GC.

2. p= 0.054 quando comparado relagdo mondcitos- dendriticas entre o grupo que recebeu
manutencgéo e o GC.

GC: grupo controle; DEX: subgrupo que recebeu dexametasona; TAL+DEX: subgrupo que recebeu

talidomida e dexametasona; Pés-M: grupo pés-manutengao. Relagdo MO-DC: relagao mondcitos-

dendriticas.

5.7 Fatores potencialmente envolvidos na geragao de células dendriticas

5.7.1 Status da doenca apds o tratamento

O grupo RC1 (n=13) ao ser comparado com o GC, apresentou maior numero
de mondécitos e da relacdo MO-DC, enquanto o numero total de dendriticas nao
variou entre os dois grupos.

O grupo RP1 (n=4) ao ser comparado com o GC apresentou aumento do
numero mediano de mondcitos, enquanto o numero total de dendriticas e a relacéo
MO-DC nao variou entre os dois grupos.

Na comparagdo entre os dois subgrupos de tratamento, n&o foram

constatadas diferencas (Tabela 11).
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Tabela 11 Fatores potencialmente envolvidos na obtencao de células dendriticas in

vitro
N Monécitos Dendriticas Totais Relagao
mme mm?3 Monécitos/DC
385 43 9
Grupo Controle 12 (230-500) (24-88) (4-19)
Status da Doenca
600 * 42 17"
RC/RPMB (RC1) 13 (200-850) (3-166) (4-65)
555" 55 9
RP/RMIN (RP1) 4 (490-760) (36-102) (6-21)
Tempo de Tratamento
610 782 9
< 4 meses (TP1) 7 (430-850) (20-120) (5-30)
525" 32" 20**
> 4 meses (TP2) 10 (200-790) (3-166) (4-65)
Beta 2 microglobulina
605* 46 16
<3,5 (B1) 10 200-790) (3-166) (4-65)
500* 43 11
>3,5 (B2) " (408-850) (12-120) (5-36)

* - Diferencgas significativas estatisticamente p<0.05, quando comparado com GC

e leerengas significativas estatisticamente p< 0.05, quando comparados grupos entre si.

p= 0.055 quando comparados mondcitos do grupo que teve tempo de manutengdo maior que
4 meses com o GC

p= 0.083 quando comparadas dendriticas totais do grupo que teve tempo de manutengao
menor que 4meses com o GC.

P=0.070, quando comparada relagdo mondcito-dendriticas entre os grupos com tempo de
manutengao maior que 4 meses € menor que 4 meses.

5.7.2 Tempo de manutencio

De acordo com o tempo de manutencdo, observou-se que o grupo TM1
(n=7) apresentou aumento da mediana dos mondcitos e das células dendriticas

totais (p=0.083) enquanto a relacgao MO-DC n&o apresentou diferengca quando
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comparado ao GC.

O grupo TM2 (n= 10), apresentou aumento da relagdo MO-DC e do numero
de mondécitos (p=0.055) e ndo apresentou diferengca no numero total de DCs em
comparacgao ao GC.

Na comparacao entre TM1 e TM2 houve uma diminuigdo do numero total de
dendriticas obtidas e aumento da relagdo MO-DC (p=0.070) para o grupo que

recebeu manutengao por mais 4 meses (Tabela 11).

5.7.3 Beta-2 Microgobulina

Seguindo a mesma linha de investigagdo anterior. Os grupos B1 e B2 ao
serem comparados ao GC, apresentaram isoladamente aumento de mondcitos e
nao houve diferengas no numero total de DCs e na relagcdo MO-DC. A comparagao
dos grupos B1 e B2 entre si, ndo teve diferengca relevante em nenhum dos

parametros de rendimento da cultura de DCs (Tabela 11).

5.8 Variaveis correlacionadas ao rendimento de células dendriticas

A analise de correlagao entre as variaveis numero de mondcitos, numero de
células dendriticas, relagcdo mondcito/dendritica, idade, R2-micro, TM, TM1,TM2,
tempo pré e pos-manutengado evidenciou apenas correlagdo entre o numero de
monadcitos e o numero de DCs total (r = 0,581; p = 0,014).

A Unica variavel identificada como associada ao numero de células
dendriticas totais obtidas nas culturas, foi o numero de mondcitos (p= 0.074) por
analise de regressao linear. Nao houve associag¢ao entre DCs total e o subgrupo de

tratamento (DEX x TAL-DEX, p= 0,330), beta2-micro (p=0,354), tempo de
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manutencao (p=0,158) e status de doencga (p=0,763).

5.9 Padrao de moléculas coestimulatéorias de superficie nas células
dendriticas de portadores de mieloma miultiplo submetidos a

manutengao.

Foi feita comparagdo entre a mediana dos valores de IF dos marcadores:
CD1a, CD80, CD86, HLA-DR entre o grupo Pés-M e o GC.

Nao foram encontradas diferengas significativas em relagdo as moléculas
coestimulatérias de superficie nos dois grupos. Também nao houve diferenga apos
comparacgao estratificada por subgrupos DEX e TAL-DEX com o GC. E da mesma
forma quando afrontados os dois subgrupos, ndo houve diferenga em nenhuma das

moléculas de superficie pesquisadas. (Tabela 12 e Figuras 10 Ae B e 11 A e B).

Tabela 12 Moléculas de superficie de células dendriticas nos diferentes grupos de

tratamento
N CD1a CD80 CD86  HLA-DR
Grupo Controle 11
22 7 17 53
DC (d+7) (9-51) (4-18) (6-46) (6-125)
Mieloma Pés-Manutengao 17
18 7 21 23
DC (d+7) (4-187)  (3-20) (5-32)  (6-291)
TAL-DEX 8
19 9 24 23
DC (d+7) (12-140)  (3-20)  (7-32)  (6-34)
DEX 9
DC (d+7) 18 6 18 20

(4-187)  (3-17) (5-30) (6-43)

D+7: Ultimo dia do cultivo de células mononucleares com citocinas; N= numero de individuos
investigados; DC: célula dendritica; TAL-DEX: talidomida e dexametasona; DEX: Dexametasona




57

200- A 20+ B —_
1604 164 T
L 120 T L 12
L 2
S 801 S 8
40- ! 4 L e i
0 - — T 0 T ' '
GC DEX TAL+DEX GC DEX TAL+DEX

Figura10 A e B Moléculas coestimulatérias de superficie das células dendriticas geradas in vitro.
Estdo apresentados os resultados da mediana do indice de fluorescéncia (IF) dos marcadores de
superficie CD1a e CD80. Foram comparados os subgrupos que receberam Dexametasona e
Talidomida+Dexametasona com o grupo controle. indice de Fluorescéncia (IF): razdo entre MFI

(intensidade mediana de fluorescéncia) do marcador e MFI do isotipo controle.
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Figura 11 Moléculas de superficie das células dendriticas geradas in vitro. Em 11A esta
representado o marcador CD86 e em 11B a molécula MHC classe Il, HLA-DR. Os resultados da

mediana do indice de fluorescéncia (IF) foram comparados entre os subgrupos que receberam

Dexametasona e Talidomida+Dexametasona e grupo controle.



6 DISCUSSAO

Foram analisados pacientes transplantados que participavam de um ensaio
clinico dos quais: 13 estavam em fase pré-manutencao e 17 pds-manutencado. E
apo6s randomizagao 9 foram tratados com DEX e 8 TAL-DEX. Para as comparagdes
formou-se um Grupo Controle com 14 individuos sadios.

Encontrou-se uma diminui¢éo dos linfocitos T CD3*, CD3"CD4", da relagéo
CD4*/CD8" e aumento de linfécitos T CD8", no grupo Pré-M em relagdo ao grupo
controle. Este grupo apdés a manutengcdo apresentou as mesmas diferengas com
excegdo dos linfocitos T CD3'CD8" que apresentaram normalizacdo dos valores e
dos mondcitos que apresentaram um aumento apos a fase de manutencao.

Nao foram encontradas diferengas nas células NK e linfécitos B em nenhum
dos dois grupos.

Como as analises de linfocitos e mondcitos foram feitas em dois momentos
distintos em cerca de 4 meses no grupo Pré-M e 11 meses no grupo Pd6s-M apds o
TACH, foi possivel apreciar o comportamento dessas células e correlacionar com as
informacdes disponiveis sobre a reconstituicdo imunoldgica apds o TACH.

A supressao de linfocitos T CD3'CD4", esteve presente no grupo Pré-M e
persistiu no grupo Pés-M com discreto aumento das contagens. Esse achado esta
de acordo com o de outros pesquisadores que ja demonstraram ocorrer uma
profunda reducdo destas células nos primeiros meses apés o TACH e uma
recuperacao lenta que pode durar mais que 2 anos.”> %

A explicagdo deste fato estda na dependéncia do timo no processo de

ontogenia destas células e uma incapacidade timica de restabelecer as contagens
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normais em parte por seu processo natural de involugdo nos adultos e também por
toxicidade gerada pela QC e pelo regime de condicionamento do transplante.’

Os linfocitos T CD3'CD8* apresentaram aumento no grupo Pré-M e
normalizaram seus valores quando foram reavaliados apds a manutencgéao.

A expanséo clonal de células T CD3"CD8", esta descrita em outros estudos
e sua duracdo varia de 1 a 2 anos apods o transplante.®® A explicagdo definitiva para
este fendbmeno nao esta completamente elucidada embora existam evidencias que a
deplecéo linfocitaria apés o TACH eleva os niveis séricos de citocinas como a
interleucina 15 e 7 e estas por sua vez expandem clones de células CD8" de
memoria central (CD45RA'CCR7"), de memoria efetora (CD45RA'CCR7’) e células
efetoras (CD45RA*CCR7’) poupando as células T CD8" naive.’

Em nosso estudo o retorno aos valores normais ocorreu poucos meses mais
precoce que o descrito, talvez podendo representar uma influéncia da talidomida e
da dexametasona suprimindo a produgdo destas citocinas e consequentemente
reduzindo mais precocemente a expansao desta subpopulagao de células.

A relagdo CD4'/CD8" manteve-se diminuida antes e apos o tratamento de
manutengdo em comparagdo com o grupo controle. Porém, notou-se uma discreta
elevagdo quantitativa apds decorrer do tratamento. Resultado este que esta de
acordo com o de outros investigadores que demonstraram um comportamento
semelhante ao das células CD3"CD4" apés o TACH.®

Nao houve diferengas quantitativas das células NK em nenhum dos periodos
investigados e subgrupos que participaram desta analise.

Nossos resultados encontram suporte na informagao que este linfocito
apresenta uma recuperagao mais precoce que os outros, em geral de 14 dias a 1

més apés o TACH.
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Para justificar esse fato, além dessas células n&o precisarem do timo para
reconstituirem-se, acredita-se que sua rapida recuperagdo representa um
mecanismo de defesa que é poupado pelo organismo. Sabe-se que a fungao
primordial desta subpopulagdo de linfocitos € na imunidade inata contra virus e
agentes intracelulares. E esse € um mecanismo provisorio e inespecifico enquanto o
organismo monta um sistema de defesa mais eficiente com uma resposta imune,
restrita ao MHC e mediada pela cooperagao de células dendriticas, linfocitos T e
B.102

Os linfécitos B ndo apresentaram modificagdes em suas contagens tanto no
grupo Pré-M quanto no Pés-M. Este dado contrasta com os resultados apresentados
em outros trabalhos, cujas contagens destas células tém um padrao de recuperagao
em 6 meses seguida de elevagao e platd em um prazo de 9 meses a 2 anos,
estabilizando-se com valores maiores do que em individuos sadios®.

Além disso, no subgrupo TAL-DEX foi evidenciada uma diminuicdo de
células CD45"CD19" (p=0,060) o que difere de um estudo semelhante, que n&o
encontrou influéncia da talidomida nas células B de pacientes com MM. "

Os valores dos mondécitos apresentaram-se normais apdés o TACH e
aumentados apés a manutengdo. Esse resultado surpreendeu os investigadores
uma vez que, estima-se uma normalizagao dos seus valores precoce. Em geral
ocorre aumento no primeiro més do TACH como resultado de uma recuperagéo
vigorosa da medula 6ssea em resposta a supressédo pelo agente quimioterapico e
pelo estimulo gerado pelo uso de fatores crescimento no érgdo hematopoético. E
apos dois meses, a expectativa é estabilizacdo desses valores.®

Buscando entender melhor esta alteracdo, incomum nessa fase apds o

TACH, foi feita analise por tipo de manutengao utilizada. Em ambos subgrupos foi
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revelado o aumento de mondcitos porém quando feita uma pesquisa pareada
usando como controle os proprios pacientes em fase pré-manutencédo, somente o
subgrupo TAL-DEX teve aumento de mondécitos. Estes dados aproximam-se dos
encontrados em um estudo alemao, que descreveu um aumento de mondécitos em
pacientes tratados com talidomida associada a QC."°

O subgrupo DEX embora com uma associagao mais fraca, também revelou
um aumento de mondcitos (p= 0,054) quando comparado com grupo controle. Esta
informacgédo ndo apresenta relato na literatura. Esta descrito que entre os efeitos da
dexametasona no hemograma ocorre neutrofilia, linfopenia e monocitopenia 48
horas apds 0 seu uso e que a recuperagdao de mondcitos ocorre logo em seguida
atingindo valores acima do normal.'® Em outro trabalho que investigou o potencial
dessa droga na mobilizagdo de células tronco hematopoéticas, demonstrou-se uma
fraca porém presente capacidade de recrutar progenitores de granuldcitos e
mondcitos. %

Partindo dessas informagbes e procurando evitar os efeitos a curto prazo
nas populacbes de linfécitos e mondcitos acarretados pela dexametasona, o
presente estudo estabeleceu nos critérios de inclusdo que as amostras de sangue
fossem colhidas somente apds 3 semanas do uso deste farmaco.

Ressalta-se que pelo nosso conhecimento, a descricdo dessa alteragao nos
mondcitos com o uso de TAL-DEX apds o TACH, esta sendo feita pela primeira vez
no presente estudo.

Como limitagdes do estudo ndo foi possivel investigar correlagdes entre a
monocitose com variaveis de interesse clinico para saber se essa nova informacao
tem algum outro significado de interesse cientifico. Estd em andamento uma

avaliagdo mais detalhada do perfil dos mondcitos deste estudo, comparando os
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resultados obtidos no hemogama (aqui apresentados), com os obtidos na regido de
mondcitos definida por citometria e nas células marcadas com o anticorpo CD14".

As células dendriticas foram geradas em 17 culturas de monécitos no grupo
P6s-M e em 12 individuos sadios.

A obtencao de células dendriticas foi semelhante no grupo de pacientes em
manutencdo que estavam em uma mediana de 11 meses ap6s o TACH e o Grupo
de individuos sadios. Este resultado teve similaridade com o publicado por Schutt e
cols. (2005) que também ndo encontrou obstaculos na geracéo de dendriticas em
pacientes com MM transplantados. Esse estudo mostrou ainda que pacientes que
receberam talidomida tiveram maior numero de DCs do que 0s que nao receberam
este tratamento™®®.

No presente estudo a analise por subgrupo apesar do grupo TAL-DEX
apresentar uma maior mediana de células dendriticas totais ndo houve diferenca
estatistica quando comparado ao GC e ao subgrupo DEX.

Foi encontrado no grupo Pdés-M maior relaggo MO-DC e aumento de
mondcitos comparado ao controle.

A interpretacdo mais plausivel para este achado baseou-se no fato que o
aumento de mondcitos que ocorreu sobretudo com o uso de drogas
imunomoduladoras durante a manutencgao, foi capaz de elevar a produgao de DCS
e equilibrar o resultado final entre os dois grupos.

Dando suporte a esta afirmativa, a unica variavel correlacionada com o
potencial de geragao de células dendriticas, foi 0 numero de mondcitos.

A investigacao de possiveis correlagdes entre o rendimento global de células
dendriticas ao término das culturas com algumas variaveis de interesse clinico foi

prejudicada pelo pequeno numero de pacientes analisados. Ndo sendo possivel
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gerar conclusdes definitivas.

Ainda assim com a finalidade de orientar pesquisas futuras, o grupo que
recebeu manutencdo até 4 meses demonstrou melhor rendimento que o que
recebeu tratamento por mais tempo e que o grupo controle.

Estabelecer correlacdo entre o status da doencga e os niveis de beta2 micro
seria desejavel, pois ja foi demonstrado que essa proteina quando adicionada ao
meio de cultura é capaz de impedir a producédo de células dendriticas derivadas de
mondcitos.'%°

O estudo demonstrou a capacidade de geracdo de células dendriticas
maduras com caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas e funcionais similares entre o
grupo de pacientes apds a manutengao e o grupo controle.

No final das culturas houve modulagdo do marcador CD14 com consequente
diminuicdo deste na superficie das células o que caracteriza a conversdo do
monadcito para uma célula dendritica madura (dados nao apresentados).

A pesquisa dos marcadores de superficie de células dendriticas por
citometria de fluxo nos pacientes P6s-M n&o apresentou diferengas com o grupo
controle. E esta avaliagao feita com os subgrupos DEX e TAL-DEX também nao teve
diferencas. Este resultado difere com o publicado por Schutt e cols. que demonstrou
que pacientes com talidomida tem diminuicdo da expressao de CD1a, HLA-DR
quando comparados ao GC. Pode ter importancia nessas diferencas encontradas, o
fato do outro estudo ter analisado pacientes que receberam talidomida junto a QC e
nao QAD e também ter usado protocolo de geracdo de DCS diferente do utilizado
nesta investigacéao.

Apesar do curto periodo de 2 anos para este estudo experimental, foram

realizadas 29 culturas celulares viaveis, foram empregadas técnicas convencionais
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de citometria de fluxo em pelo menos 3 diferentes momentos em cada paciente. Foi
possivel responder aos objetivos formulados. Entretanto devido ao numero pequeno
de pacientes que atingiram o momento da manutengao no periodo analisado, néo foi
possivel obter informagdes complementares com as variaveis clinicas de interesse.

Com relacdo as andlises laboratoriais, ndo foi possivel investigar a
modulacdo das moléculas em um momento intermediario da culturas, antes do
segundo acréscimo de citocinas no quinto dia de cultivo, o que poderia trazer
informagbdes adicionais sobre a biologia das DCs geradas in vitro. Outras
informacgdes de interesse bioldégico como a anadlise do perfil de citocinas secretado
por estas células apds serem afrontadas com linfocitos ndo foram investigados.

Este foi um estudo preliminar para a confecgdo de uma vacina com células
dendriticas autdlogas conjugadas a plasmadcitos (Hibridomas), que esta em
desenvolvimento entre os dois servicos no HUCFF.

Através dele foi demonstrado que € possivel obter células dendriticas
autélogas no periodo de 1 ano apdés o TACH para aplicagdo em um futuro estudo
fase | de imunoterapia.

Um achado interessante foi que, o uso da manutencado nesta fase parece
favorecer o aumento de mondécitos e equilibrar a obtencdo de células dendriticas,
que poderia estar prejudicada por outros fatores. E portanto com essa informacgao, o
uso de talidomida e dexametasona por curto periodo (até 6 meses), parece nao ser
um impedimento para que os pacientes venham a participar de um protocolo de
vacinacao.

Apesar de um cenario em que o sistema imune esta em recuperagao do
TACH, a doenca de base encontra-se controlada na maioria dos pacientes, isto faria

esse um momento propicio para a imunoterapia.



7

CONCLUSAO

Em pacientes com mieloma multiplo submetidos a manutengcdo apds o
TACH, foi observada diminuicdo de linfocitos CD3*, CD3*CD4", da relacédo
CD4*/CD8" e aumento de mondcitos quando comparado a individuos sadios,
em ambos esquemas terapéuticos (DEX ou TAL-DEX). No subgrupo TAL-
DEX também foi observada diminuicdo de linfocitos B CD19". As células
dendriticas apresentaram imunofenétipo normal.

Apos a manutengao os pacientes apresentaram um aumento de mondécitos e
da relacdo CD4"/CD8" em relacdo a fase pré-manutencéo;

Nao houve diferenga nas populagdes de linfécitos e mondcitos e células
dendriticas entre os subgrupos de manutengao. No entanto, o numero de
monadcitos necessarios para gerar células dendriticas foi aproximadamente 2
vezes maior no grupo pos manutencao (9 versus 16 mondcitos por célula
dendritica);

Nao foi observada diferenga nos marcadores de superficie de células

dendriticas entre a populagao estudada, os subgrupos e o grupo controle.
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ANEXOS

Anexo | TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Caracterizacdo de Células Dendriticas em Pacientes Portadores de
Mieloma Multiplo Submetidos a Estratégias Terapéuticas Baseadas no
Risco.

Introducéao:

O Mieloma Multiplo € uma doenca caracterizada por lesbes Osseas,
comprometimento dos rins e da medula éssea e infecgdes. Como consequéncias, a
qualidade de vida do paciente € intensamente comprometida, padecendo de dores
intensas por fraturas 6sseas, necessitando de transfusdes de sangue para controle
da anemia.

Finalidade:

Este estudo nos permitira comparar a producdo e atividade de células
apresentadoras de antigenos tumorais. Os resultados deste projeto nos permitirdo
compreender o comportamento destas células. Além disso, poderdo contribuir para
estabelecer um protocolo de imunoterapia que possa atingir a expectativa de uma
terapéutica mais eficaz contra esta neoplasia.

Procedimento:

O paciente sera submetido a uma coleta de 40 mL de sangue. As células
vermelhas serdo descartadas e as células brancas serdo utilizadas nos
experimentos. A utilizagdo deste material sera de uso exclusivo neste projeto de
pesquisa e nenhum material sera preservado.

Risco:

A coleta sera realizada através de materiais descartaveis, o que nao
apresentara risco ao paciente.

Alternativa:

O paciente pode se recusar a participar do estudo sem prejuizo ao seu
tratamento médico.
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Consentimento:

Em virtude de considerar claras e satisfatorias as informacdes acima expostas
eu, voluntariamente,
aceito participar do estudo sobre tratamento de mieloma multiplo. Com garantia de
sigilo que assegure minha privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos,
quando da sua divulgagcdo ou publicagbes cientificas, e, garantia de acesso ao
responsavel pelo estudo, professor Hélio dos Santos Dutra, através do telefone: (21)
2562-2249.

Responsavel: Professor Hélio dos Santos Dutra.

Assinatura:

Testemunha:

Nome:

Assinatura:

Data: / /

Pesquisador:

Nome:

Assinatura:
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Anexo 2

Estagio Salmon Durie

Estagio I- Todos os seguintes achados
Hemoglobina > 10 g/dI

Calcio sérico < 12 mg/dl

Estrutura 6ssea normal ou (escala 0)

plasmocitoma solitario no estudo radiolégico

lg G <5 g/dlou Ig A < 3 g/dl oucadeia leve urinaria < 4 g/24h em eletroforese
Estagio lI- Achados entre os estagios | e lll

Estagio Ill - Um ou mais dos achados abaixo

Hemoglobina < 8,5 g/dI
Calcio sérico > 12 mg/dI

Doenca litica 6ssea avangada (escala 3)
lg G > 7 g/dlou Ig A > 5 g/dl ou cadeia leve urinaria > 12 g/24h em eletroforese

A -Funcgao renal normal (creatinina < 2 mg/dl)

B - Funcéao renal anormal (creatinina > 2 mg/dl)

A escala de lesdo Ossea é: 0 sem lesdo; 1 osteoporose; 2 lesdes liticas; 3

destruicao 6ssea extensa com fraturas.

Tabela Sistema Prognéstico Internacional

Sistema de Prognéstico Internacional

(I1SS)
Estagio 1 R2-micro < 3.5 mg/di
Albumina > 3.5 g/dI
Estagio 2 R2-micro < 3.5 mg/dl
Albumina < 3.5 mg/di
ou

R2-micro 3.5-5.5 mg/di

Estéagio 3 R2-micro > 5.5

ISS — International score system , R2-micro- Beta2 —microglobulina
Ref no:105



Tabela -Sistema de prognéstico do Intergrupo Francés de Mieloma (IFM)

Sistema prognéstico Numero de Associagao de Fatores
do grupo IFM Fatores
Baixo Risco 0-1 R2-micro < 2,5mg/dl + A13 -

R2-micro < 2,5 mg/dl + A13+
R2-micro > 2,5 mg/dl + A13 -

Alto Risco 2 R2-micro > 2,5mg/dl + A13 +

IFM-Intergrupo Francés de Mieloma ; B2-micro-Beta2-microglobulina. Ref no-106
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Tabela Critérios de resposta do Registro Internacional de Transplante de Medula

ossea

Critérios de
Resposta

Definicao

Remissao
completa (RC)

Resposta
Parcial Muito
Boa (RPMB)

Resposta
Parcial (RP)

Resposta
Parcial

Para a remissdo completa o paciente devera apresentar todos os
itens abaixo:

O néo preenchimento de algum desses critérios, assim como a
nao realizagdo da imunofixagdo (mesmo com eletroforese normal),
classifica o paciente como tendo obtido resposta parcial muito boa
ou resposta parcial.

Auséncia da proteina M original no soro e/ou urina, por
eletroforese de proteinas e imunofixagéo, mantida por um minimo
de 6 semanas. A presencga de bandas oligoclonais compativeis
com reconstituicdo imunologica ndo exclui a remissao completa

Menos de 5% de plasmodcitos em aspirado de medula éssea, ou,
no caso de mieloma n&o secretor, em bidpsia de medula 6ssea. Se
a auséncia da proteina M se mantiver por 6 semanas, o exame de
medula é dispensavel, exceto nos casos de mieloma nao secretor.

O nao aumento no numero de lesdes liticas encontradas no
diagndstico. A evolugao para fratura em lesao pré-existente nao
exclui a remissao completa

Desaparecimento de plasmocitomas existentes

Para resposta parcial muito boa o paciente devera apresentar
todos os itens abaixo:

O nao preenchimento de algum desses critérios classifica o
paciente como tendo obtido resposta parcial.

Proteina M detectada no soro e na urina somente por
imunofixagdo e nao detectada por eletroforese ou redugdo da
proteina M maior que 90% no soro e menor que 100 mg na urina
em 24 horas.

Para a remissdo parcial o paciente deverd apresentar todos os
itens abaixo:

O nédo preenchimento de algum desses critérios classifica o
paciente como tendo obtido resposta minima.

Mais que 50% na redugdo dos niveis da proteina M, mantido por
um minimo de 6 semanas.

Reducgao na excrecao de cadeia leve, em urina de 24 horas, de
90% ou para menos que 200 mg/24h, mantido por um minimo de 6
semanas.
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Critérios de
Resposta

Definicao

(continuagao)

Resposta
Minima (Rmin)

Nao Resposta
(NR)

Doenga
Estavel

Doenca
Progressiva
(DP)

Para os pacientes com mieloma nao secretor, a redugao de pelo
menos 50% dos plasmécitos em aspirado ou bidpsia (se realizada)
de medula 6ssea, mantido pelo um minimo de 6 semanas.

Reducao de pelo menos 50% do tamanho dos plasmocitomas
existentes, por avaliagao clinica ou radioldgica

Estabilizagao no numero de lesbes liticas encontradas no
diagndstico. A evolugao para fratura em lesao pré-existente nao
exclui a remissao parcial

Para a resposta minima o paciente devera apresentar todos os
itens abaixo:

Reducao de 25 a 49% dos niveis de proteina M, sustentados por
um minimo de 6 semanas

Reducdo de 50 a 89% da excregdo urinaria de cadeia leve, em
urina de 24 horas, mesmo se acima de 200 mg/24h, mantido por
pelo menos 6 semanas.

Para os pacientes com mieloma nao secretor, a reducao entre 25 a
49% dos plasmdcitos no aspirado ou bidpsia (se realizada) de
medula éssea, mantido pelo um minimo de 6 semanas.

Reducédo de 25 a 49% no tamanho dos plasmocitomas avaliado
clinicamente ou por radiologia

Estabilizagdo no numero de lesdes liticas encontradas no
diagnodstico. A evolugédo para fratura em lesdo pré-existente nao
exclui a remissao completa

Considera-se nao resposta quando o paciente nao apresenta os
critérios para doenga minima ou doenga progressiva.

Considera-se doenca estavel quando os niveis dos parametros
avaliados flutuam em até 25%, mantidos assim por pelo menos 3
meses.

Para os pacientes que nao estejam em remissao completa, se
caracteriza por um ou mais dos achados abaixo:..

Aumento maior que 25% no nivel sérico da proteina M, que

também pode ser o0 aumento absoluto de, pelo menos, 5 g/dl no
nivel sérico, confirmados em no minimo uma repeticdo do exame.

Aumento maior que 25% na excre¢ao da cadeia leve em urina de

24 horas, que também pode ser o aumento absoluto de, pelo
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Critérios de
Resposta

Definicao

Recaida de
doenca (RD)

menos, 200 mg/24 da excregao, confirmados em no minimo uma
repeticao do exame.

Aumento maior que 25% de plasmdcitos na medula éssea, em
relagao a avaliagao da remissao, em aspirado ou biépsia, podendo
ser considerado também o aumento absoluto de 10% nos
plasmacitos.

Aumento comprovado no tamanho das lesdes liticas e
plasmocitomas existentes

Aparecimento de novas lesdes liticas e/ou plasmocitomas

Desenvolvimento de hipercalcemia (célcio sérico > 11,5 mg/dl ou >
2,8 mmol/L), sem outra causa atribuida.

A caracterizagéo de recaida de doenga requer um ou mais dos
achados abaixo, nos pacientes em remissdo completa:

Reaparecimento da proteina M na urina ou sangue, por exame de
imunofixagao ou eletroforese de proteinas, confirmado em pelo
menos uma repeticdo e excluindo a reconstituicdo oligoclonal.

Presenca de mais de 5% de plasmdécitos na medula 6ssea por
aspirado ou bidpsia

Aparecimento de novas, ou crescimento definitivo do tamanho, de
lesdes Osseas liticas ou plasmocitomas.

Desenvolvimento de hipercalcemia (calcio sérico > 11,5 mg/dl ou >
2,8 mmol/L), sem outra causa atribuida

Proteina M- proteina monoclonal. #A categoria Resposta parcial Muito boa — foi
inserida pois ja faz parte de uma nova proposta de classificagéo.
Ref: 108,109, 110.
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Anexo 3

Apresentagdes em congressos

1. Silva, GCA; Magalhaes RJP, Maiolino A, Dutra HS. .Multiple
Myeloma:Diferenciation of dendritic cells using monocytes. Presented in the oral
session of the Hemo 2007.-Congress of the Brazilian Society of Hematology and
Hemotherapy.

2- Magalhaes R.J.P.1; Veranio-Silva, G. A.C.1; Leéo, S.C.L.1; Pimenta, G.1; Dines,
[.2 ; Pulcheri, W.A.,1; Rossi, M.1.D.3; Maiolino, A.1, Borojevic, R.3; Dutra, H.S.3
Servigo de Hematologia-HUCFF1, Lab. Multidisciplinar de Pesquisa-HUCFF2, Dep.
Histologia e Embriologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas.3 UFRJ — Rio de
Janeiro

Analisys of the mononuclear cells of the blood in patients with multiple myeloma
after high dose therapy. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia- Hemo
2006, 2006, Recife-PE. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2006. v.
28. p. 240-240.

3-Veranio-Silva GA; R, Magalhaes; Ledo SCL; G, Pimenta; Rumjanek VM; WA,
Pulcheri; MID, Rossi; Maiolino, A; R, Borojevic; HS, Dutra. Functionality and
Phenotypic Profile of Monocyte-Derived Dendritic Cells from Patients with Multiple
Myeloma. In: XXXI Meeting of the Brazilian Society for Immunology, 2006, Buzios-
RJ. Anais do XXXI Meeting of the Brazilian Society for Imnmunology, 2006.
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Tabela- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes inclusos no estudo

NO Idade Sexo Raga Tipo Estadio Estadio Grupo Beta-2 Cromossom Albumina
(anos) mm SS ISS risco Microglobulina (mg/l) a 13 (Fish) (g/dl)

1 62 f b IgGk-| l-A 1 Br 2 N 3.5
2 48 m b IgG [1-A 2 Br 2.1 N 3.2
3 57 f b lgG-k l-A 1 Br 1.45 P 3.8
4 65 f b lgG-k -A 3 Br 16.4 N 3.8
5 58 m b kappa [-B 2 Br 14 P 3.2
6 62 m b lgG-k I-A 3 Br 6.8 N 3.3
7 58 m b lgG-I l-A 2 Br 4.9 N 3.7
8 64 m b IgA-k l-A 1 Br 2.3 N 4.8
9 59 m n IgA-I [I-A 1 Br 1.8 N 4
10 37 f b Kappa [-A 1 Br 2.1 P 3.9
11 61 m b lgG-k l-A 2 Br 21 N 3.3
12 56 m pd IgA-I [-A 2 Br 3.8 N 3.5
13 29 m b IgA-I [-A 1 Br 1.7 4.6
14 44 f pd Lambda [1-B 2 Ar 5.4 P 3.8
15 64 m b lgG-I l-A 1 Br 3.3 N 4.2
16 47 m b IgA-k 11-B 2 Br 2.0 N 2.5
17 61 f b lgG-I II-B 3 Br 17.3 N 3.6
18 59 m pd lgG-k l-A 2 Br 3.7 N 3.9
19 58 m b lgG-I l-A 2 Br 2.3 N 2.8

No- numero do paciente no protocolo conforme entrada no estudo; sexo: f-feminino, m-masculino; Raga: b-branco, n-negro, pd-
pardo; Estadio SS — Salmon Durie; Estadio ISI-International Staging System; Grupo de risco:BR — baixo risco, AR- alto risco;
Pesquisa da delegao do cromossoma 13 por hibridizagao in situ.
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Tabela — Pacientes distribuidos pelo tipo de regime de manutencéo , tempo de manutengao e padrao de
resposta

no Regime de Coleta Coleta Data Data Tempo de Ptn M PtnM Ptn M Status Status
manutengido PREM POSM PREM POS Manutengdo diagnostco PREM POSM PREM POSM

(dias)*  (dias)** (dias) (g/dl) (g/dl) (g/dl)
1 tal+dex nao sim 131 754 623 3.48 2.24 1.13 RM RPMB
2 tal+dex nao sim 181 376 194 6.2 1.77 0 RP RC
3 dex nao sim 174 312 137 2.75 1.45 0.84 RM RPMB
4 tal+dex nao sim 129 333 203 4.2 2 1.17 RP RPMB
5 dex nao sim 129 318 189 5.6 1.25 0.6 RM RP
6 tal+dex sim sim 159 333 174 5.46 2.76 1.69 RP RP
7 dex sim sim 272 375 103 4.69 1.3 0 RPMB RC
8 dex sim sim 168 514 346 1.81 0 0 RC RC
9 tal+dex sim sim 117 327 210 1.1 0 05 RC RPMB
10 dex sim sim 131 265 134 ns 0 0 RP RC
11 tal+dex sim sim 215 273 58 2.53 0 0 RC RC
12 dex sim sim 117 224 107 3.52 0 0 RC RC
13 nao sim nao 114 - - 3.59 0 - RC -
14 tal+dex sim sim 117 210 93 14 0.5 0.5 RPMB RPMB
15 dex sim sim 117 201 84 1.32 0 RC
16 tal+dex sim nao 114 5.84 1.39 6.46 RP DP
17 dex sim sim 116 214 98 3.77 2.95 233 SR RM
18 dex sim sim 90 229 139 443 3 3.55 RM RM
19 tal+dex sim 121 4.69 2.71 217 RM RP

PREM- Pré manutengao ; POSM- Pés manutencgao ; Ptn- M — Proteina monoclonal ; tal-talidomida ; dex —dexametasona. Critérios de resposta de Bladé: SR-
sem resposta; RM-resposta minima ; RP- resposta parcial ; RPMB- resposta parcial muito boa ; RC-resposta completa ; DP-Doenga progressiva. Ns- ndo
secretor.

* - Tempo do transplante até de coleta de amostra e inicio da manutengéo.

**- Tempo do transplante até coleta de amostra apds pelo menos 2 meses de manutengao.
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Tabela .Dados obtidos por citometria de fluxo e hemograma dos grupos de tratamento com dexametasona ou talidomida e
dexametasona

Nome
EBM
LC
RFP
CRP
GTS
CAT
JJM
PATF
JBS
EC
JJML
MAS
SLOC
JSA
LAS
SCCC
CF

Grupo
DEX
DEX
DEX
DEX
DEX
DEX
DEX
DEX
DEX

Talid + Dex
Talid + Dex
Talid + Dex
Talid + Dex
Talid + Dex
Talid + Dex
Talid + Dex
Talid + Dex

Leucometria Linf CF

/ mm3
2900,00
7300,00
4200,00
5700,00
4300,00
7400,00
4200,00
3500,00
5700,00
3300,00
6700,00
4900,00
5830,00
4300,00
5500,00
4700,00
4700,00

/mm3
814,61
1853,47
1532,16
3401,76
1573,80
2789,06
527,94
398,65
1288,20
1482,36
3360,05
1341,62
2322,67
1587,99
1590,60
2225,92
669,75

CD3
Linfoc
/mm3

441,84
1478,70

887,43
1719,93

638,49
1973,82

321,36

195,66

890,66

849,54
1612,82

615,00
1479,54
1339,95

857,97

965,38
288,53

CD3/4

Linfoc

/mm3
219,94
440,76
239,17
334,39
283,28
571,20
93,39
36,91
252,49
158,46
379,35
190,24
458,03
383,66
228,41
166,28
115,46

CD3/8
Linfoc
/mm3
227,93
982,34
583,45
1282,80
344,35
884,69
229,76
158,18
640,11
587,76
1205,25
423,82
1013,15
956,29
629,40
621,03
146,07

CD3-/

CD19/45 MN CD56+
R CD4 Linfoc Hemog /CD16 high
/CD8 /mm3 /mm3 /mm3
0,96 273,79 200,00 54,67
0,45 106,57 760,00 95,80
0,41 317,46 320,00 97,75
0,26 464,68 600,00 402,77
0,82 149,51 720,00 381,17
0,65 481,39 430,00 289,21
0,41 4,75 490,00 136,22
0,23 105,32 500,00 38,68
0,39 224,40 630,00 119,66
0,27 128,37 550,00 281,01
0,31 254,69 600,00 615,61
0,45 269,80 440,00 94,64
0,45 83,85 408,00 168,23

0,40 90,67 790,00

0,36 202,32 750,00 201,88
0,27 59,88 850,00 669,37
0,79 37,77 610,00 162,07

IF CD1a
4,098315
66,87296
129,8471
19,99762
10,94855
6,052805
18,41093
15,85855
186,9331
12,73978
76,39691
16,15858
139,9772
65,95874
12,5601
21,06582
16,75798

IF CD86
17,75562
11,89111
24,34395
20,72619
30,43177
4,709571
13,13302
13,82237
20,57962
25,69517
22,70876
31,78317
20,72638
28
25,54808
7,017722
9,034574

IF CD80
3,780899
4,751361
13,74522
7,395238
3,742729
3,475248
1717577
9,631579
5,907643
2,687732
7,512887
19,6699
12,0684
14,56974
9,679327
4,6
8,859043

IF HLA-
DR DC
17,26
47,25
39,36
19,86
25,30
6,47
6,05
10,10
290,82
17,03
30,29
23,74
22,76
33,83
9,90
6,52
27,42
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Tabela .Dados obtidos por citometria de fluxo e hemograma do grupo de individuos sadios

nome

D.A.
G.B.
GAB
HSD
CoC
RJPM
AF
RM
RR
S.C.
A.D.
MCM
R.E.
MCB

grupo

(R ORONONONONORONORONONONON]

Leucometria Linf CF

/ mm3

8100,00
7300,00
6000,00
5500,00
5200,00
5000,00
6100,00
5800,00
6300,00
6700,00
6500,00
5300,00
13100,00
9200,00

/mm3

1738,26
2871,09
2002,20
962,50

3018,08
2107,50
2384,49
2041,60
2906,82
2220,38
2057,25
1101,87
2944,88
1933,84

CD3
Linfoc
/mm3

1340,20
1387,60
1411,15
464,50

1767,39
1389,90
1904,49
1448,11
1946,41
1433,48
1428,14
830,59

1949,81
1347,11

CD3/4
Linfoc
/mm3

831,24
744,76
874,76
294,04
989,02
842,79
1118,33
604,52
1103,14
987,63
1136,01
577,71
1391,75
838,32

CD3/8
Linfoc
/mm3

435,09
530,86
481,53
150,63
664,28
469,76
708,19
429,96
698,80
346,60
268,27
218,50
499,45
497,77

R CD4
/CD8

1,91
1,40
1,82
1,95
1,49
1,79
1,58
1,41
1,58
2,85
4,23
2,64
2,79
1,68

CD19/4 MN
5 Linfoc Hemog
/mm3 /mm3

132,46 450,00
484,07 430,00
309,94 360,00
172,87 340,00
727,36 290,00
278,40 370,00
123,99 450,00
212,94 390,00
239,23 330,00
248,02 500,00
233,09 400,00

36,91 230,00
342,20 480,00
236,51 380,00

CD3-/
CD56+
/CD16 high
/mm3
93,21
665,82
164,73
113,66
673,66
248,43
281,32
217,30
336,07

158,47
110,27
378,61
182,25

IF CD1a

nd
nd

11,35906
21,86732
31,5
22,44992
51,58531
44,58438
14,5816
15,59044
13,19298
23,16927
9,107527

IF CD86

nd
nd
nd
6,286614
10,46437
18,43684
10,29064
28,88389
46,2125
17,29674
7,975052
29,96272
21,53452
7,77957

IF CD80

nd

nd

nd
14,82677
17,64373
6,710526
7,124795
6,196682

7.8
4,252226
5,856549
5,276316
14,11136
10,80645

IF HLA-
DR DC

nd
nd
nd
53,16
104,75
67,97
13,86
100,61
125,53
13,57
36,00
60,99
8,08
6,34
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Tabela .Dados obtidos por citometria de fluxo e hemograma dos pacientes pré-manutengao

nome
GTS
SLOC
JSA
RFP
LAS
CRP
JBS
RCC
MLFJ
SCCC
CAT
JJM
PATF
CF

grupo

Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man
Pre-man

Leucometria
/ mm3

6900,00
3400,00
3100,00
7497,00

nd
8700,00
5200,00
3200,00
5500,00
2500,00
4200,00
3100,00
3700,00
4100,00

Linf CF
/mm3

3694,26
1408,62
1810,71
2103,66
nd
5246,10
1497,60
1110,40
2520,10
1603,50
2152,92
870,48
1167,35
895,03

MN
CD3 CD3/4 CD3/8 CD19/45 Hemog /
Linfoc/mm3 Linfoc/mm3 Linfoc/mm3 R CD4/CD8 Linfoc/mm3 mm3

1486,94 214,27 1231,30 0,17 215,01 460,00
1316,50 306,94 1001,67 0,31 42,82 380,00
1149,08 268,35 820,98 0,33 277,40 320,00
1371,59 295,14 1076,02 0,27 464,49 1166,20
nd nd nd nd nd nd
1711,28 219,29 1280,05 0,17 849,34 750,00
1194,64 150,21 861,42 0,17 183,76 480,00
863,11 150,35 681,90 0,22 115,48 260,00
1590,44 154,99 1393,87 0,11 381,54 330,00
838,79 167,73 661,12 0,25 121,55 280,00
1287,88 228,42 508,73 0,45 376,98 340,00
525,77 125,09 399,90 0,31 10,88 280,00
664,34 76,93 598,15 0,13 344,37 490,00
438,83 113,76 288,74 0,39 128,53 410,00

CD3-
/CD56+/CD16
high/mm3
nd
25,04
127,21
nd
nd
1196,91
4,04
42,97
302,79
436,89
270,68
87,01
76,78
108,26
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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