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RESUMO

A doenca do enxerto contra hospedeiro aguda (DE€Hema das maiores causas de
morbidade e mortalidade pds-transplante de cétumeo hematopoéticas (TCTHS). E uma
doenca mediada por fatores imunologicos, que éidaficomo uma enfermidade sistémica
qgue rapidamente progride, caracterizada por imwiposssao e injdria tissular em varios
orgaos como pele, figado e intestinos. Uma vez agusintomas clinicos da DECHa sao
caracterizados por uma inflamacéo sistémica dongm, estudos sobre a DECHa tém
como alvo moléculas presentes na atividade inflanaat Citocinas e quimiocinas estao
diretamente envolvidas no recrutamento de leucgicggparticipam ativamente na DECHa.
Apesar de algumas moléculas serem sugeridas cossivps marcadores da DECHa, estes
dados ainda ndo sao aplicados na clinica. Sendn,gg®pusemos um estudo mais amplo da
doenca a procura de biomarcadores que pudessenutiseados precocemente como
marcadores da DECHa. Neste sentido, estudamosrasdst pele e sangue de 100 pacientes
submetidos ao transplante entre dezembro de 26@5@ de 2009, para diferentes variaveis
em dias pré-determinados no pos-transplante. Nésredimos que o0 aumento das citocinas
IFN-y e IL-5 no plasma e das quimiocinas IP-10 e IL-®rd 4 est4 associado a um aumento
do risco de desenvolver DECHa. Aléem disso, umaissmalas populacdes celulares no
acompanhamento poés-transplante mostrou uma cdicekgre a porcentagem de linfocitos
B, células NK e DECHa. Pacientes mostram risco atexe para DECHa quando tem
elevada porcentagem de células B logo apés o TCEHneedida que a porcentagem de
células NK aumentam, sofrem decréscimo da populB¢cdsém disso, vimos também que
linfécitos B sdo marcadores da doenca. Finalmemieuma analise protedmica das células
mononucleares do sangue, verificamos que existepr@@inas diferencialmente expressas
entre pacientes com DECHa no dia do diagnosticdo#gca e doadores saudaveis. Destas,
destacamos a galectina-1, a proteina DJ-1, a peot&lreticulina e a proteina 14-8-8ue
estdo envolvidas em diversos processos de sinatizagular. Nossos resultados sugerem que

varias moléculas podem ser utilizadas como mareadia DECHa.
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ABSTRACT

The acute graft-versus-host disease (aGVHD) isntiagor cause of morbidity and mortality after
allogeneic hematopoietic stem cells transplantafi¢®CTs). It is a disease mediated by immune factwhich
is defined as a systemic disease that progresgisyracharacterized by immunosuppression and digsjury in
various organs such as skin, liver and gut. Simee dinical symptoms of aGVHD are characterizedaby
inflammation of the body, several studies about BGVhas focused in molecules of inflammatory adfivit
Cytokines and chemokines are directly involvedeankibcytes recruitment, and are supposed to pateim
aGVHD. Although some of these molecules are sugdess possible biomarkers of aGVHD, these dataatre
yet applied in the clinic. Therefore, we proposemi@e extensive study of the disease to searchidonarkers
that could be used as early markers of aGVHD. Wdistl samples of skin and blood from 100 patiertis w
underwent transplantation between December 2005 Macth 2009, for different clinical and biological
variables, in pre-determined days after transptemaWe observed that the increase of cytokindééyrRand IL-
5 and the chemokines MCP-1 and IL-8 at D+14 iscased with an increased risk of developing aGVHD.
analysis of cell populations in post-transplantvet a correlation between the percentage of B Iyoptes,
NK cells and aGVHD. Patients showed an increasskl t® development aGVHD when they had a high
percentage of B cells soon after transplantatibowsa decrease of this percentage while NL celiseimse.
Finally in a proteomic analysis of blood mononuclealls, we found that there are 30 differentiakpressed
proteins between patients with aGVHD on day of dasgis and healthy donors. Of these, we highligkt th
galectin-1, DJ-1, calreticulin and 14-3&3proteins that are involved in various cell signgliprocesses. Our

results suggest that various molecules can beasetarkers of GVHD.
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1. A doenca do enxerto-contra-hospedeiro.

O transplante de células-tronco hematopoéticag Klf@em sendo utilizado ha
pouco mais de 50 anos como terapia para o tratanwmtdoencas hematoldgicas
benignas e malignas, doencas autoimunes e divewass tipos de doencas, inclusive
alguns tipos de tumores sdélidos.

O TCTH consiste em injetar células-tronco em pdegnmunossuprimidos.
Estas células podem ter origem na medula ésseguegperiférico mobilizado ou
sangue de corddo umbilical. Quanto ao tipo de do@ddCTH pode ser um transplante
autélogo, onde o doador é o proprio paciente, ansplante alogénico, onde o doador é
alguém compativel geneticamente (sistema HLA) comaciente, podendo ser um
parente ou alguém ndao relacionado, e por fim splante singénico, que ocorre entre
irmaos gémeos.

Um dos problemas que persistem no TCTHs € a dogoganxerto-contra-
hospedeiro (DECH). A maioria dos receptores dospkamte alogenéico desenvolve
algum grau de DECH aguda apos o transplante. A DEGiha doenca mediada por
fatores imunoldgicos, e é definida como uma enféade sistémica que rapidamente
progride, caracterizada por imunossupressao eidnjisisular em varios 6rgados como
pele, figado e intestinos (Baketral, 1996; Ferrara & Deeg, 1991).

A doenca pode se manifestar da forma aguda oucergMogelsanget al.,
2003). A DECH aguda (DECHa) ocorre nas primeirapas®s apos o transplante,
sendo mais frequiente e severa quando os HLAs ndd&dticos ou no transplante nao-
relacionado.A DECH crbnica (DECHc) € uma doenca ainda poucoheoiaa.
Antigamente o paciente que apresentasse a doepo#s dke 100 dias pos-transplante
ou que fosse uma DECHa continuada até depois dol@ia pos-transplante era
classificado como DECHc. Na verdade, hoje em diers@s que a DECHa pode se
manifestar apds trés meses do transplante, assim @ sintomas da DECHc podem se
desenvolver juntamente com a aguda, e ocorreregonutantemente (Filipovicht al.,
2005).

A primeira descricdo da DECH veio de experimentazuthentados em
roedores que tiveram reconstituicdo hematopoéts arradiacdo letal da medula
(Billingham et al, 1959). Animais que receberam enxertos de -cétuaso
singenéicas, ou seja, células retiradas de aninsaigénicos recuperaram-se da
toxicidade da radiacdo (doenca primaria) e aparantanormalidade. Animais que

receberam o0s enxertos de células-tronco de desueadéiferente, ou seja, com
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diferentes MHC (do inglésivajor Histocompatibility Complexcomplexo maior de
histocompatibilidade) recuperaram-se da doencagpi@nporém desenvolveram uma
doenca secundaria, que hoje é conhecida como DIESHds animais desenvolveram
eritema, diarréia, doenca hepatica, e todos essEsnas levavam a uma destruicdo
severa que resultava em morte. Anos antes, outsgusadores descreveram o efeito
enxertoversusleucemia em animais. Animais que receberam cétubaso
alogenéicas e células leucémicas conseguiram ree tha leucemia apos o transplante,
enquanto os animais que receberam células singsn&do ficaram curados da
leucemia (Barnest al, 1956).

Bilingham postulou as condicdes necessarias maranducdo da DECH
(Billingham, 1966). Primeiro, o enxerto deve conteglulas imunologicamente
competentes. Segundo, o0 hospedeiro tem que pasicanho para 0 enxerto e deve ser
capaz de estimular as células do doador. E, finakn® sistema imune do hospedeiro
deve ser incapaz de gerar resposta imune (evi@asglm a rejeicdo do enxerto), por um
tempo suficiente para que o enxerto seja sensdiize o ataque imunoldgico ao
hospedeiro seja aumentado. Diferencas antigénstasutam os linfocitos do doador a
atacar primeiramente as células epiteliais e memaBranucosas na pele, trato gastro-
intestinal e ductos biliares.

Ainda que Billingham tenha desenvolvido este modphra descrever as
observacoes vistas apdés o TCTHs, existem outréasvdescricdes para apresentacoes
incomuns da DECH. Por exemplo, pacientes imunonmpaientes, tais como pacientes
que tenham recebido quimioterapia intensiva prodiiaplasia ou criancas que
nasceram com imunodeficiénicas, desenvolveram DB} receberem transfusdes de
sangue contaminadas com linfécitos viaveis (Aghal, 1998). Esses pacientes néo
podem aumentar a resposta imunoldgica suficientrgara rejeitar esses linfocitos e
por isso podem desenvolver DECH. A DECH transfusialifere da DECH seguida ao
transplante alogenéico em um aspecto significanf@ECH transfusional causa aplasia
da medula e muitos destes pacientes apresentasoninterashs diarréia e elevada
funcdo hepatica, mas também apresentam pancitop@ni®ECH causada pela
transfusdo de sangue pode ser prevenida com adenooca destruicdo dos linfocitos
que sao recolhidos através de irradiacdo ou fdtragxistem ainda outros casos de
DECH néao relacionadas com o transplante de céltdaso hematopoéticas, tais como

DECH relacionada ao transplante de figado, ou derpas (Tayloret al, 2004;
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Weinsteinet al, 2006). Nos dois casos, sédo considerados doiseefatmmo os fatores
principais de risco: a idade do receptor do 6rgaaerrelacdo dos HLAs.

O MHC € uma regido genética definida inicialmegméa rejeicdo dos enxertos
de pele entre camundongos geneticamente incomizatiZen humanos, o MHC,
conhecido como regido do antigeno leucocitario mam@HLA, do inglésHuman
Leukocyte Antigen compreende cerca de 3Mb localizadas no bragcdo cdo
cromossomo 6. Esta regido contem cerca de 200 d8mek & Trowsdale, 1999;
Shiinaet al, 1999), dos quais muitos estdo envolvidos corposa imune e alguns
exibem um extensivo polimorfismo genético. Os geqes codificam moléculas HLA
classe | (A, B e C) e classe Il (DR, DQ e DP) s&dooi com maior polimorfismo
humano, onde cadacus (por exemplo o HLA-B ou DRB1) tem mais de 300 adel
(Marsh, 2000). Os HLAs de classe | estdo envolvigbapresentacao de peptideos para
as células T CDBe as moléculas de classe Il apresentam antigemasap células T
CD4'.

Na DECH, o ataque aos tecidos do receptor do enxkr células-tronco é
mediado pelas células T aloreativas (Hansénal, 1997; Dennertet al, 1985).
Moléculas de HLA tém um efeito maior no transplamtevido ao papel fundamental
que desenvolvem na ativacdo das células T e nasplosta. Uma quantidade
significativa das células T circulantes sao aldavaeat isto €, elas reconhecem HLAs
estranhos, ou “nonself’. As diferencas estrutui@slificadas pelas sequéncias de
polimorfismos no HLA de classe | e Il induzem asati@o das células T e as reagdes
imunoldgicas mediadas pelas células T aloreativapeles anticorpos anti-HLA
produzidos pelas células B.

Mesmo com HLAs idénticos entre pacientes e doadam®a grande namero de
pacientes ainda desenvolvem DECH. Isto esta reladma diferencas nos antigenos de
histocompatibilidade menor. A existéncia de siserda antigenos segregados nao-
HLA tem sido mostrada em diversos modelos anintzigretanto, estes antigenos néo
foram precisamente definidos em humanos (Gouéhyal, 1996). A maioria dos
antigenos menores é expressa na superficie cetutar peptideos degradados ligados a
moléculas de HLA especificas. Por isso, a selegdard doador sem familiares é
limitada. O paciente tem cerca de 20 a 30% de esade encontrar um doador
compativel entre sua familia. Quando nao existemoi@s compativeis dentro da
propria familia, existe a possibilidade de se nerax um banco de doadores voluntarios

ou banco de sangue de corddo umbilical (Vogelsdrad, 2003). Porém, transplantes
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alogenéicos ndo-aparentados aumentam ainda mhenaecdo paciente desenvolver a
DECH.

2. A doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda.

Mesmo com uma terapia imunossupressiva adequadposdransplante, a
doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda (DECHainda a maior causa de
morbidade e mortalidade no pés TCTHs, mesmo enep@s que receberam enxertos
com HLA idéntico (Couriekt al, 2004). Mais de 30% dos pacientes que recebem o
transplante de células-tronco hematopoéticas ddodes relacionados, ou seja, com
HLA idéntico, e a maioria dos pacientes que recebexertos de outras fontes, ou seja,
doadores nao-aparentados, desenvolvem DECHa granddpendente da profilaxia
imunossupressiva (Goket al, 2001; Gajewski & Champlin, 1996).

A disparidade entre os HLAs é o fator de maior igspakicdo dos pacientes a
desenvolverem a DECHa (Beatty al, 1985). Porém, outros fatores relevantes tém
sido identificados como fatores de predisposicaalesenvolvimento da doenca, tais
como idade do receptor, diferencas de sexo (doddormina e paciente masculino),
antigeno de histocompatibilidade menor em tranggdahiLA relacionados, idade do
doador, fonte e dose das células-tronco hemata@pséta intensidade do regime de
condicionamento, e a profilaxia da DECH (Jacobs®Mogelsang, 2007).

O modelo proposto para o aparecimento da DECH aguda modelo de trés
fases (Teshima & Ferrara, 2002). Em um primeirotame, o0 regime de
condicionamento produz injdria tissular, onde gotirias e citocinas inflamatérias séo
liberadas e as células dendriticas do receptorasi&adas no baco e nos tecidos
periféricos. Apés a infusdo das células-tronco hepwgticas, as células T do doador
reconhecem antigenos do receptor apresentadas pélalss apresentadoras de
antigenos (APCs) ativadas e fazem uma expansdaalclassim, mais quimiocinas e
citocinas sao liberadas e as células efetorasspgariicas como células NK, mondcitos
e macrofagos sao ativados. Na terceira fase, adamjd tecido ocorre. Queratinocitos
morrem por apoptose na pele, figado e intestinosddea desequilibrio entre as
citocinas, e as células T auto-reativas do doatdmaen o restante do sistema imune do
receptor.

As manifestacfes clinicas da DECHa sé&o, basicaneermatite, enterite e
hepatite. A graduacdo clinica da doenca é obtidaaderdo com o grau de

comprometimento da pele, volume de diarréia e sidei bilirrubina encontradas no

5



Introducéo

sangue (IBMTR, 1997). A tabela | mostra o sistermaedtadiamento da DECHa de
acordo com o acometimento dos 6rgaos.

A pele € um alvo inicial da doenca e geralmentedégéo mais comprometido
(Martin et al, 1990), comecando pelas palmas, maos, plantpé&xwrelhas e mucosa
oral (Figura 1). Em geral, os achados na pele geneaos achados no figado e no trato
gastrointestinal. Inicialmente lesdes eritematesasvistas. Em casos mais severos, as
manchas se juntam num eritema confluente (grae ppde haver comprometimento da
subepiderme, levando a formacéo de bolhas (graM¥gelsanget al, 2003) (Figura
2). O principal sinal do envolvimento do trato gaisitestinal é a diarréia, com ou sem
sintomas de acometimento do trato gastrointegfir@l) alto, como anorexia, nauseas e
emese. A forma mais severa de DECH do TGI se n&aif®om caimbras abdominais,

com sangramento ocasional e paralisacao do ilbal@gal, 2000).

Tabela | — Critérios para o estadiamento dos érgdosom DECH agud4.

INDEX Pele Figado TGI
Estagio Extensado do rash Estagio  Bilirrubina (mhjol/ Estagio Diarréia (mL/d)
1 <25% 0 <34 0 <500
B 2 25% - 50% 1-2 34 -102 1-2 550 - 1500
C 3 > 50% 3 103 - 255 3 > 1500
4 4 4 Dor abdominal severa
D Bolhas > 255

e paralizagédo do ileo.

a — adaptado do IBMTR, 1997

A DECHa no figado se manifesta por uma hiperbliimemia e aumento da
fosfatase alcalina (Arat al, 2002), e, em menor grau, niveis de transamin@dgsek
et al, 2002). Porém, a elevacéo isolada dos niveissfathse alcalina pode ser a Unica
manifestacéo do envolvimento do figado.

O diagnostico e gerenciamento da DECH aguda &aemiatravés de biopsias
dos tecidos envolvidos na doenca. Embora estejarislesque as biopsias séo
desprovidas de sensibilidade e especificidade (Kngéallet al, 2003), quando elas séo
positivas, podem ser utilizadas para a confirmadéo diagndstico mesmo com
manifestacbes ndo especificas, predizendo ressltado guiando a terapia

imunossupressiva (Soci al, 2004).
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Figura 1 — Les0Oes eritromatosas observadas na palnda mao e na planta dos pés
de pacientes submetidos ao TCTHs, caracterizandotadiamento de pele grau | a
Il.

Figura 2 — Les0Oes eritrodérmicas com formacgéo de Bws observadas na face de
um paciente submetido ao TCTHs, caracterizando esfeamento de pele grau IV.

Tanto o tratamento como a prevencédo da DECH asfinléaseados na tentativa
de interromper o ciclo patofisiologico da doencaodelo de trés fases). Todos os
tratamentos atuais para a doenca afetam mais devemto neste ciclo através da
imunossupressdo nado especifica relativa e de nsegasi anti-inflamatorios. Deve
existir sempre o constante balanco e revisdo dosficeos da terapia contra as duas
principais complicacdes que sao resultantes da assupressdao e dos efeitos anti-
inflamatorios: infecgéo e recaida da doenca malign@&corréncia da doenca maligna é
resultante do bloqueio do efeito benéfico do emxestsusleucemia, que estd
associado a DECH. Entéo, os beneficios e duracéodds essas terapias precisam ser

balanceados constantemente contra as complicag@esstps mesmas terapias trazem
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para o paciente, colocando a sua vida em riscopridsipais tratamentos contra a
DECHa séo divididos em duas fases, conforme vizagdis na figura 3 e explicados

mais adiante.

2.1. Terapia Primaria

O gerenciamento inicial da DECHa usualmente éizagd com esterdides.
Esteroides, em combinacdo com ciclosporina (Maetinal, 1990; Jacobsohn &
Vogelsang 2002) ou com tacrolimus (Przepiorgaal, 1999) tém sido considerados
como terapia padrédo para a administracdo da DEQHIaagMartin et al, 1990;
Przepiorkaet al, 1999). Seus mecanismos de acdo ainda ndo s@s,chas estido
relacionados com a supressao da atividade der@®cA maioria dos centros utiliza
metilprednisolona (MP) em doses de 2,0 mg/kg. Alases também sédo efetivas,
porém causam diversos efeitos colaterais e dandsbdieos severos, incluindo
hiperglicemia, retencdo de liquidos, enfraquecimentiscular e aumento na taxa de
complicacbes infecciosas (Martiat al, 1990; Jacobsohn & Vogelsang., 2002).
Entretanto, uma vez que seja notada melhora climé@a existe nenhum consenso
relativo a melhor forma de diminuir os esterdides pacientes responsivos, mas quanto
mais rdpida a diminuicdo, pode resultar em uma meamplicacdo relacionada aos
esteroides (Hingst al, 1993).

Diagnéstico da

DECH aguda retirar MP

gradativamente

2 mg/kg/dia <]
5 ou 7 dias

responsivo
Metilpredinisolona /

n&ao responsivo

Dia C
22 linha de tratamento
12 linha de tratamer MP 2-5mg/kg
| ATG, anti IL-2, anti CD147
Anticorpos anti TNF
MMF, ECP
Dia 7

Figura 3 — Fluxograma do tratamento da DECH aguda pés o seu diagnostico (Dia
0). Primeira linha de tratamento consiste na admimg&trale metilpredinisolona (MP) 2
mg/kg/dia. No Dia 7, se ndo houver resposta doepéei € iniciado uma segunda linha
de tratamento, onde além da MP continuada, sdaiadas uma ou mais terapias,
conforme discusséao a seguir. Adaptado de BacigaR(iy .
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Aproximadamente 50% dos pacientes que sao tratzmtnsesterdides na fase
inicial da doenca alcancam uma resposta parcialoowpleta a terapia (Martiet al,
1990). O restante dos pacientes necessitam dearapaa secundaria para o tratamento

da DECHa refrataria a esteroéides.

2.2. Terapia Secundéria

Atualmente, ndo existe nenhum consenso relativdefnicdo da DECHa
refrataria a esterdides ou a melhor forma de adinéla. Numerosos agentes tém sido
e continuam sendo avaliados, mas infelizmente caixob resultados uniformes. A
globulina antitimocitica (ATG, do inglémntithymocyte globulintem sido a forma mais
comum de imunossupressao. O ATG se une aos liogdit circulantes originando
linfopenia e diminuicdo das respostas imunoldgaas células T. Diferentes trabalhos
tém mostrado a sua eficacia (Ruetual, 1997; Hingset al, 1993; Royet al, 1992),
porém com morbidade e mortalidade significantesincralmente devido a
complicacbes infecciosas. O ATG pode causar reacfidgis, hipotenséao,
trombocitopenia, e em casos raros, reacOes aia#atPacientes pré-tratados com
ATG podem desenvolver desordens linfoproliferatimaspos-transplante, geralmente
associadas ao virus Epstein-Barr (EBV). Entretactoca de 20 a 50% dos pacientes
melhoram com a administracdo do ATG, e, no casbE@H cutanea, sdo observadas
respostas em cerca de 60 a 75% dos pacientes (ZB£E(),

Anticorpos monoclonais tais como daclizumab, wsihab, infliximab e
alemtuzumab tém sido avaliados no tratamento eepgéw da DECHa. Daclizumab é
um anticorpo monoclonal imunoglobulina G1 (IgGlege liga diretamente ao CD25
(Junghanst al, 1990), que é o receptor de IL-2. Assim, estecargb compete com 0
IL-2 na ligacdo ao seu receptor (CD25) (Quetral, 1989). O infliximab € um
anticorpo monoclonal quimera (camundongo-human&ligque se liga tanto na
subunidade soluvel quanto no precursor de ligagdmembrana do TNE-(Scallonet
al., 1995), o maior mediador da terceira fase nageaia da DECHa. Infliximab inibe
uma larga quantidade de atividades biologicas dé&-dlgelo bloqueio da interacdo
destas moléculas com os seus receptores. Ele tapiancausar a lise das células que

produzem o TNFx (Scallonet al, 1995). Outro anticorpo humanizado, visilizumsé,
liga a cadeize de CD3, o receptor de células T. Visilizumab indetetivamente a

apoptose das células T ativadas (Carpezitat, 2000), afetando predominantemente a
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segunda fase (fase efetora) na patogenia da DE@MHaanticorpo anti-CD52,
alemtuzumab, utilizado para a deplecéo de célulaariibém tem sido utilizado para o
tratamento da DECHa. Como este anticorpo é re&intm com células T quanto com
células B, o risco de desordens linfoproliferatimasociadas a EBV é baixo (Wandroo
et al, 2004; Jacobsohn & Vogelsang, 2002). Este amticérutilizado no tratamento da
DECHCc.

Uma estratégia para aumentar a eficacia dos gmbisononoclonais ou ligantes
bioldgicos tem sido associa-los a uma toxina (inoxioa) que pode se grudar na
célula-alvo apropriada. Denileucina diftitox, qugal ao receptor da IL-2 (CD25), tem
recebido consideravel atencdo. Apos a ligacdo agacsio CD25, o fragmento catalitico
A da toxina € translocado para o citoplasma, ieterflo com a sintese protéica da
célula, levando a mesma a morte @ial, 2004).

Em paralelo com as variadas experiéncias com aaptie monoclonais e
imunotoxinas, velhas e novas drogas quimioteragegitou imunomodulatérias tém
sido utilizadas no tratamento da DECHa refratdvlacofenolato mofetil (MMF) € o
etilester morfolino do acido micofendlico (MPA) essui atividade imunossupressiva,
assim como atividades antibactericida, antivirahgfungica. O composto ativo, MPA,
inibe a iosina monofosfato desidrogenase, interflieriassim na sintese de guanosina
trifosfato. Como os linfocitos ndo possuem uma aiternativa para a sintese de
guanosina trifosfato, eles séo atacados pelo MMfencialmente (Deeg, 2007).

Outras drogas também séo utilizadas no tratamenRECHa de acordo com os
diferentes centros. Pentostatina, um analogo déeasideo que inibe a adenosina
desaminase, € um outro imunossupressor que tenutdidado para a administracéo da
DECHa (Vogelsang, 2000). A administracdo de peatost leva a um acumulo de
2'desoxiadenosina 5'trifosfato, que leva predomiearente as células T e NK a morte.

Uma outra abordagem para o tratamento da DECHatéfarese extracorporea
(ECP, do ingléextracorporeal photophere$jonde o paciente € ligado a uma maquina
de aférese e seus leucdcitos sdo recolhidos emboitsa. Assim, cerca de 5 x %10
leucécitos do paciente sdo expostos extracorporgana® 8-metoxipsoraleno, seguido
de radiacdo UVA antes de retornarem ao pacient@r{i@ret al, 2000). A ECP resulta
na apoptose de todos os leucécitos ativos dengr@4la 48 horas seguintes. As células
apoptaticas séo utilizadas pelas APCs, e este ggodeva a supressao da reatividade
das células T, diminuicdo das citocinas liberadasdacéo das células T regulatorias
(Fosset al, 2005).
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Portanto, existem varias terapias para o tratandmi@ECHa. Entretanto, antes
mesmo da ocorréncia da doenca, é iniciada umalgxafida DECHa, baseada na

administracdo de agentes imunossupressores.

2.3. Profilaxia da DECHa

A prevencdo da DECHa é iniciada antes mesmo deplame de células-tronco
hematopoéticas, e é baseado na imunossupressgwin@&os regimes de prevencao
eram baseados em uma longa administracdo de mxetotrMTX), porém a
ciclosporina A (CSA) passou a ser reconhecida cgemta imunossupressor que induz
menos mucosite, e que possui uma atividade de smfwesquivalente ao MTX em
prevenir a DECH (Deegt al, 1997; Stortet al, 1988). A combinac&o dos dois — uma
curta administracdo de MTX e uma longa administrad@ CSA — tornou-se o padréao
global na profilaxia da DECH, assim como estudosdoanizados mostraram
diminuicdo no aparecimento de DECH graus lll e IVs#bsequente melhora na
sobrevida dos pacientes com leucemia e anemiatiapléSorroret al, 2005; Locatelli
et al, 2000). A introducdo da CSA foi acompanhada dagittades especificas da
CSA tais como danos renais, hipertenséo, tremonesutoxicidade (Loughraet al,
1985), o que requer uma terapia de suporte paralap®s da CSA, além do
monitoramento dos niveis séricos da CSA concongtaehte. No caso de
neurotoxicidade, a CSA deve ser suspensa imediatame

Novos agentes farmacolégicos que interferem contivacdo das células T,
como o Tacrolimus (FK506) e o Sirolimus (rapamigingbram introduzidos nos
altimos 10 anos. Em transplantes HLA-idénticos cdoador nao-relacionado, a
combinacédo de tacrolimus e MTX resultou em sigaifite reducdo da incidéncia de
DECH quando comparada com CSA/MTX e uma reducaoxieidade renal e da taxa
de recaida, sugerindo que o tacrolimus é uma atteenapropriada a CSA (Nashal,
2000).

3. Bases Moleculares da DECHa.

Levando em consideragdo que a DECHa se manifestarma de dermatite,
hepatite e enterite, podemos dizer que esta doadza mais € do que uma inflamacgéo
sistémica do organismo do individuo transplantddesta forma, as moléculas que
atuam no recrutamento dos leucocitos para os gigomflamacdo sédo as principais

candidatas no estudo molecular da DECHa.
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O modelo original de migracdo de leucdcitos parssities de inflamacdo é
caracterizado por um processo de multiplos pasgmsnger, 1994). Com a inflamacéo,
o tecido libera moléculas de citocinas e quimicgjngue promovem a ativacdo das
vénulas do tecido inflamado, que consiste num atondam expressao de moléculas de
superficie endotelial, como as selectinas. Alénsdjisas citocinas funcionam como
moléculas quimioatractantes, promovendo a atrag@olelcdcitos para os sitios de
inflamacédo. Assim, quando os leucocitos sao atsaddositio inflamado, ocorre o passo
inicial do processo de migracdo dos leucdcitose fpstsso envolve o tateamento e
rolamento dos leucdcitos pela superficie das véraddoteliais ativadas, primeiramente
pela interacdo das selectinas e seus ligantesrdeidiatos. Em seguida, os leucdcitos
que estdo rolando encontram quimiocinas ligadasugerficie das vénulas por
proteoglicanos. A sinalizacdo que ocorre através tEceptores de quimiocinas
presentes nos leucdcitos leva a um aprisionamenteuddcito na superficie da vénula
(Campbellet al, 1998). A transmigracdo através da superficie al@de endotelial
envolve interacdes entre as integrinas dos lewdetmoléculas de adesao (Johnson-
Leger & Imhof, 2003). Portanto, varias moléculas saportantes no recrutamento de
leucécitos, destacando-se as citocinas e as guimmpe seus respectivos receptores.

Citocinas é o termo genérico empregado para designagrupo muito extenso
de moléculas envolvidas na emissdo de sinais eafe células durante o
desencadeamento das respostas imunes. Todas @sasitGado pequenas proteinas,
algumas contendo moléculas de acucar ligadas (Wiysbcal, 2005). As diferentes
citocinas podem ser enquadradas em diversas caggointerferons (IFN),
interleucinas (IL), fator estimulador de coloni&SE), fator de necrose tumoral (TONF
e TNR), e fator de transformacédo de crescimento (B&F

As quimiocinas pertencem a uma grande familia déepras com cerca de 8-
12kD, que tem como a funcdo primaria serem mol&cuaimioatractantes de
leucécitos (Wysocket al, 2005). Estas proteinas tém funcdes adicionaipreessos
como angiogénese, hematopoese e ativacdo de cdllsistema imune. As familias
sdo subdivididas baseadas no numero e na posicBibigle terminal dos residuos de
cisteina. A maior parte das quimiocinas sdo dasamillas CC (CCL1-28) e CXC
(CXCL1-16), enquanto a familia C contém dois merab(BCL1 e XCL2) e a
subfamilia CX3C apenas um membro (CX3CL1).

Duas classes de quimiocinas foram definidas (Meseail., 2004); a classe das
quimiocinas homeostaticas, cujas moléculas funaespecificamente na migragdo de
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leucdcitos para os tecidos linféides, assim comberaatopoese; nesta classe estdo as
guimiocinas como a CCL19, CXCL12 e 13, que se ligaos seus receptores
especificos. Temos também a classe das quimioanfiasnatorias, que inclui um
grande numero de moléculas envolvidas na migragdcacélulas da imunidade inata e
adaptativa para os sitios de inflamacdo (FiguraQ@imiocinas deste grupo séo
expressas em resposta a um estimulo inflamatdr@yindo produtos moleculares
associados a patégenos e a citocinas inflamattaiscomo TNE e IFNs (Moseret
al., 2004). Elas sé@o expressas por células tecidfiarsplastos, células endoteliais,
células dendriticas, monacitos, células NK e célilaVarias quimiocinas deste grupo
estdo envolvidas na recirculacédo de células T dudria restritas a tecidos especificos
tais como o intestino delgado (CCL25/CCR9) (Papiadetkal, 2003; Kunkel et al,
2000) e a pele (CCL17, CCL22/CCR4) (Raassal, 2001; Campbekt al, 1999).

Express&o do receptor no leucécito

Células Produtoras Quimiocinas Rex B D E L Ma Mp N NK P T1 T2

APCs, endotilio .~ EXCHE 52—;%7‘( = CXCR1 B
células epitélials . cxors (GROp) ————CxcR2 X
|
APCs, endotélio, células ~CXCL8 (Mig) ———__ =1 T 1
epitéliais, neutrsfilos, limo, < — CXCL10 (IP-10)————==CXCR3 X x| Ix
células T ~ CXCL11 (I-TAC—" 1‘
APCs CXCL16 CXCRE X
~ CCL2 (MCP-1)~—
Endotélio, células epitéliais, | L7 (MCP-3) ——coR2 i |5 . % % |5
fibroblastos, monécitos 1 ccLs (MCP-2)- — ]
- CCLA3 (MCP-4)—= CCR1 x| x X X x| x
APCs - CCL1S {HCC-Z)”? |
T, B, NK, células epiteliais, fibroblastos, [ CCL3 (MIP-1a} T 1
endotélio, neutréfilos, plaquetas, APCs | ggt; ::‘::‘Tl:;s} / —+*CCRS5 X X X X| |x
Endoteélio, células epitelials, fibroblastos, [ ©CL11 (Eotaxin) ~ CCR3 X X | %
células T L CCL24 (Eotaxin-2)
Timo, endotélio da pele, APCs { ggtg 34’;’::(;’ CCR4 X X | X
Queratinécitos, células da mucosa epitelial ggtg; ::;‘::?K) — CCR10 X X X | X
- CCL25 (TECK)- - cCRY x| X
Epitélio timico e do intestino delgado~ | |
- |
Células T, NK e mastacitos { %o :t:::n;‘:'éz’n‘ H/ XCR1 X x| x| |x
|
Endotélio, células epiteliais, DC ——— CX3CL1 (Fractalkine) CX,CR1 X x| x X | x| x

Figura 4 — Quimiocinas inflamatérias e seus receptes. Todos os leucécitos
apresentam pelo menos um receptor de quimiocirsuaauperficie celular, sendo que
alguns receptores sao encontrados em mais de onddéideucdcitos. Legenda: B —
célula B; D — célula dendritica; E — eosindfilo;-L células de Langerhan; Ma —
mastocitos; M@- macrofago; N — neutrofilo; NK —wdélnatural killer; P — plaquetas;
T1 — células T1/T:1; T2 — células {2/T.2. Adaptado de Wysockit al, 2005.

Ainda que as interacdes entre as células T elaaséfetoras durante a DECHa
seja um processo complexo de multiplos passosn&darado que a DECHa pode ser
sumarizada em um processo de trés fases com uemaf@asnte e outra eferente (Antin
& Ferrara, 1992; Ferrarat al, 2003). Injarias no epitélio e endotélio do hosex
geram sinais inflamatorios que recrutam célulasoTddador (Fase 1). Neste meio

inflamatorio, as células T do doador reconhecerardgigenos, resultando na ativacao e
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proliferacéo (fase Il). As primeiras duas fasessttuem a fase aferente da DECHa.
Finalmente, as células T causam injuria adiciotralvés de mecanismos especificos e
nao especificos durante a fase eferente (fase HBje modelo de trés fases esta

exemplificado na figura 5.

Fase 1 Fase 2
R/egime de \ as\

condicionament Efeitos do Ativagéo d
condicionamento » edlulbs T ol
-

' . Célula APC

- o do recentor
-
¢ CélulaT CD4"
do doador

Célula T CD8" do v .
doado Célula ativada
@ do doador
| cm>

/ Fase 3

Fase efetora celular e
inflamatéria

| cuL V Macrofagos do

] | ador/recentor

g

%
Tecidos alvos da
DECH

Figura 5 — O modelo de trés fases da DECH&urante a fase 1, o regime de
condicionamento (irradiacdo e/ou quimioterapiaplavdano e ativacdo dos tecidos do
hospedeiro e a inducdo da secrec¢éo de citocinasnatorias (TNFa e IL-1). Aumento
na expressdo de antigenos HLA e moléculas de adesamm ao aumento do
reconhecimento do HLA do hospedeiro pelas célulasafluras do doador. Durante a
fase 2, células T do doador proliferam e secretathd IFN+y. Estas citocinas induzem
ainda mais a expansao das células T, induzem pgstasdos linfocitos T citotoxicos
(CTL) e das células natural killer (NK), e mais ongante, induzem os macréfagos a
produzir TNFe e IL-1. Ainda, oxido nitrico (NO) é produzido pesses macrofagos
ativados, o que contribui para a injuria tissularamte a fase 3. Lipopolissacarideo
(LPS), que é liberado pela mucosa intestinal queldoificada na fase 1, juntamente
com o IFNy, da fase 2, estimulam ainda mais os macrofagesratar citocinas e NO.
Durante a fase 3, CTLs e NKs induzem a destruig@ tdcidos alvos através da
citotoxidade mediada por células. Adaptado de Jedisal, 2005.
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Aplicando este modelo aos processos que ocorregemt@uo TCTH, podemos
dizer que o primeiro passo da DECHa ocorre durarfeese do condicionamento, uma
fase que ocorre antes das células do doador safendidas no paciente. A terapia de
condicionamento, que inclui quimioterapia e/ou o#etiapia, é muito toxica para 0s
tecidos e leva ao dano e ativacdo (inflamacgéo)tdoslos dos pacientes, incluindo
mucosa intestinal, figado e outros tecidos. Osdtsciinjuriados respondem com a
producao de fatores, como quimiocinas, citocinagkculas de adesao, que sinalizam
ao sistema imune que a injaria ocorreu, resultaeao uma resposta inflamatéria
(Ferrara, 1993).

Assim, quando as células do doador sdo infundidgsaciente cujos tecidos ja
foram danificados por diversos fatores, tais conan@nca de base do paciente e seu
tratamento prévio, infeccdes, e o regime de cooné&nento constituido de altas doses
de quimioterapicos administrados antes do TCTldcuifs inflamatérias sdo secretadas
pelas células ativadas do paciente, sendo as maians TNFe e IL-1 (Xunet al,
1994). A presenca de citocinas inflamatérias ndat®e aumenta a expressdo de
moléculas de adesdo, quimiocinas, moléculas cowelstiorias e antigenos de HLA
(Chang & Lee, 1986; Pobet al, 1996). Estas moléculas levam a ativacdo dasaselul
dendriticas e reconhecimento do HLA do hospedetaspcélulas T maduras do doador
(Matzinger, 2002). O TN ainda contribui na injaria intestinal, afetandmizgridade
da mucosa intestinal diretamente. Isto resultab®sdcdo de LPS, um componente da
parede celular de bactérias gram-negativas, que magapar através da mucosa
danificada, e que sinaliza aos linfocitos e magadapresentes no intestino a produzir
mais TNFe e IL-1. A liberagdo de LPS e ativagdo dos linfdgie macréfagos resultam
na amplificacdo da injuria tecidual local e promuove resposta inflamatoria.

Apresentacdo dos antigenos do paciente as célutks doador, ativacdo das
células T do doador e proliferacdo e diferenciagéstas células T ativadas sdo os
passos cruciais na segunda fase da DECHa. Apdiisiiindo enxerto, as células T
contidas no enxerto reconhecem antigenos estratthbespedeiro apresentados pelas
APCs. Quanto maior a disparidade entre os HLAsa#mldr e do paciente, maior sera a
resposta das células T.

A ligacéo do receptor de células T com o peptaj@esentado pela molécula de
HLA contida na superficie das APCs determinam aaligiacdo inicial para a

estimulacdo das células T. Entretanto, um segum#b c0-estimulatorio € necessario
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para a estimulagdo completa das células T. O agkultlo primeiro sinal é regulado
pelo segundo sinal. Trés resultados podem ocatieacdo completa, ativacao parcial
ou anergia. Um crescente niumero de vias co-estionida da célula T tem sido
identificado (Dentoret al, 1999; Salamat al, 2001), porém as vias mais importantes
parecem ser mediadas pelas interagfes entre CD28BZoe CD40 com seu ligante
CD154.

A ativacao e proliferacdo das células T é segp&la secrecédo de citocinas e
quimiocinas (Ho & Glimcher, 2002). A ativacdo enxmlmultiplas vias, que acabam
por ativar a transcricdo dos genes para citocic@®o IL-2, IFNy e seus receptores
(Tseng & Dustin, 2002). IL-2 ha muito tempo € cdesada a primeira citocina
envolvida na DECHa, tanto por seu papel centrasaeteum fator de crescimento de
células T como pela agéo da ciclosporina (CSA),&uaenhecida por inibir a expressao
a nivel transcricional de IL-2 (Ringden, 1986). Sahkinfluéncia de IL-2 e outros
mediadores imunes, as células T aloreativas sendgpae diferenciam em linfocitos T
citotéxicos (CTL).

Ja foi demonstrado que IFNesta presente em niveis extremamente elevados
em camundongos com DECHa (H#l al, 1997). Junto com IL-2, IFN4nduz tanto a
expansdo das células T, quanto as respostas das €MIKs e ainda induz os
macrofagos a produzirem IL-1 e TMNE-IFN-y, como outras citocinas inflamatorias,
induz o aumento da expressao de quimiocinas, nmaEade adesdo e moléculas de
HLA, que aumenta o recrutamento de células e desaptacdo de antigenos. Outro
efeito importante no contexto da DECHa é que o yFiNduz diretamente o dano
tecidual (Dicknsoret al, 1991; Mowat, 1989).

E amplamente conhecido que o sistema imune éi gdrem alvo da DECH, e
gue imunossupressao é um fato comum de se obssrvaacientes com DECHa. Em
varios estudos, o IFM-aparece como mediador desta forma de imunosséaprasavés
da inducéo da expressédo de NO e Fas (Klinpell, 1990, Wall & Sheehan, 1994).
Entdo, pelo aumento da apoptose mediada por Adsy fesempenha um importante
papel na regulacdo da morte celular das célulasvadas do doador (Refaedt al,
2002). O IFNy também reduz a quantidade de LPS necessaria sdraular
macréfagos a produzir citocinas inflamatorias e $@ndo assim, o IFM-tem duas
fungBes opostas: em uma, intensifica a DECHa pelainacdo das células dendriticas,

levando a producdo de citocinas inflamatorias e MOpor outro lado, diminui a
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DECHa pela inducdo da expressdo de receptores slemdsa células T do doador,
causando a sua morte celular induzida e diminuandesposta das células T do doador
aos antigenos do hospedeiro (Yahgl, 1998).

IL-18 é uma citocina descoberta recentemente quebdm influencia a
patofisiologia da DECHa. Ela tem a capacidade fleenciar tanto as respostas Thl
quanto Th2. IL-18 é encontrada em niveis elevadd3EBCHa, porém o bloqueio de IL-
18 acelera a mortalidade por DECHa em modelos asi(Reddyet al, 2001). Neste
mesmo estudo, foi mostrado que a administracada-d8 logo apos o TCTH aumenta
0s niveis de IFNr no soro de pacientes, 0 que leva ao aumento dessdo de
receptores de Fas nas células T CD4 do doadorrdstdta na reducdo da DECHa
mediada pelas células T CD4 pela inducdo de apppstas células.

Quimiocinas inflamatérias sdo expressas nos teditftamados pelas células
infiltradas, como macrofagos ou mondcitos, ou pegdislas residentes, como as células
epiteliais, endoteliais ou fibroblastos, devidoemtimulo pelas citocinas inflamatorias
(IL-1, TNF-a e IFNy) ou por LPS. Este grupo de quimiocinas € espeaidi no
recrutamento de células efetoras, incluindo moaéciranulécitos e células T efetoras.
Em estudos utilizando modelos de DECHa em camuro$ofa demonstrado o papel
crucial de varias quimiocinas e seus receptoresi¢prmente MIP-&, MIP-2, Mig,
MCP-1, MCP-3 e CCR5) em direcionar a infiltracdo aftulas T nos tecidos alvo
durante a DECHa (Murait al, 1999; Newet al, 2002; Serodgt al, 2000). Linfécitos
T que expressam CCR5 sao recrutados para o figa@dmtd a DECHa em modelo
animal (Muraiet al, 1999). J4 Serody e colaboradores demonstraranMif-1a, um
ligante para CCR1 e CCR5, também esta envolvidDB@H hepatica (Serodst al,
2000). MIP-Ix é crucial para o recrutamento de células T CD8 pdigado, pulméo e
baco durante a DECHa (Seroelyal, 2000). Duffner e colaboradores mostraram que a
migracdo de células T CD8 de doadores para os ®ajéo da DECH como o intestino
depende da expressdo de CXCR3 e que a presenca Estptor contribui
significantemente para a destruicio e a mortalidgde a DECH causa em
camundongos (Duffneet al, 2003). Células T que expressam CXCR-3 e CCR-5
causam DECHa no intestino e no figado (Duffeeal, 2003; Wysockiet al, 2004;
Murai et al, 1999). A figura 6 mostra um resumo das quimicgiaaseus receptores
relacionados com os diferentes tecidos-alvo da DG estudados em modelos

animais.
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N&o se conhece o papel de varias quimiocinas erseeptores na regulacdo da
migracdo das células T do doador para os tecidws-dh DECH em pacientes.
Entretanto, Jaksch e colaboradores mostraram cuen@nto da expressao génica de
CCR5, CXCR3, CCR1 e CCR2 parece ter ligacao copaccaimento da DECHa apos
o TCTH (Jaksclet al, 2005). Entretanto, quimiocinas e seus recepfoogem atuar
ndo somente como alvos potenciais para a moduldgd»ECHa, mas também como

marcadores para o diagndéstico prévio da deteccdoetza.

Orgaos

linféides
secundarios
Ligantes

CXCL8-11
CCL2,3,5,19,21(7)

Recaplores
CXCR3
CCR2,5,7(7)
Pele
T Ligantes
CxCLS-11
CCLZ, 5, 17
TGl Receptores
Ligantes CXCR3
CXCL9-11 CCR2,4,5,10
CCL25 (?)
Receptores
CXCR3
CCR3 (7}

Figura 6 — Quimiocinas e seus receptores nos 6rgaalso da DECHa. Adaptado de
Wysockiet al, 2005.

Uma vez que as células T do doador estejam asivadaroliferando, elas séo
direta ou indiretamente responsaveis pelo danduatiobservada na DECH. Assim,
tem inicio a fase trés da DECHa. Trés vias citaftisdo importantes na funcao efetora
das células T e de outras células citoliticas: aa perforina/granzima B, a Fas/Fas
ligante (FasL) e a injuria mediada diretamente etitocinas. Estudos com
camundongos nocaute demonstraram um papel cemrahda uma destas vias no
estagio efetor da DECHa (Graubetial, 1997; Hattoret al, 1998).

O receptor de Fas € um membro da familia de reptie TNF. E expresso em
varios tecidos, incluindo nos 6rgaos-alvo da DECélas niveis de expressao desta
molécula aumentam na presenca de citocinas prEratiorias durante o processo
inflamatdrio (Jaksclet al, 2005; Watanabe-Fukunagtal, 1992). O seu ligante, FasL
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também pertence a familia de TNF e é expresso miedatemente em células T
ativadas, macréofagos e neutrofilos.

Ja a perforina € expressa principalmente pelas €¢élulas NK, e é estocada
em granulos citotoxicos juntamente com as granzenastras proteinas (Jaksehal,
2005; Shrestat al, 1998). Na presenca de calcio, a perforina polzaer forma canais
na membrana da célula-alvo, o que permite querzigna entre nesta célula. Uma vez
dentro da célula, a granzima ativa uma cascataadpases, que levam a célula a
apoptose (Jaksadt al, 2005).

Na DECHa, varios estudos mostram que tanto a esqwede Fas quanto FasL
esta aumentada nas células T CD4 e CD8 provenim#taloadores, e que 0s niveis
séricos destas moléculas solUveis estdo correlmdisncom a severidade da doenca
(Jakschet al, 2005). Outros estudos, utilizando células T daddoes deficientes em
perforina, injetadas em modelos de camundongo gspauddade entre MHC classe | e
classe Il mostraram um aumento da sobrevida dasiesais, indicando que a DECHa
pode ser mediada através da via de perforina/grengiaksclet al, 2005; Graubergt
al., 1997).

Por outro lado, células T deficientes tanto pargfopea quanto para FasL
podem induzir a DECHa (Shlomchik, 2007). Isto saggue outros mediadores atuam
promovendo a apoptose celular, tais como TNF easuditocinas. Isto tanto € verdade
que um dos tratamentos para a DECHa é a admirdistide anticorpos anti-TNF, para
bloquear a atividade de TNF.

O TNF-a é uma citocina inflamatéria que ativa as célulasdditicas e aumenta
a apresentacdo de antigenos. Pela inducdo de ginasoinflamatorias, ela recruta
células T efetoras, neutrofilos e mondcitos paramgsios-alvo. TN causa, ainda,
dano tissular diretamente pela inducao de necraseélulas-alvo, e ainda pode induzir
destruicao tecidual através de apoptose (\&taHl, 1994). IL-1 € uma outra citocina
inflamatoria, secretada pelas células alorreatigas, tem a sua expressdo aumentada
em pacientes com DECHa (Jaksehal, 2005). O seu mecanismo de acdo ainda é
desconhecido, porém estudos utilizando antagonisi&@sIL-1 em modelos de
camundongos mostraram que houve uma diminuicdoodacd (Jaksclet al, 2005;
Hannumet al, 1990). A figura 7 mostra 0os mecanismos de injiré&a DECHa,

exemplificando as interacdes entre os tipos caslarmoléculas secretadas.
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Figura 7 — Mecanismos de injaria pela infiltracéo issular de células T aloreativas.
Adaptado de Shlomchik., 2007.

Apesar de vérios estudos demostrarem a partiopdeadiversas citocinas e
quimiocinas na fisiopatogenia da DECHa, a maioestes estudos foram realizados em
modelo animal. Recentemente, varios grupos tém es#catlo ao estudo destas
moléculas em humanos, porém ainda ndo existe usensa nos resultados obtidos.
Séo resultados controvérsos e ainda nao podemtiBeados na clinica como uma
forma de predizer a doenca. Um dos principais mogtdestes grupos tem sido a
procura de biomarcadores que possam predizer o dscocorrer a DECHa, antes

mesmo dela se manifestar.

4. Biomarcadores como auxiliar no diagnostico da DEH aquda.

Biomarcadores sdo considerados biologicamente mfmemativos do que os
meétodos tradicionais e menos propenso a viés (Tone Taioli, 1995). A
heterogeneidade tanto da populacdo de pacientestoquins diversos estagios
patologicos da doenca de base podem ser mais bglinaglos por essas moléculas,
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uma vez que elas por si s6 podem indicar um riscondnifestacdo de determinada
doenca (Liottaet al, 2003)

O uso de biomarcadores pode ser a base para gerdragnostico precoce e
acurado da DECHa sem a necessidade de bidpsiagates oA procura de peptideos ou
proteinas envolvidas na DECHa neste momento é desea analise de moléculas
conhecidas envolvidas na patofisiologia da doehiga. painel analitico de todas as
proteinas e peptideos presentes ou alterados apG3ids pode gerar conhecimentos
significantes do desenvolvimento da DECHa.

No inicio destes estudos, a procura de biomarcad@eaestringiu a analises de
plasma e pele destes pacientes. Numerosos trabglozsirando alteragbes de
moléculas envolvidas com a DECHa foram realizadidizando as mais variadas
metodologias. Remberger e colaboradores mostran@nos| niveis de citocinas no soro
de pacientes com DECHa nao podem ser correlacisnamla o quimerismo com o
doador, uma vez que estas citocinas encontram+serdadas jaA no pré transplante,
tanto no grupo com quimerismo total quanto no grwoeon quimerismo misto
(Rembergeet al, 2003). Jaksch e colaboradores, em 2005, obsamaraaumento na
expressao dos genes dos receptores de quimiocltB4,CCCR2, CCR5 e CXCR3, e
este aumento estava relacionado com o desenvolionten DECHa (Jakschkt al.,
2005). Fujji e colaboradores observaram o aumeeattL b, IL-6 e IL-10 no soro de
pacientes com DECHa (Fujt al., 2006). Piper e colaboradores, em um estudo um
pouco maior que os anteriores, verificaram quetexis papel importante de CXCL10
e CXCR3 na patogenia da DECHa, uma vez que o &gimtencontrado em altas
concentracdes no plasma e o receptor teve um aanuEntexpressao em células
mononucleares (Pipest al, 2007). Neste mesmo trabalho, eles mostraram gs& e
interacdo esta diretamente relacionada com o eeuerito de células T regulatorias
para o sitio da doenca.

Outras abordagens de procura de biomarcadores e@do autilizadas mais
recentemente. A abordagem prote6mica permite anatisperfil protéico total da
amostra utilizada, e pode gerar varias candidataglécula biomarcadora, sem ter ido a
procura de uma molécula especifica.

Um estudo iniciado em 2004 tentou identificar pesisi perfis protéicos que
pudessem estar relacionados com a DECHa, comparandwmina de pacientes
submetidos ao TCTH com e sem DECH (Kaiseal, 2004; Weissingeet al, 2007).

Eles identificaram fragmentos de colagendb na urina de pacientes com DECHa.
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Srinivasan e colaboradores observaram perfis paxéiferentes no plasma de
pacientes com DECHa, quando este perfil foi congmareom o perfil protéico do
plasma destes mesmos pacientes no pré transptanégn nao identificaram nenhuma
proteina especifica (Srinivasanal, 2006).

Em 2009, Paczesny e colaboradores identificaranpaimel de biomarcadores
no plasma de pacientes com DECHa (Paczedngl, 2009). Neste trabalho, eles
determinaram um painel de quatro proteinas (recej@dlL-2, receptor de TNF, IL-8 e
HGF) que podem ser encontradas em 85% dos pacigogesido tiveram maiores
complicagBes no poés transplante. Para chegar s @sédro proteinas, eles utilizaram a
metodologia de microarranjos de anticorpos parapt@®@inas inflamatérias.

Em um trabalho posterior, este mesmo grupo enaonino biomarcador para a
DECHa de pele, a elafina, um inibidor de proteinapglermal induzida por TNF-
a (Paczesngt al, 2009). Neste caso eles utilizaram pool de plasma de 10 pacientes
com DECHa de pele e compararam com 10 que nao w#geram DECHa e
observaram que nos pacientes com DECH de peleya@macdo desta proteina estava
2x aumentada no plasma em relacdo aos pacientesdgudesenvolveram a doenca.
Neste caso, eles utilizaram a metodologia prote®MiS/MS.

Uma vez que a doenca do enxerto-contra-hospedgirdaaé uma das maiores
causas de morbidade nos pacientes submetidos resplaate de medula 6ssea, fica
evidente a importancia do estudo desta doencarparunidade de transplante. Ainda
temos que levar em consideracédo que existe poutteconento da base molecular da
doenca em humanos, uma vez que a maioria dos sdiddesenvolvido em modelos
animais.

Devido a grande controvérsia encontrada na litexatwm estudo mais
abrangente e com um numero maior de pacientesefeaesessario diante da
necessidade de se conhecer a doenca em humands. &=im, neste trabalho nés
propusemos o0 acompanhamento de 100 pacientes sdibsnad transplante alogénico
de células tronco hematopoéticas durante 1 anom alé tentar identificar possiveis

marcadores da DECHa.
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OBJETIVO PRINCIPAL DA TESE

Estudar as modificagbes moleculares e celularesogoerem nos pacientes

submetidos ao transplante de células-tronco hemétiocps, correlacionando com o

aparecimento da doenga do enxerto-contra-hospeaigida.

Objetivos especificos:

0

Acompanhar os pacientes no p6s-TCTHSs, a fim de:

Analisar a interferéncia das diversas variaveisiads-bioldgicas no risco do

paciente desenvolver DECHa.

Analisar o teor de algumas citocinas no plasmale gestes pacientes em dias
pré-determinados, correlacionando a alteracdo g destas moléculas com o
aparecimento da DECH aguda.

Analisar o teor de algumas quimiocinas no plasmale destes pacientes, em
dias pré-determinados, correlacionando a alteragéoivel destas moléculas

com o aparecimento da DECH aguda.

Analisar o perfil das populacdes celulares no sanguiférico dos pacientes no
p6s-TCTHSs e verificar alteracdes que se correl@aiorom o aparecimento da
DECHa.

Determinar o perfil proteémico das células monoeaids dos pacientes com
DECHa e compara-los com o perfil protedbmico dasllaslmononucleares de

doadores saudaveis, de modo a identificar novosiymis biomarcadores de

desenvolvimento da DECH.
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1 — Definig&o de critérios de inclusao:

Todos os pacientes submetidos ao transplante aboggone receberam células-
tronco originadas de medula 6ssea (MO), sangudépeo mobilizado (SPM) ou
sangue de corddo umbilical (SCUP), aparentado owparentado, conforme descritos
no Anexo 1. Foram excluidos pacientes que forarmstidos a transplante aut6logo e
pacientes abaixo de 5 anos de idade. Este prajespfovado pelo Comité de Etica do

Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA), confornagta apresentada no Anexo 2.

2 — Pacientes e amostras:

Neste trabalho foram analisados 100 pacientes daneientre 5 e 60 anos de
idade (67 homens e 33 mulheres) (Anexo 1). Todosnfoinformados do estudo e
aceitaram participar assinando o Termo de ConsentonLivre e Esclarecido para a
coleta de biopsias de pele (Anexo 3) e para aaalet sangue (Anexo 4). Esses
pacientes foram submetidos ao transplante alogerdecMO, SPM e SCUP, para
tratamento de doencas de base malignas e ndo amlifhes sofreram regimes de
condicionamento mieloablativo ou de intensidadeuz&th, e foram acompanhados

desde o dia —8 pré-transplante até o dia +360rpasglante.

3 — Obtencéo dos dados clinicos-biologicos dos graes.

Para a obtencdo dos dados clinicos foi realizatdm$o estudo prospectivo dos
prontuarios médicos de cada paciente, onde pudebtes todas as variaveis clinicas-
biolégicas necessérias para este estudo. As inf@msacoletadas foram a doenca de
base, o tipo de transplante, idade, sexo, fonteétidas utilizada para o transplante,
HLA do paciente e doador, regime de condicionamerggime de profilaxia da
DECHa, dia de acometimento da DECHa, 6rgdo acomeith DECHa, estadiamento
da DECHa, dia do 6bito e causa do 6bito. Essdsasdoram coletadas mensalmente
de cada paciente, e os dados obtidos podem satiz&éilos na tabela A1 do anexo 3.

4 — Coleta de biopsia de pele:

As bidpsias de pele foram coletadas nos dias D88 D+14, D+28 e D+100 e,
além destes dias, quando o paciente foi diagndsticam DECH, foi coletada uma
nova bidpsia no local da lesdo, no dia. As biépkiemn encaminhadas para a Divisao
de Patologia do INCA (DIPAT) para confirmagdo ouonda DECH. Além do
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diagnéstico da DECH, cortes de bidpsias foram saddis para algumas citocinas, e

algumas quimiocinas e seus receptores.

5 — Andlise patologica:

Para visualizacao histologica, as bidpsias defpeden fixadas, desidratadas por
decrescentes concentracdes de etanol, clarifigaataslol, e incluidas em parafina. Em
seguida, o material parafinado foi cortado em nbicrd na espessura deydn e 0s
cortes foram desparafinados, rehidratados e coragdos hematoxilina-eosina. O
diagnéstico da DECH aguda foi realizada por miapg 6tica convencional, por uma

dermatopatologista especialmente engajada neg&qro

6 — Coleta de sangue periférico:

A coleta de sangue dos pacientes submetidos aptage foram realizadas nos
dias D-8, DO, D+14, D+28, D+45, D+100, D+180 e D836 alem destes dias, quando
0 paciente foi diagnosticado com DECH, foi coletamdra amostra de sangue no
mesmo dia. Uma aliquota deste sangue (1 ml) foars€lp para o experimento de
determinacdo das populacdes celulares e o reslansangue foi processado para a
separacdo das células mononucleares e plasma.s@al@i congelado para analise
posterior de citocinas e quimiocinas. Das célulasnanucleares foram extraidas

proteinas totais para a analise proteémica.

7 - Preparacdo das amostras para dosagem de cigxia quimiocinas e para a
obtencado dos extratos protéicos totais:
7.1. Preparacdo dos extratos totais de proteinas:

O sangue coletado de cada paciente nos difereiaie$od utilizado para a obtencéo
das células mononucleares. As amostras foram sidased uma centrifugacdo em
gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma),magrcéo 1:1. O plasma separado
desta centrifugacao foi separado e congelado parglégse de citocinas e quimiocinas.
O anel celular formado pela centrifugacao foi seg@y centrifugado e o concentrado de
células foi lavado duas vezes com 1 ml de solugibisk de Hemacias (10mM Tris
ph8.0, 5mM MgCJ, 10mM NaCl). Depois disso, a amostra foi submetdaova
centrifugacdo e seu sobrenadante descartado. @racexdo de células apds a lavagem

com a solucéo de lise de Hemacias foi ressuspeedid®0@L de Tampao de Extracédo
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de Proteinas totais (50mM de Tris pH7.5, 5mM EDTAMM EGTA, 50mM NAF
20mM B-Glicerofosfato, 250mM NacCl, 0.1% de Triton X-1G®rescidos de inibidores
de proteases (240g/mL AEBSF; 1Qug/mL Bestatina; 10g/mL Pepstatina; 3@/mL
Leupeptina; 18g/mL E-64), na propor¢do 1:100 de tampédo de extragicubadas
durante trinta minutos a 4°C e depois centrifugada2.000 g durante 30 minutos. O
sobrenadante foi retirado, novamente centrifugado » minutos, sendo que o
sobrenadante desta ultima centrifugacao foi coremilbeo extrato de proteinas totais. Os
extratos foram quantificados pelo método de Bratf®radford, 1976), utilizando-se
albumina de soro bovino (BSA) como proteina padfgos quantificacdo, os extratos
protéicos foram armazenados em aliquotas dgl28070°C.

7.2. Preparacdo das amostras para dosagem de ci&@ce quimiocinas:

Para a dosagem da quantidade de citocinas e qum@asono plasma dos pacientes
nos dias relacionados. Utilizamos o KIT CBA de @ias humanas Th1/Th2 (Becton e
Dickson), que analisa a quantidade das seguini@sr@as: IFNy, TNF-a, IL-10, IL-6,
IL-4 e IL-8. Para a andlise de quimiocinas, folizeido o KIT CBA de quimiocinas
humanas, que analisa as quimiocinas IL-8 (CXCLRBRANTES (CCL5), MIG
(CXCL9), MCP-1 (CCL2) e IP-10 (CXCL10) (Becton eckson). Para os dois kits, foi
utilizado o mesmo protocolo a seguir.

O plasma separado da centrifugacéo por Ficoll-Hypatpscrito no item anterior
foi armazenado a —20°C para posterior analise. &ligaota de 20Q de cada amostra
foi separada e centrifugada. De forma a obtermasursa padrdo de citocinas e
quimiocinas, reconstituimos os padroes de exigentes kits CBAs e fizemos as
diluicbes seriadas destes padrdes. Em seguidacatdoacom o protocolo do Kit,
acrescentamos 30 da mistura déeadsnas amostras e nos padréespuB@e anticorpo
PE nas amostras e nos padrdes e deixamos inculppmd® horas a temperatura
ambiente. Depois da incubacéo, lavamos com PB&tafugamos por 7 minutos a 400
g. Retiramos parte do sobrenadante e o concenfeadessuspenso e adquirido por
citometria de fluxo. Os resultados foram analisgutwssoftware especifico (BD CBA 6

beads analyses — BD biosciences).
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8 — Andlise das populacdes celulares no sanguefpgdo:

Parte do sangue coletado de cada paciente tambaértilifada para avaliar as
populacdes celulares presente naquele determinad®nio. Para estas quantificacoes,
utilizamos anticorpos especificos para linfécitos (TD3" PerCP), linfocitos T
auxiliadores (CD4FITC), linfcitos T citotoxicos (CD8PE), células NK (CD56PE),
células T regulatérias (CD4ITC e CD25 PE), linfécitos B (CD19 PE-Cy5) e um
marcador pan-leucocitario (CD4&ITC) todos da BD biosciences. Foram montados os
seguintes painéis: tubo 1 — controle, sem anticdigm 2 — CD4/CD8/CD3; tubo 3 —
CD45/CD56/CD19; tubo 4 — CD4/CD25. Foi adicionadd 8e cada anticorpo aos
tubos correspondentes, cada um contendo 1 milhacéldéas mononucleares. Estas
células foram incubadas com os anticorpos por Ifutm$ no escuro a temperatura
ambiente. ApGs o tempo de incubacgédo, foram adidom@ ml de solucdo de lise de
hemacia (Tampédo FACS LISING) e, depois de agitadaubos foram incubados por
10 minutos. Em seguida os tubos foram centrifugad80 g por 5 minutos a 25°C. O
sobrenadante foi desprezado e o concentrado resmgspom 1 ml de tampéao PBS 1x
+ 10% de BSA. Apos 5 minutos de incubacédo, o natéi centrifugado novamente e
o sobrenadante foi desprezado, e o concentradessuspenso com um Tampéao PBS
1x + 1% de formaldeido. Depois disso, as célulaanfoanalisadas no citbmetro de
fluxo (FACScan — BD), onde adquirimos 50.000 evento

9 — Imunohistoquimica

As bidpsias que foram confirmadas com diagnostasitipo para DECH aguda
e seus controles em area ndo afetada da pele foralisadas por imunohistoquimica
com anticorpos especificos e com o kit ABC Eliteus®IgG (Vector Lab). Este kit usa
0 méetodo de reconhecimento por conjugacdo de hiatm streptavidina, e usamos a
revelacéo por DAB e contra-coloracao por hematuili

Em laminas previamente tratadas com poli-L-lisimaaf aplicados cortes
histologicos de gm de espessura. ApGs a completa aderéncia do&ct@neina, este foi
aquecido a 6 em estufa seca e desparafinizado com lavageassivas de xilol, re-
hidratado com banhos sucessivos com etanol (106%, 90%, 80% e 70%) e.B
destilada. Apds a re-hidratacdo dos cortes, estesnf bloqueados para peroxidase
enddégena com 3% de;®, por 5 min, lavados com PBS 1X por 5 min, incubactos

soro fetal bovino 5% por 5 min para bloqueio dadiies inespecificas e incubadas com
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0 anticorpo primario por pelo menos 12h em camar@al a 4°C. Apos esta incubacao
os cortes foram lavados com PBS 1X por 2 vezes Bamdia, incubada com anticorpo
secundario biotinilado por 1h, e lavados novamente3 vezes, incubando por 20 min
cada vez. Aproximadamente 30 min antes de acabarenavagens com PBS foi
preparada a solugdo AB do kit (que contém streghtaa). Apds o término das lavagens,
os cortes foram incubados com a solucdo AB por 8Q favados com PBS 1X e
revelados com DAB. ApoOs a revelacdo, os cortesnfai@vados em agua corrente e
contra-corados com hematoxilina por 10s, lavadosigua corrente e desidratados em
lavagens seriadas de etanol (70%, 80% 90%, 100% 2xpvagens com Xxilol. Apés a
desidratacdo as laminas foram montadas com BalslomGanada e laminula para
analise em microscopio o6tico. No controle negathdm foi utilizado o anticorpo
primario.

Os anticorpos para este estudo foram escolhidosacdedo com dados da
literatura, onde verificamos as principais citosinguimiocinas e seus receptores
expressos na pele. Sao eles: TiN(elone MAB11 — BD Pharmiggn IFN-y (clone
4S.B3 — BD Pharmigen), IP-10 (clone 6D4/D6/G2 — Barmigen) e CXCR3 (clone
1C6/CXCR3 — BD Pharmigen). As diluicdes dos respestanticorpos foram: TNE--
1:1000, IFNy - 1:2000, IP-10 — 1:4000 e CXCR3 — 1:4000.

10 — Analise protedmica
10.1. Precipitacdo do Extrato Protéico

Para as analises em gel bidimensional, as quaesda#el 300 g de cada amostra
de extrato protéico total foram precipitadas cokit®2-D Clean up (GE Healthcare),
conforme especificacbes do fabricante. O kit 2-2a@l up permite a retirada de
impurezas, tais como acidos nucléicos, lipideosegso de sal (geralmente oriundo do
tampao de extracdo de proteinas), aprimorandceketsafocalizagdo das proteinas.

Os precipitados secos a temperatura ambiente panaximo, 5 minutos foram
imediatamente ressuspendidos em 200uL de tampé@ehakatacdo (TR) (6M Uréia;
2M Thiouréia; 2% w/v ASB-14; 15mM DTT; 0,002% w/vz&l de Bromofenol 1%).
Ao TR, utilizado para amostras corridas no IPGgHdIGE Healthcare), foi acrescido
0,5% v/v de IPG Buffer 3-10 (Amersham Biosciences).
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10.2. Analise Protedmica.

Uma das mais importantes ferramentas de analisegmica € a combinacéo do gel
bidimensional e a espectrometria de massa. O dehénsional € realizado em duas
fases: a primeira consiste na separacdo das mstepor ponto isoelétrico
(isoeletrofocalizacdo) e a segunda fase consisseparacdo dessas proteinas por peso
molecular. Porém, antes de ocorrer a primeira fasdiras necessitam de um processo
chamado de reidratacao.

* Rehidratacdo

A rehidratacéo foi realizada no sistema IPGphof(®E Healthcare), e se deu
sob voltagem de 40V por 14 horas. Foram utilizati@s de poliacrilamida com
gradiente de pH imobilizado (Immobiline DryStrippre faixa de pH 4-7 e 11 cm de
comprimento (GE Healthcare).

* Isoeletrofocalizagéo (1D)

A isoeletrofocalizagéo (IEF) foi realizada emasirde gel de acrilamida com
gradiente de pH fixo (IPG), permitindo a produc&ogéis com alto indice de definicdo
do pH. Apoés a rehidratacao, as tiras foram sulgdagth IEF, que consiste na separacéo
das proteinas segundo seu ponto isoelétrico (Naageerga de cada proteina € igual a
zero). As amostras foram focalizadas no sistemaM®Glil (GE) por 30.651 Vh.

* Segunda Dimenséao (2-D)

Apos a isoeletrofocalizacdo das proteinas, as tiagpoliacrilamida foram
equilibradas em duas etapas em 10 mL de soluc&gulBbrio por 15 minutos (1,5M
Tris-HCI pH 8,8; 6M Uréia; 30% Glicerol; 2% w/v SD8,002% Azul de Bromofenol
1% wi/v). Na primeira etapa foi adicionado 10 mg/od. DTT (USB) a solucdo de
equilibrio e na segunda etapa foi adicionada ac&oluwde equilibrio 25 mg/mL de
iodocetomida (Sigma). As proteinas separadas ne&epd dimensdo foram submetidas,
posteriormente, a eletroforese em gel SDS-PAGE%-{8BE Healthcare) no sistema
Multiphor Il de acordo com o programa sugerido pabkmual do fabricante (Berkelman
& Stenstedt, 1998). O padrédo de peso moleculazadib foi o Bench Mark protein
ladder (Invitrogen). Os géis 2-D foram corados ddaomasie Blue coloidal (Neuhoff
et al, 1985) por 72 horas, descorado com agua destadantidos em acido acético

1% até sua digitalizacao.
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10.3. Analise dos Padrdes Protedmicos.

Apos a eletroforese bidimensional, os géis fodagitalizados no scanner Image
Scanner (GE Healthcare), utilizando-se o programagé Master LabScah v 5.0
(com resolucéo de 300 dpi). As analises dos pagnidsicos foram feitas visualmente
e também pelo programa Image Master 2D Platinu@ (6E Healthcare), conforme

recomendac¢des do manual.

10.4. Processamento e preparacdo das amostras paédise por espectrometria de
massas.

Todos osspotsforam retirados dos géis com auxilio de bistucpecados em
tubos eppendorf siliconizados (Protein LoBind tdkemL, Eppendorf AG). Cadspot
retirado foi lavado com 400uL de solugéo 50% bicadbo de amonio (NH4HCO3) 50
mM pH 7,8 e 50% acetonitrila (ACN) 100%, agitada p0 segundos, e sonicada por 5
minutos. Este procedimento foi repetido por maiasduezes. Para desidratar o gel,
200uL de ACN 100% foi adicionada em cada tubo egpdne incubado por 10
minutos. Apds a mudanca de aspecto dos géis dspammnte para branco, a solucéo de
ACN foi descartada e as amostras foram armazerad®¥C até a digestdo enzimatica.
A digestédo das proteinas foi feita por hidréligetita (enzima Seq. Grade Modified
Trypsin - Promega) em gel. A tripsina (20ug) fdu@tla em 2mL de bicarbonato de
amonio (NHHCGO;) 25mM pH 7,8. Colocou-se em cada tubo, 10puL dacsal de
10pg/uL da tripsina. Os tubos foram incubados dnfaesa 37°C, durante a noite, para a
extracdo de peptideos.

O procedimento de extracdo dos peptideos, a sefguirealizada por duas
vezes: foram aplicados 10uL de solucdo de extrg&®@8 ACN e 5% acido
trifluoroacético - TFA), as amostras foram sonicadar 5 minutos e incubados por 30
minutos a temperatura ambiente. Ao final, as arasdtiram guardadas a -70°C até a

sua analise.

10.5. Espectrometria de Massa.

Para a analise no espectrometro de massas MALDHI@H- (4700 Proteomics
Analyzer, Applied Biosystems), 0,5uL de cada anaode peptideos foi homogenizada
em 0,5uL de matriz de acidecyano-4-hydroxicinamico (CHCA) que se encontrava
10mg/mL em solucédo 50% ACN e 5% de TFA. As amodtyemm aplicadas na placa

do aparelho, juntamente com os calibrantes do kiju&zymeTM Peptide Mass
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Standards (Applied Biosystems). Os espectros abtid@m analisados e as proteinas
foram identificadas por bancos de dados, como @rseg

10.6. Analise e identificacdo em Bancos de Dados.

As amostras analisadas por MS/MS foram identifisguta buscas no Banco de
Dados Humano [Pl (International Protein Index) &g do programa MASCOT
Daemon v2.1 (Perkinet al, 1999) (Matrix Science), instalado localmente. No
programa MASCOT Daemon, 0s seguintes parametrasfatilizados para a busca:

* tolerancia de 0,2 Da para MS;

» tolerancia de 0,2 Da para MS/MS;

» modificacdes variaveis: oxidacdo da metioninasgpeal de ocorrer durante a
segunda dimensao);

» modificagBes fixas: carbamidometilacdo da cistgaevido a alquilagdo das
cisteinas pela iodoacetoamida durante a etapa dailibég das tiras
isoeletrofocalizadas);

» Maximo de 1 sitio triptico de corte néo clivado.

10.7. Analise in silico das proteinas.

As proteinas identificadas tiveram informacfes @odominios, localizacéo
celular, funcbes, entre outros, inferidas utilizzuseé as seguintes ferramentas de
bioinformética:

* banco de dados - Swiss Protein e National CentéBitdechnology Information

(NCBI);

* busca por sequéncias homédlogas — Basic Local AkgnnSearch Tool

(BLAST);

» busca por interacdes proteicas — Human Interachape(HiMap).

11 — Andlise estatistica.

Para a andlise das variaveis clinicas, os pacidotasn divididos em dois
grupos: com e sem DECHa. Estadiamento clinico d@Hd=em graus igual ou maior
que |, confirmado por avaliacdes clinicas, histolggficas e/ou exames hematoldgicos
foram considerados DECHa. Para a analise univara@ui-quadrado e teste exato de
Fisher foram usados para analisar a associacé® [RBRICHa e as variaveis categoricas.

Para a analise multivariada, regressao logisticardalizada para encontrar uma
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associacdo entre DECHa (variavel dependente) eifagerdes variaveis clinicas-
biolégicas (variaveis independentes). O ExpB enmedotfoi definido como o odds ratio
(OR) das variaveis independentes com a dependa@steurvas de sobrevida foram
construidas usando o método de Kaplan-Meier e c@dasa pelo teste de log rank.

Para a analise das citocinas, quimiocinas e popesacelulares, a sele¢do do
melhor ponto de corte para niveis destes marcadwe® fator de risco para a
ocorréncia de DECHa foi determinada pela constragdourva ROC, com estimativas
de sensibilidade, especificidade e area sob a cBa@ todas as moléculas e células
estudadas, o ponto de corte foi a mediana de dadada estudo no D-8. Assim,
categorizamos cada uma destas variaveis no D+128 B+45 como estando abaixo
ou acima do ponto de corte. Para a analise undariqui-quadrado e teste exato de
Fisher foram usados para analisar a associacde anticorréncia de DECHa e as
citocinas, quimiocinas e populacdo celulares. Rasmalise multivariada, a regressao
logistica foi realizada para determinar a assooiagdre DECHa, as moléculas e células
de estudo e as variaveis clinicas. Todas as és@asisoram realizadas com o software
SPSS 17.0 for Windows ® (SPSS Inc.) e o valor d& 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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Neste estudo pretendemos avaliar as alteracoetaresl e moleculares que
ocorrem nos pacientes submetidos ao TCTH, em umtatitea de identificar
biomarcadores da DECHa. Neste sentido, € imporiaitiar esta analise verificando
quais parametros clinicos-bioldgicos poderiam estifwenciando no estabelecimento

da doencga.

1 — Analise dos dados clinicos e biolégicos dos igrates e identificacdo de

caracteristicas que se relacionem a DECHa.

1.1. Caracteristicas dos pacientes

A tabela Il resume as caracteristicas clinicasdbiohs basicas dos pacientes
incluidos neste estudo. Um total de cem paciedesgento e quarenta e oito pacientes
consecutivos submetidos ao TCTH alogénico no peréadre Dezembro de 2005 até
Marco de 2009, foram elegiveis para este estudd6&a).

Dos 100 pacientes submetidos ao TCTH, vinte etindeam como doenca de
base leucemia linfoblastica aguda (LLA), dezenauecémia mieldide aguda (LMA),
doze anemia aplastica severa (AAS), onze leucenmddiaie crénica (LMC), nove
Doenca de Hodgkin (DH), oito sindrome mielodisgas(SMD), oito Linfoma né&o
Hodgkin (LNH), trés Mieloma Multiplo (MM), trés hewglobindria paroxistica noturna
(HPN), dois Anemia de Fanconi (AF) e um leucemifermtipica aguda (LBA). A
média de idade foi de 27 anos (variagdo 5-60) elac&o entre sexo masculino e
feminino foi de 2,03 (n = 67 e 33, respectivamente)

Vinte e oito pacientes receberam condicionamentontdnsidade reduzida e
setenta e dois pacientes receberam condicionantargmablativo. Oitenta e um
pacientes receberam células-tronco a partir de ateadrelacionados (parentes),
enquanto dezenove pacientes receberam célulagtranpartir de doadores nédo
relacionados. Sessenta e dois pacientes recebefaiasetronco obtidas a partir da
medula 6ssea, trinta pacientes receberam de célotmas do sangue periférico e oito
pacientes receberam células obtidas de sangue rddocambilical. Doze pacientes

tinham pelo menos 1 incompatibilidade de HLA (12%).
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Tabela Il — Caracteristicas dos pacientes e seung@alante

n=100 Mieloablativo (n=72) Intensidade reduzida (n=28)
Idade (anos) (media, faixa) 25,85 (5-53) 28,86 (8-60)
Sexo
Masculino 47 20
Feminino 25 8
Diagnostico
LLA 23 -
LMA 19 -
LMC 11 -
AAS 4 9
DH 3 6
SMD 7 1
LNH 1 7
MM - 3
HPN 2 1
AF 1 1
LBA 1 -
Classificagéo dos grupos
Doencas ndo malignas (DNM) 7 11
Doencas malignas precoces (DMP) 30 -
Doencas malignas avangadas (DMA) 31 2
Linfomas e mielomas (LM) 4 15
Fonte de células tronco
Medula éssea (BM) 50 12
Sangue periférico mobilizado (SPM) 14 16
Sangue de corddo umbilical (SCUP) 8 -
Doador aparentado
Sim 54 27
Nao 18 1
Match HLA
Completo 61 27
Incompleto 11 1
Profilaxia DECH
CSA+MTX 61 26
CSA 7 1
CSA+MMF 3 -
MTX - 1
MTX+FK 1 -
Ocorrencia de DECH
Sim 41 14
Nao 31 14

Média dos dias que ocorreu DECHa (dia, faixa)

Estadiamento da DECH aguda
-1
Im-1v
Obito
Sim
N&o

39,27 (13-180)

26
15

28
44

73,57 (14-150)

9
4

10
18

Legenda: LLA - leucemia linféide aguda, LMA - leucemia mo@éde aguda, AAS - anemia aplastica severa, LMC -
Leucemia miel6ide cronica, DH - Doenga de Hodgi8iMD - Sindrome mielodisplasica, LNH — Linfoma N&o

Hodgkin, MM - mieloma multiplo, HPN - Paroxisticaehioglobinudria noturna, AF - Anemia de Fanconi, LBA -

leucemia bifenotipica aguda, CSA - ciclosporina, MTidetotrexato, MMF - micofenolato mofetil, FK ctalimus.
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A profilaxia mais comum para a DECH aguda foi umambinacdo de
ciclosporina (CSA) e metotrexate (MTX) (n = 87).elas CSA foi utilizada em oito
pacientes, trés pacientes utilizaram uma combindgd@SA e micofenolato mofetil
(MMF), um paciente utilizou apenas MTX e um pacaeutilizou uma combinacéo de
MTX e tacrolimus (FK506). Destes pacientes, cingg@encinco desenvolveram DECH
aguda. Trinta e oito pacientes faleceram de véanesplicacdes (doenca recidiva ou
progressao da doenca na auséncia de rejeicao, BEGH aguda, n = 6; infec¢des, n =
16; e toxicidade relacionada ao tratamento, ncadsa desconhecida, n=1). A figura 8

mostra, em graficos, as porcentagens dentro deveaidael clinica.

1.2. Desenvolvimento da DECH:

Dos 100 pacientes incluidos neste estudo, 55 delsenam DECH aguda em
gualquer grau (55%), conforme estabelecido porfodea e colaboradores (1995).
Desses 55 pacientes, 65,5% desenvolveram DECH aguaias |-l e 34,5%
desenvolveram DECHa graus Ill-IV. A média de diaspa ocorréncia de DECH foi de
45 dias (13-180 dias).

Em uma andlise univariada, analisamos a ocorrélecECHa de acordo com a
classificagdo da doenca, fonte de células, regieneoddicionamento, compatibilidade
HLA, idade, sexo e parentesco do doador (TabelaEXjste uma relacdo entre a
ocorréncia de DECHa e o parentesco do doador (Ehdmaisco [OR] de 1,91, 95%
intervalo de confianca [CI 95%] 0,96 - 3,79, p ©38), e uma forte relagdo entre a
ocorréncia de DECHa e compatibilidade do HLA (OR3¢&l, Cl 95% 1,00 - 12,95, p =
0,005), enquanto que para os outros fatores nacerioontrada qualquer relacao
estatisticamente significativa (Tabela 1ll). Cudo®ente, no grupo HLA match
incompleto, apenas 2 dos 12 pacientes (16,67%hdelseram DECHa, enquanto que
no grupo HLA match completo, 53 dos 88 pacient@2®%) desenvolveram DECHa
(Figura 9). Como este resultado apresenta algunmrosg@rsia com os dados da
literatura, investigamos ainda que pacientes dedegnam a doenca.

No grupo HLA match incompleto, os 2 pacientes gesedvolveram DECHa
foram classificadas no grupo de doencas malignascadas - DMA (1 com LMC em
crise blastica e um com LLA CR3). Os 10 pacientes ndo desenvolveram DECHa

neste grupo foram também classificados no grugoMaA (50%) ou como LM (25%).
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Entretanto, 6 destes 10 pacientes receberam céal&CUP, o que por si s6 confere
menor ocorréncia de DECHa. Também 2 dos 3 paciemtes receberam células
originadas de medula 6ssea foram a Obito antesad@5d Portanto, ndo foi possivel

avaliar corretamente DECHa neste grupo.

Tabela Ill — Chance de risco para a ocorréncia de ECH aguda, de acordo com as
diferentes variaveis.
Odds ratio

(OR) 95% CI P
Fonte de células MO x SPM 0,94 0,65-1,35 0,823
MO x SCUP 2,25 0,66 -7,64 0,136
SPM x SCUP 2,40 0,69-8,25 0,117
Match HLA Completo x incompleto 3,61 1,00-19,95 0,005
DNM x DMP 1,22 0,73-2,04 0,555
Estagio da doenca de base DNM x DMA 1,06 0,66-1,69 1,000
DNM x LM 1,16 0,66 -2,04 0,743
DMA x DMP 1,36 0,86 -2,12 0,272
LM x DMP 1,25 0,74-2,10 0,538
DMA x LM 1,09 0,65-1,83 0,777
Regime de condicionamento Mieloablativo x intensidade reduzida 1,13 0,74-1,73 0,655
Idade Menos de 18 anos x mais de 18 anos 1,52 0,96-2,40 0,055
Sexo Masculino x feminino 1,31 0,86 —-2,00 0,204
Relacdo do doador Relacionado x nédo relacionado 1,91 0,96-3,79 0,038

Legenda: MO — medula 6ssea; SPM — sangue perifératnlizado; SCUP — sangue de corddo umbilical;
DNM - doenca ndo-maligna; DMP — doenca malignaqirecDMA — doenca maligna avancada; LM —
linfomas e mielomas.

No grupo HLA match completo, a maior porcentagem pdeientes que
desenvolveram DECHa também foi no grupo de doemgdgnas avancadas (DMA)
(19,8%), seguida pelos grupos de doencas maligeasges (DMP) (17,1%), doencas
nao malignas (DNM) e linfomas e mielomas (LM) (23,8 11,4%, respectivamente).
Nestes, 34 de 53 pacientes (64,1%) receberam sdhilginadas da MO, enquanto 18
pacientes (33,9%) receberam células originadasRi & apenas 1 paciente recebeu
células originadas de SCUP. Além disso, 51 dos &3eptes deste grupo (96,2%)
receberam células de doadores relacionados. Comérda, este grupo compreende 0s 6
casos de mortalidade por DECH aguda. A mortalidactareu em 3 pacientes com
DMA, 1 paciente com DMP e 2 pacientes com DNM (FHARN).
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Figura 9 - Ocorréncia de DECH aguda de acordo com eompatibilidade de HLA.
Diferencas significativas encontradas na analiseauada, representados em graficos.
Barras pretas representam os doentes afetadodpefga, enquanto barras brancas
representam pacientes ndo acometidos pela doenca.

Estes resultados sugerem que o risco de desenwritonde DECHa nao esta
correlacionado com apenas uma variavel clinica commampatibilidade de HLA, mas
comparando estes resultados com os dados na thpptademos ver que, mesmo sem
significancia estatistica, algumas variaveis podem selecionadas como importante.
Fonte de células (MO x SPM), doenca maligna avangaitlade acima de 18, bem
como doadores relacionados ou ndo e compatibilidaddLA devem ser considerados
para identificar o risco de desenvolvimento de DECH

NOs realizamos uma andlise multivariada na terstatie verificar se varias
variaveis clinicas podiam interferir simultaneaneenb aparecimento da doenga, mas
noés ndo encontramos nenhuma correlacdo signifcatiesta analise. Portanto, as

variaveis atuam de maneiras independentes.
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1.3. Relagbes entre as variaveis clinicas e bialégi e os riscos de desenvolver
DECH aguda nos diferentes 6rgaos.

Noés também investigamos a ocorréncia de DECHa alelacom os diferentes
orgdos alvos da doenca e as diferentes variavigicad e bioldgicas. A figura 10
mostra o percentual de DECHa em cada 6rgdo enwol@idnaioria dos pacientes que
desenvolveram DECHa teve somente a pele afetada)(20% dos pacientes tiveram
envolvimento da pele e do trato gastrointestind® Xiveram envolvimento apenas do
trato gastrointestinal e 11% tiveram os 3 oOrgdatadbs. A combinacdo de pele e
figado, trato gastrointestinal e figado, ou soméigiedo foram responsaveis por 13%
dos casos de DECHa (7%, 4% e 2% respectivamentgnd® analisamos apenas a
participacdo de cada Orgdo, observamos que a pete &gdo mais afetado,
representando 81,8% de todos os casos de DECHaegimda, o 6rgdo mais afetado é

0 trato gastrointestinal, representando 41,3% ds®<e, finalmente, o figado, com
23,6% dos casos.

PELEFIGADO/TGI

%

Figura 10 - Frequéncia da DECH aguda por 6rgao.

Também foi avaliado a chance de risco (OR) da énora de DECHa com as
variaveis clinicas e biolégicas, de acordo comiwsrgos orgaos afetados pela doenca
(Tabela 1V). Foram encontradas diferencas estiskente significativas entre a
ocorréncia de DECHa de pele e a classificacdo dagdode base (OR de 1,89, Cl 95%
1,01 a 3,55, na comparacédo entre doencas maligaasadas e linfomas e mielomas, p

= 0,010) (Figura 11A), para a ocorréncia de DECldapdle e diferentes fontes de
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células (OR de 1,49, IC 95% 1,02 a 2,19 na comparagtre pacientes recebendo MO
e SPM, p = 0,012) (Figura 11B), e para a ocorrédeidDECHa de GT e idade dos
pacientes (OR de 3,71, IC 95% 1,01 a 13,64, na amagfo entre pacientes acima de
18 anos e abaixo de 18 anos, p = 0,011) (figurg.IN&b foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas para as outrag@elanalisadas.

B
| T — 1 DECH de pele
% DECE:aup I p =0,01 4o p =0,012 nmaup
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Hemopatias Hemaopatias Hemopatias Linfomas & 1)
benignas malignas precoces malignas Miglomas Mo SP SCUP
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Abaixo de 18 Acima de 18

Idade do paciente

Figura 11 - Diferencas significativas encontradas na analise wariada,
representados em graficosBarras pretas representam os doentes afetadodqeziaa,
enquanto barras brancas representam pacientescoétetados pela doenca. A - A
ocorréncia de DECH aguda da pele em comparacdmcstatus da doenga subjacente,
B - Ocorréncia de pele DECH aguda, em comparacaofoate de células utilizadas
em transplantes; C - Ocorréncia de DECH no tragtrgatestinal, comparando com a
idade dos doentes abaixo e acima de 18 anos.
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Tabela IV — Chance de risco para a ocorréncia de DEHa de acordo com as diferentes variaveis clinicas com o 6rgao acometido pela
DECHa.

DECHa Pele DECHa Figado DECHa TGl
OR (95%ClI) P OR (95%Cl) P OR (95%Cl) P

MO x SPM 1,49 (1,02 -2,19) 0,012 0,82 (0,31 -2,15) 0,743 0,65 (0,37 -1,13) 0,161
Fonte de células

MO x SCUP N&o estimado N&o estimado 0,80 (0,18 -3,39) 1,000

SPM x SCUP N&o estimado N&o estimado 1,22 (0,29 —-5,12) 1,000
Match HLA Completo x incompleto N&o estimado 0,45 (0,10-1,97) 0,402 0,94 (0,22 -1,49) 1,000

DNM x DMP 1,13(0,82-1,55) 0,613 2,04 (0,40-10,24) 0,619 0,51 (0,17 —1,49) 0,246

DNM x DMA 0,95(0,77-1,18) 1,000 1,72(0,41-7,12) 0,640 0,57 (0,19-1,68) 0,442
Estagio da doenca de base DNM x LM 1,81 (0,95-3,47) 0,063 054 (0,17-1,71) 0,386 0,45 (0,15—1,35) 0,198

DMA x DMP 1,18 (0,90 — 1,55) 0,299 1,18 (0,22 - 6,20) 1,000 0,88 (0,45-1,73) 0,999

LM x DMP 0,62 (0,32 -1,22) 0,193 3,75 (0,89 —15,69) 0,075 1,12 (0,56 —2,24) 1,000

DMA x LM 1,89 (1,01 -3,55) 0,010 0,31 (0,09-1,07) 0,083 0,78 (0,39-1,57) 0,699
Regime de condicionamento Mieloablativo x intensidade reduzida 1,19 (0,834} 0,422 0,39 (0,16 - 0,98) 0,070 1,43 (0,66 —3,07) 0,366
Idade Menos de 18 anos x mais de 18 anos 0,76 (0,640 0,90,095 3,71(0,53-25,92) 0,155 3,71(1,01-13,64) 0,011
Sexo Masculino x feminino 1,15 (0,83 -1,61) 0,443 2,06 (0,51-8,23) 0,317 0,70 (0,40-1,22) 0,364
Relacao do doador Relacionado x néo relacionado 0,79 (0,69 — 0,91)0,347 0,40 (0,15-1,07) 0,136 0,93 (0,39 -2,20) 1,000

Legenda: MO — medula éssea; SPM — sangue perifémidnlizado; SCUP — sangue de corddo umbilical; DNNMbenca ndo-maligna; DMP — doenca maligna predaidé —
doenca maligna avancada; LM — linfomas e mielomas.
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1.4. Sobrevida global

Estes pacientes foram acompanhados pelo tempo méd®0 dias (variagdo de
13-1155 dias). Durante este periodo, 38 pacienteseram. As causas da morte
incluiram recidivas ou progressdo da doenca naneiazsée rejeicdo em 8 pacientes,
DECHa em 6 pacientes, a infeccdo em 16 pacientésxieidade relacionada ao
tratamento em 7 pacientes, e 1 paciente falececadea desconhecida. A sobrevida
global (OS), ap6s 1 ano foi de 59,6% (Figura 12ADS também foi observada quando
0s pacientes foram estratificados em grupos difesen

Nossa primeira analise foi a OS de acordo com wdade da doenca de base.
Apdés um ano, a OS foi de 56,9% para doencgas néigmaal 74,8% para o grupo de
doencas malignas precoces e 58,3% para linfomaelmm. Além disso, em doentes
gue tinham doencas malignas avancadas, a OS amasfai de 46,4% (Figura 12B).

Também analisamos a OS de acordo com a fonte des@&onco. Apdés 1 ano
do transplante, a probabilidade de o paciente estarfoi de 59,4% quando foram
usadas células de MO, 56% para células obtidasRM & 75% para as células
originadas de SCUP (Figura 12C). De acordo cormp@de condicionamento recebido,
0 grupo que recebeu condicionamento de intensidatiezida teve uma probabilidade
de 63,7% para permanecer vivo apés um ano do teamiepenquanto que o grupo que
recebeu condicionamento mieloablativo teve umaabitidade de 58,3% de estar vivo
apos um ano de transplante (Figura 12D). De acmydoa compatibilidade do HLA, os
pacientes que HLA compativel apresentaram cer@®déo de chances de permanecer
vivo um ano apds o transplante, enquanto que enemias que possuiam HLA
incompativel, esta probabilidade foi reduzida pa8a3% (Figura 12E). Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa para aréccia de morte em todos 0s grupos
(p> 0,1 em todos 0s casos).

Para determinar se a presenca ou auséncia de DH@ldancia sobre a
sobrevivéncia, analisamos a OS de acordo com aémwia da doenca. Como podemos
ver na Figura 12F, a sobrevida global do grupoapsenvolveu DECHa foi de 56,9%
apos um ano de TMO, enquanto que em pacientes &ueasenvolveram DECHa, a
sobrevida ap6s um ano foi de 62,8%. Esta diferenga foi estatisticamente

significativa (p> 0,1).
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Figura 12 - Sobrevida Global.A — Curva de sobrevida dos 100 pacientes queraaire

TCTH no nosso centro, B, C, D, E e F — Curva deesotta dos 100 pacientes que
sofreram TCTH no nosso centro, separadas por diesevariaveis. B — Estagio da
doenca de base; C - Regime de condicionamento; Eornte de células; E -

Compatibilidade de HLA; F - Ocorréncia de DECH amgutldo houve diferencas
estatisticamente significativas em todos os grypoes0,1). DMP — doencas malignas
precoces; DNM - doencas nao-malignas, LM - linfoenanieloma; DMA — doencas

malignas avancadas; SCUP - sangue de corddo uahbM®© - medula 6ssea, SPM -
sangue periférico.
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A partir do momento que estabelecemos quais @#érlinicos estao
relacionados com o aparecimento da DECHa, nésamiz$ a andlise dos diferentes
parametros bioldgicos, correlacionando sempre codlinica da doengca. Como dito
anteriormente, esta descrito na literatura quetasimtas estao diretamente envolvidas
na patogenia da doenca. Sendo assim, o estudgulead citocinas foi nosso primeiro

alvo de estudo.

2. Anadlise das citocinas como biomarcadores da DECH

2.1. Citocinas no plasma

Apesar de varias citocinas ja terem sido correfeddas com a ocorréncia de
DECHa, os resultados existentes na literatura sitraversos e até hoje ndo possuem
utilidade na clinica. Assim sendo, mais estudosaqueelacionem as citocinas e outras
moléculas com variaveis clinicas e o aparecimeat®EHCHa sdo necessarios para a
identificacdo de biomarcadores de utilidade clinica

Neste sentido, nds iniciamos este estudo analisalggmnas citocinas presente
no plasma de pacientes submetidos ao transplangérato. Amostras de sangue de
100 pacientes foram coletados prospectivamentei@sredpecificos, como descrito em
meétodos. N6s acompanhamos estes pacientes dumansaa A figura 13 mostra a
mediana das citocinas obtidas em diferentes dis @&napdés o TCTH. Comparamos a
mediana obtida nos diferentes dias com a mediatidactte 80 doadores saudaveis.

Como podemos observar na figura 13, a medianaatmerges possui um desvio
maior do que quando comparados com a mediana Gmoks ja no pré-transplante,
muito provavelmente pelas condicbes clinicas dgsiegentes, que se encontram em

um estagio inflamatério antes mesmo do transplante.
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2.2. Andlise da relagdo entre o aumento das concagfies de citocinas e o risco de
desenvolver DECHa.

Estes pacientes foram divididos em dois gruposteptes que desenvolveram
DECHa e pacientes que ndo desenvolveram DECHa. dhamee das citocinas obtidas
nos diferentes dias ap6s o transplante foram mstain graficos, comparando as
medianas entre os dois grupos e também com a naediditia de doadores saudaveis,

como pode ser visto na Figura 14.

Entre as 6 citocinas estudadas, com excecao dattid@ds tinham niveis mais
elevados de citocinas no pré-transplante do quesdiama encontrada em doadores
saudaveis. No entanto, IL-5 é a citocina mais elesalurante o acompanhamento de
pacientes que desenvolveram DECHa, especialment®+id, quando comparados
com pacientes sem DECHa [mediana + erro padrdo §(39) £ 1,36 x 4,45 £ 2,29
pg/ml, respectivamente] (Figura 14). Os niveis Hé Itambém séo elevados em
comparacdao com a mediana obtida de doadores sa@dAvenediana de IFN-no
D+14 também foi maior em pacientes com DECHa dormpsepacientes sem a doenca
(13,20 £ 4,28 x 11,10 + 4,02 pg/ml, respectivamente

N&o houve diferenca significativa entre os gruposr @ sem DECHa nas 4
outras citocinas, e ndo houve grandes diferencasdgucomparados com os doadores
saudaveis. Entre 0s grupos, existem variacdes carrge do acompanhamento apos o
transplante, mas essas variacdes ndo sao constante80 sao estatisticamente
significantes.

A partir destas medianas obtidas, resolvemos dstaryaum ponto de corte para
classificar as citocinas nestes pacientes, desanad uma melhor forma de avalia-las.
Sendo assim, fizemos uma andlise de curva ROCtgata selecionar o melhor ponto
de corte e estratificarmos as concentracdes dara@i® nos determinados dias acima ou
abaixo deste ponto. Este ponto encontrado atreavésicva ROC, em todos os casos,
ficou sempre muito perto da mediana, entdo, resageutilizar a propria mediana
como ponto de corte. NOs categorizamos todas aseobtacdes acima ou abaixo da
mediana e fizemos o calculo da chance de riscos(oalib) de ocorréncia de doenca

enxerto de acordo com o0 aumento ou ndo das cimiabela V).
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Figura 14 — Distribuicdo dos niveis séricos de alguas citocinas nos diferentes dias,
de acordo com o aparecimento ou ndo de DECH®& linha no gréfico indica a
mediana de citocinas obtidas de doadores saudaveis.
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Resultados:

Tabela V — Chance de risco para ocorréncia de DECHae acordo com o aumento
dos niveis séricos das citocinas nos diferentes glia

D+14 D+28 D+45

OR (95% ClI) P OR (95% CI) P OR (95% ClI) P

IFN-y 2,44 (1,035,80) 0,033 0,80 (0,32-1,99) 0,409 57Q0,21-154) 0,198
IL-5 2,06 (0,85-7,99) 0,083  124(051-304) 0,398 ,6010,59-4,32) 0,249

TNF-a 0,83 (0,35-1,99) 0,427 1,11 (0,41-3,02) 0,515 ,59(0,21-1,65) 0,228
IL-4 0,60 (0,29-1,48) 0,192 1,17 (0,45-3,05) 0,467 ,79(0,26-2,20) 0,413

IL-10 1,13 (0,48-2,64) 0,473  1,30(0,53-320) 0,359 ,68(0,25-1,82) 0,307
IL-2 062(0,26-1,45) 0,191  143(0,52-3,96) 0,329 ,5810,51-4,85) 0,300

Como podemos ver, a concentracdo plasmatica doylFé- D+14 teve
alteracOes estatisticamente significativas nesie @dm um odds ratio (OR) de 2,44,
95% de intervalo de confianca de 1,03-5,80, p=0,0R@&ndo os pacientes foram
categorizados de acordo com o ponto de corte d&l i®y/ml. A IL-5 também ficou
aumentada no D+14, com uma OR de 2,06, 95%CI 0,8®9, com um valor de
p=0,083, sugerindo uma tendéncia de ter signifieaestatistica. Neste caso, o ponto de

corte utilizado foi 4,70 pg/ml.

2.3. Andlise da relagdo entre 0 aumento das concagiies das citocinas e o risco

de desenvolver DECHa nos diferentes 6rgaos-alvaldanca.

A DECHa ocorre na pele, figado e trato gastroimakt Wysocki e
colaboradores sugerem que cada 6rgdo tem um gruocitbcinas agindo
independentemente (Wysockt al, 2005). Com base na literatura, nés decidimos
verificar essas citocinas de acordo com o oOrgémddepela doenca. NoOs dividimos os
pacientes de acordo com o desenvolvimento de DEEC¢ddculamos a chance de risco
destes pacientes desenvolverem DECHa, relacionandamento das citocinas de

acordo com o 6rgao afetado (Tabela VI).

NOs encontramos diferencas estatisticamente sigtiifas para o IFN-no
D+14 em pacientes que desenvolveram DECHa de Palgentes que tinham IFN-
superior a 12,74 pg/ml (ponto de corte) no D+14ram aumentado o risco de
desenvolver DECHa pele (OR = 8,57, IC 95% 0,994,3;9= 0,025).
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NOs encontramos diferencas estatisticamente gigtiifas para DECHa de
figado. O aumento de TNé- IL-10 e IL-4 no D+45 conferiu menor risco para o
desenvolvimento de DECHa de figado. Aqueles qusyjlas as citocinas TNé; IL-4
e IL-10 maior que o ponto de corte no D+45, apriasam menor possibilidade de
desenvolver DECHa de figado [0,08 (0.01-0.54), @D, 0,11 (0.01-1.04), p=0,010;
0,07 (0.00-0.69), p=0,008, respectivamente]. Assimymento dessas citocinas confere
protecdo para DECHa no figado, mas o0 mesmo nagseocpara a DECHa de pele e
trato gastrointestinal. O aumento dessas citoacasa do ponto de corte aumentou 0
risco de desenvolver DECHa nestes dois tecidos fid5Dmas sem significancia

estatistica.

Tabela VI — Chance de risco para ocorréncia de DEC#& de acordo com o
aumento dos niveis séricos das citocinas nos difetes dias, separado por 6rgao

acometido pela DECHa.

IFN-y

IL-5

TNF-a

IL-4

IL-10

IL-2

D+14 D+28 D+45
OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p OR (95% Cl) P
DECHa pele” 8,57 (0,99-73,94) 0,025 3,23 (0,55-18,75) 0,172 0,80 (0,19-3,44) 0,535
DECHa figado 0,85 (0,23-3,12) 0,541 0,30 (0,06-1,38) 0,109 0,73 (0,15-3,46) 0,499
DECHa TGl 0,47 (0,15-1,46) 0,153  0,71(0,22-2,28) 0,393 1,20 (0,34-4,24) 0,510
DECHapele 0,53 (0,12-2,34) 0,321 0,47 (0,10-2,17) 0,275 1,00 (0,24-4,13) 0,640
DECHa figado 2,22 (0,60-8,27) 0,192 0,90 (0,22-3,62) 0,580 1,00 (0,21-4,66) 0,651
DECHa TGl 051 (0,12-2,11) 0,284 0,84 (0,27-2,62) 0,500  0,55(0,15-1,91) 0,265
DECHapele 2,15 (0,52-8,76) 0,234 0,90 (0,15-5,31) 0,642 1,62 (0,36-7,18) 0,389
DECHa figado 0,83 (0,22-3,06) 0,516 1,02 (0,22-4,72) 0,647 0,08 (0,01-0,54) 0,007
DECHa TGl 2,40 (0,72-7,93) 0,123 3,21 (0,83-12,44) 0,078  0,75(0,20-2,84) 0,467
DECHa pele 3,28 (0,70-15,27) 0,117 8,46 (0,88-80,59) 0,070 1,34 (0,29-6,13) 0,500
DECHa figado 0,90 (0,23-3,51) 0,574 0,73 (0,15-3,46) 0,499 0,11 (0,01-1,04) 0,010
DECHa TGl 2,53 (0,75-8,44) 0,109 0,64 (0,18-2,23) 0,352 1,27 (0,32-4,97) 0,499
DECHapele 1,05(0,26-4,18) 0,610 2,63 (0,45-15,23) 0,245 1,70 (0,40-7,19) 0,359
DECHa figado 0,50 (0,13-1,83) 0,234 0,20 (0,03-1,07) 0,049 0,07 (0,00-0,69) 0,008
DECHa TGl 0,67 (0,22-2,04) 0,340 0,58 (0,18-1,88) 0,273  1,21(0,35-4,18) 0,499
DECHapele 1,15(0,28-4,76) 0,557 0,28 (0,03-2,62) 0,241  2,55(0,59-11,00) 0,183
DECHa figado 0,60 (0,16-2,18) 0,327 1,21 (0,26-5,57) 0,560 0,41 (0,08-2,00) 0,239
DECHa TGl 0,49 (0,15-1,57) 0,182 0,50 (0,14-1,79) 0,230  0,35(0,09-1,33) 0,111

Com as duas analises univariadas (DECHa total ara@@ por 0rgao), nos

encontramos diferencas estatisticamente sign¥@stentre os pacientes com ou sem
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DECHa para as citocinas IL-5 e IfNio D+14, predizendo um aumento da doenca, e
o aumento de TNE; IL-4 e IL-10 no D+45 confere uma protecdo do destvimento

de DECHa no figado. Como nosso objetivo € enconinzé molécula que possa ser
usado para predizer precocemente o aparecimenEdHa, decidimos realizar a

proxima analise apenas para IFM-IL-5 no D+14.

2.4. Correlagdo do aumento dos niveis de IL-5 e HAdom as diferentes variaveis

clinicas-bioldgicas.

Desde que os parametros clinicos foram heterogénée decidimos analisar os
dados de acordo com diversas variaveis clinicageMativa de compreender melhor a
relagdo entre niveis de IL-5 e IFNeom a ocorréncia de DECHa, realizamos uma
analise multivariada por regressao logistica. Emestado de correlacdo destas duas
citocinas no D+14 com diversas variaveis clinicadslgicas (compatibilidade HLA,
idade, sexo, origem das células-tronco, relacdo dimmdores, regime de
condicionamento, estado da doenca de base), demosbgue estas citocinas sao

independentes dessas variaveis, com excecao toerelg condicionamento e idade.

Nos pacientes que receberam condicionamento mlatoal) o aumento de IL-
5 e IFNy acima do ponto de corte no D+14 em pacientes cdeCH=a teve
significancia estatistica quando comparados coniepi@s que ndo desenvolveram
DECHa, mas receberam o mesmo tipo de condicionani@iR = 2,30 (1.48-6.75), p =
0,042 para IL-5 e OR = 5,01 (1.67-15.03), p = 0,088 IFNy]. Quando comparados
de acordo com a idade, apenas a IL-5 teve signdiadestatistica [OR = 3,12 (1.03-
9.45), p = 0,038] nos pacientes acima de 18 anés. fdi observada significancia
estatistica para o regime de intensidade reduzigar@ pacientes com menos de 18

anos, como mostra a tabela VII.

Tabela VIl — Relagdo entre IFNy e IL-5 no D+14, e variaveis clinicas

OR IFN-yno D+14 OR IL-5 no D+14
(95%Cl) P (95% CI) P
Regime de Mieloablativo 5,01 (1,67 -15,03) 0,003 2,30 (1,48 -6,75) 0,042
condicionamento Intensidade reduzida 0,53 (0,165)2 0,348 1,60 (0,32 -7,84) 0,430
Acima de 18 anos 2,40 (0,83-6,97) 0,086 3,12(1,03-9,45) 0,038
\dade Abaixo de 18 anos 1,83(0,37-8,98) 0,363 1,33 (0,24 -7,34) 0,543
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2.5. Andlise das citocinas em bidpsias de pele.

Além de utilizar o Kit CBA para medir a concentragk citocinas plasméticas,
verificamos também a distribuicdo das citocinas-yNFTNFa em bidpsias de pele de

pacientes que desenvolveram a DECHa.

As citocinas sdo moléculas de baixo peso molecalae atuam como
mensageiras do sistema imune. Estas moléculaserstatvidas em diversos processos
celulares. Na DECHa, as citocinas promovem a d@walps tecidos-alvos da doenca,

fazendo com que este tecido atraia células efetlara®enca.

Portanto, decidimos analisar a expressao deyllRH-pele de alguns pacientes
submetidos a transplante antes do regime de conditiento, no D-8, no D+14 e no
diagnéstico de DECHa, comparando com biépsias edws dias D-8, D+14 e D+28
de pacientes que ndo desenvolveram a doenca. Commle, utilizamos bidpsias de
pele de doadores saudaveis.

A Figura 15 mostra os padrdes encontrados nos masieestudados. Foram
analisadas 32 biopsias de pacientes (8 sem DECHhe@mm DECHa). Observamos
que, em todos 0s casos, 0s pacientes no D-8 degdgos mostram marcacao positiva
para IFNy na pele (A, B, C e D D-8). Quando comparado conostras de pele de
doadores saudaveis (Figura 15E) verificamos um atonda marcacdo. Durante o
acompanhamento, alguns pacientes com DECHa apesemim aumento na
intensidade de coloracédo no D+14 e no dia do detgrmdda doenca. Conseguimos
também observar algumas células infiltradas na eeznepiderme em alguns casos
(Figura 15B), porém na maior parte dos casos aagaocencontra-se limitada a lamina
basal da epiderme. J& outros pacientes, também acaloenca, ndo apresentaram
aumento da concentracdo desta molécula em biopsigele, e outros apresentam até
uma diminuicdo da marcacdo quando comparados oeDa8dia do diagnostico da

doencga, conforme pode ser visto na Tabela X.

J& os pacientes que ndo apresentaram a doencas asggnbém mostram um
aumento na expressao de IfgNo D+14 e no D+28 (Figura 15C); por outro lado,
alguns pacientes tiveram um aumento no D+14 e ummanuicdo no D+28 na
expressdo de IFM-(Figura 15D). Nestes pacientes, a marcacao tanggencontra
limitada a lamina basal da epiderme. Estes reqadtadgerem que esta molécula néo

pode ser utilizado nem como marcador precoce, namoanarcador da doenca em
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Com DECHa Sem DECHa
A A
D+14 Dia do diagnéstico > D+14

Figura 15 — Padré@o da expresséo da citocina IFM-em bidpsias de pele As andlises das
biopsias de pele foram realizadas em pacientes@6@Ha (A — paciente 77; B — paciente
75) nos dias -8, +14 e no dia do diagnéstico daglmee sem DECHa (C — paciente 81; D —
paciente 76) nos dias -8, +14 e +28. Essas biofmias comparadas com bidpsias de pele

de individuos saudaveis (E).
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bidpsias de pele, pois 0 aumento da intensidadeatieacdo esti presente em pacientes com a

doenca ou nao.

Apesar de ndo termos encontrados diferencas éstatiente significativas, nos
também analisamos a citocina THFras bidpsias de pele destes pacientes. A figura 16

mostra os padrdes desta citocina encontradas aenfeeccom DECHa ou néo.

Observando a figura 16, podemos ver que tanto cemaccom DECHa quanto o
paciente que ndo manifestou a doenca apresentacagéar positiva para TNé-antes
mesmo do condicionamento. A biopsia de pele deviddos saudaveis também apresentou
uma pequena marcacao limitada a lamina basal derepe, porém, esta marcacao € menor
do que a encontrada nos pacientes no D-8. A maraagé pacientes antes do transplante
provavelmente ocorre devido ao tratamento realizaaloestes pacientes para controle da
doenca de base. Apesar disso, n0és conseguimosvabser paciente que desenvolveu a
doenca um discreto aumento na intensidade de célmr® mesmo néo ocorre nos pacientes

gue néo desenvolveram a DECHa.

A partir da andlise das imunohistoquimicas, tentamstabelecer um padrédo para a
expressdo de IFN-e TNFa em pacientes que desenvolveram ou ndao a doendarnfa
encontrada foi categorizar as imunohistoquimicabzadas de acordo com a intensidade de

coloracao, conforme a tabela VIII.

Os pacientes que apresentaram a doenca tiveranitoagas analisadas no pré-
transplante e no dia do diagnostico da doenca.sJpaoientes sem DECH tiveram essas
citocinas avaliadas nos dias D-8 e D+28, uma vez @umédia de dias obtida para os
pacientes que desenvolveram DECHa foi de 45 did3+28 € o dia mais proximo para

avaliar os pacientes que nédo desenvolveram a doenca

A tabela IX mostra o0s resultados encontrados airpath analise das
imunohistoquimicas. Analisamos a expressao dasit#e em 24 pacientes com DECHa em
diferentes o6rgdos e com diferentes graus de estadia da doenca. Destes pacientes, 1
paciente teve DECHa de TGI, 15 tiveram DECHa de,p&lpaciente tiveram acometimento

de pele e TGl e 4 pacientes tiveram acomentimergBdrgaos.
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Com DECHa Sem DECHa

A
D-8 Dia do diagnéstico

Figura 16 — Padrdo da distribuicdo de TNFa em bidpsias de peleAs andlises das

biépsias de pele foram realizadas em pacientes@B@Ha (A — paciente 61) nos

dias -8 e no dia do diagnostico da doenca, e S8@H2 (B — paciente 67) nos dias -8

e +28. Foram utilizado como controle bidpsias de ge individuos saudéaveis (C).
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biopsias de pele, pois 0 aumento da intensidadealeacdo esta presente em pacientes

com a doencga ou n&o.

Apesar de nao termos encontrados diferencas éstatente significativas, nos
também analisamos a citocina TFas bidpsias de pele destes pacientes. A figura 16

mostra os padrdes desta citocina encontradas @aenfzcom DECHa ou néo.

Observando a figura 16, podemos ver que tanto iemaccom DECHa quanto o
paciente que nao manifestou a doenca apresentacagéarpositiva para TNé&-antes
mesmo do condicionamento. A biopsia de pele deviddos saudaveis também
apresentou uma pequena marcacao limitada a lanaiseal da epiderme, porém, esta
marcacao é menor do que a encontrada nos pacieni2s8. A marcacéo nos pacientes
antes do transplante provavelmente ocorre devidéraiamento realizado por estes
pacientes para controle da doenca de base. Apissar d0s conseguimos observar no
paciente que desenvolveu a doenca um discreto aomanntensidade de coloracdo. O

mesmo Nao ocorre nos pacientes que nao desenvoladbd=CHa.

A partir da analise das imunohistoquimicas, teptamstabelecer um padréao
para a expressdo de IFNe TNFa em pacientes que desenvolveram ou nao a doenca.
A forma encontrada foi categorizar as imunohistougcas realizadas de acordo com a

intensidade de coloracéo, conforme a tabela VIII.

Os pacientes que apresentaram a doenca tiveraitoesas analisadas no pre-
transplante e no dia do diagnostico da doengas pacentes sem DECH tiveram essas
citocinas avaliadas nos dias D-8 e D+28, uma vezaymédia de dias obtida para os
pacientes que desenvolveram DECHa foi de 45 diBs;28 € o dia mais proximo para

avaliar os pacientes que néo desenvolveram a doenca

A tabela IX mostra os resultados encontrados airpad analise das
imunohistoquimicas. Analisamos a expressdo da<im#® em 24 pacientes com
DECHa em diferentes 6rgaos e com diferentes graesthdiamento da doenca. Destes
pacientes, 1 paciente teve DECHa de TGI, 15 tiveRdaCHa de pele, 4 paciente

tiveram acometimento de pele e TGI e 4 pacientesain acomentimento dos 3 6rgaos.
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Tabela VIII - Graduacdo da intensidade de coloracdo obtida nas
imunohistoquimicas para INFy e TNF-a nas bidpsias de pele dos pacientes
submetidos ao TCTH.

Sem marcacdo Marcacéo fraca Marcagéo média Marcacdorte
:':\ : S K. Z B J i3 ._!-*‘.":‘\\, " . ?.“‘;-.:
Be.. 9 [ v 9. \
IFN-y \‘ . g q
'y ,.: \ s ‘f';ﬁ v
2 ke ) T "{\.- ‘1
~ ‘?’-5 S
8 |
TNF-a Ly 8

Para IFNy, 7 pacientes mantiveram a mesma expressao no D8 dia do
diagnostico da doenca, 14 pacientes tiveram um @ionme expressao desta molécula
no dia do diagnostico da doenca, 1 paciente naesaptou marcagcdo e 2 pacientes
diminuiram a expressao de IfNo dia do diagnéstico quando comparados com o D-8.
Ja para a expressdo de TNF-411l pacientes mantiveram a mesma intensidade de
coloracdo com o D-8, 7 pacientes tiveram aumentexpaiessdo de TN&-no pos-
transplante, 1 paciente ndo apresentou marcacggaeiéntes diminuiram a expressao
de TNF& no dia do diagndstico da DECHa quando comparanimsocD-8.

Dos pacientes que ndo desenvolveram a doencatép8doram analisados), a
maioria dos casos manteve a mesma intensidaderdagéa do D-8 para o D+28, tanto
para IFNy, como para TNFr. Apenas 2 pacientes em ambos 0S grupos teve um

aumento na expressao destas moléculas (de freecangalia).

Portanto, estes resultados mostram que o aumemiandantracdo plasmatica de
IFN-y esta fortemente associado com o risco de desanvbDIECHa de pele e que o
aumento da concentracdo plasmatica de IL-5 auntenisco de desenvolver DECHa
em pacientes que receberam condicionamento miakbakhl Entretanto, a concentracao

de IFNy e TNFa em bidpsias de pele ndo podem ser consideradas iw@rcadores
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da DECHa, uma vez que estas moléculas variam norréeado acompanhamento e
ocorrem tanto na pele de pacientes com a doengamu

Tabela IX - Padrdo de expressdo das moléculas IFNe TNF-a em bidpsias de pele
de pacientes que desenvolveram ou ndo DECHa.

IFN- y TNF-a
Pacientes Pré-TCTH Dia da Pré-TCTH  Dia da DECH Orgéo acometido
DECH
1 Fraco Forte Fraco Forte Pele
Fraco Médio Fraco Fraco Pele
6 Fraco Fraco S/IM S/IM TGI
11 Médio Médio Médio Médio Pele
12 Fraco Médio Médio Médio Pele
13 SIM SIM SIM SIM Pele
14 Fraco Forte Fraco Forte Pele
17 Fraco Médio Fraco Médio Pele
21 Médio Forte Fraco Fraco Pele
27 Fraco Médio Médio Médio Pele
31 Fraco Médio Fraco Fraco Pele
32 Fraco Fraco Fraco Fraco Pele+TGl
39 Fraco Forte Médio Médio Pele+TGl
40 Forte Forte Forte Forte Pele+TGl+figado
a3 Fraco Médio Fraco Fraco Pele
44 Fraco Forte Forte Fraco Pele
47 Forte Forte Forte Forte Pele
51 Fraco Médio Fraco Médio Pele+TGl
54 Fraco Médio Médio Forte Pele+TGl+figado
59 Médio Médio Fraco Fraco Pele+TGl+figado
60 Médio Fraco Fraco Fraco Pele
61 Médio Fraco Médio Fraco Pele+TGl
75 Fraca Média Fraco Médio Pele+TGl
77 Média Média Forte Fraco Pele+TGl
Pacientes Pré-TCTH Dia da Pré-TCTH  Dia da DECH
DECH
30 Fraco Fraco Fraco Fraco -
57 Fraco Fraco Médio Médio -
62 Fraco Médio Fraco Médio -
63 Fraco Médio Fraco Médio -
67 Fraco Fraco Fraco Fraco -
71 Médio Médio Médio Médio -
76 Médio Médio Forte Forte -
81 Médio Médio Médio Médio -

Legenda: pré-TCTH: pré transplante de célulasstsrdrematopoéticas; TGI: trato gastro-intestinai:S/
sem marcagao
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Da mesma forma que as citocinas, as quimiocinascear estar associadas a
patogenia da DECHa. Portanto, nossa segunda arféliseerificar o papel das

guimiocinas no aparecimento da DECHa.

3. Analise das quimiocinas como biomarcadores da@H aguda.
3.1. Quimiocinas no plasma:

As quimiocinas pertencem a uma grande familiardéeemas com cerca de 8-
12kD, que tem como a funcdo primaria serem mol&cuyaimioatractantes de
leucdcitos. Estas proteinas tém funcdes adicioemisprocessos como angiogénese,
hematopoese e ativacdo de células do sistema in@omo discutido na introdugéo,
varias quimiocinas estdo ligadas a patogénese daHAE conforme estudos em
modelos animais. No entanto, em humanos, poucdsmlti@s vém relacionando

quimiocinas e o aparecimento da DECHa.

Sendo assim, nds decidimos estudar estas molénolgdasma e pele dos
pacientes submetidos ao TCTHs, da mesma formagjciéoainas. Para a avaliacao das
quimiocinas no plasma, nés utilizamos o Kit CBAgiemiocinas humanas (BD), que
avalia simultaneamente as quimiocinas CXCL8 (ILEXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-
10), CCL5 (RANTES) e CCL2 (MCP-1). N6s acompanhaesiss pacientes do D-8 ao

D+100, conforme a figura 17.

Nés ndo conseguimos avaliar a concentracdo de RANPEr causa da
sensibilidade do Kit. Como podemos observar, nédentos um aumento na
concentracdo de IP-10 e MCP-1 no D+14 quando cadparcom o D-8. MIG variou
muito durante o acompanhamento e IL-8 teve um atomefevado no D+100,

sugerindo uma possivel relagdo com a DECHc.

3.2.  Andlise da relagdo entre o aumento das coricagbes de quimiocinas e o
risco de desenvolver DECHa.

Da mesma forma que as citocinas, nos avaliamas estléculas separando em
dois grupos: os pacientes que desenvolveram a aoen@s pacientes que nao

desenvolveram a doenga.
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Figura 17 - Distribuicdo dos niveis séricos de alguas quimiocinas de acordo com
os diferentes dias de acompanhamento.
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Figura 18 - Distribuicdo dos niveis séricos de algumas quimiaw@s nos diferentes
dias, de acordo com o aparecimento ou ndo de DECHaA.linha no grafico indica a
mediana de quimiocinas obtidas de doadores sawsdavei

Como podemos observar, ao separar as quimiocieasaadrdo com o
acometimento ou nd&o da doenca, 0s pacientes queseaparam DECHa néo
apresentaram muita diferenca quando comparados csmpacientes que nao
apresentaram a doenca, com excecdo de MIG e ILIS. &presentou um pequeno
aumento no D+14 nos pacientes que apresentaram RE&hkJo comparados com 0s
pacientes que ndo apresentaram a doenca. Ja lm@&ngu no D+100, mas em
pacientes que nao apresentaram DECHa. Isto airdaggnificar uma correlagdo com
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DECHc, porém nao temos dados para confirmar, uraaque nossa abordagem foi

somente com a DECHa.

Para tentar elucidar a significancia do aumentstage quimiocinas no
aparecimento da DECHa, nos categorizamos as quimagoo D+14, D+28 e D+45 da
mesma forma que fizemos com as citocinas, ou ssjabelecemos como ponto de
corte a mediana encontrada nos pacientes no D-&mAsonseguimos calcular a
chance de risco dos pacientes desenvolverem DEEHaatdo com o aumento destas

quimiocinas (tabela X).

Tabela X - Chance de risco para ocorréncia de DECHale acordo com o aumento

dos niveis séricos das quimiocinas nos diferentemsl

D+14 D+28 D+45

OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p

IP-10 1,02 (0,18-5,66) 0,660 1,00 (0,19-5,00) 0,660 0,50 (0,09-2,72) 0,352
MCP-1 0,58 (0,11-2,88) 0,396 1,00 (0,14-6,85) 0,695 1,00 (0,08-11,93) 0,748
MIG 0,84 (0,18-3,88) 0,564 3,00 (0,45-19,59) 0,234 1,63 (0,13-19,38) 0,592

IL-8 0,30(0,05-1,58) 0,149 0,36 (0,06-1,96) 0,221 1,12 (0,18-6,93) 0,627

N&o encontramos diferencas estatisticamente gighifas quando
categorizamos estas quimiocinas de acordo com e@r@ondelas acima da mediana
estabelecida. O aumento de MCP-1, MIG e IL-8 no DH+ia verdade, conferiram

protecdo para o aparecimento da DECHa, porém ggiificincia estatistica.

3.3. Andlise da relacdo entre o aumento das concagfies das quimiocinas e o risco
de desenvolver DECHa nos diferentes 6rgaos-alvaldanca.

Da mesma forma que fizemos com as citocinas, ndirdos os pacientes de
acordo com o orgdo acometido pela doenca. Néslaalos o odds ratio para cada
quimiocina nos dias D+14, D+28 e D+45, relacionandaumento ou a diminui¢cao

destas moléculas de acordo com o 6rgao afetadfmromnmostrado na tabela XI.
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Tabela XI — Chance de risco para ocorréncia de DEC&# de acordo com o
aumento dos niveis séricos das quimiocinas nos ddates dias, separado por 6rgao

acometido pela DECHa.

IP-10

MCP-1

MIG

IL-8

D+14 D+28 D+45
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) P
DECHa pele 0,51 (0,04-5,60) 0,515 1,96 (0,20-18,72) 0,486 2,90 (0,23-36,16) 0,397
DECHa figado 0,50 (0,06-3,64) 0,421 0,31 (0,03-2,90) 0,279 1,17 (0,16-8,33) 0,632
DECHa TGl 0,22 (0,04-1,08) 0,050 0,60 (0,12-2,94) 0,408  0,43(0,09-1,91) 0,231
DECHa pele 2,83 (0,32-24,80) 0,337 1,90 (0,19-18,69) 0,502 1,90 (0,19-18,92) 0,506
DECHa figado 1,31(0,11-14,92) 0,662 0,52 (0,05-5,12) 0,502 0,95 (0,15-5,86) 0,670
DECHa TGl 1,11 (0,21-5,80) 0,615 0,86 (0,17-4,17) 0,585 1,07 (0,23-4,91) 0,618
DECHa pele 0,21 (0,03-1,41) 0,126 N&o estimado 0,030 1,91 (0,15-23,64) 0,524
DECHa figado  N&o estimado 0,236 0,53 (0,07-3,72) 0,437 0,95 (0,08-10,48) 0,687
DECHa TGl 0,85 (0,17-4,18) 0,582 0,98 (0,24-3,95) 0,630  1,75(0,24-12,27) 0,467
DECHa pele 0,20 (0,02-2,05) 0,168 0,52 (0,07-3,56) 0,424 0,08 (0,00-1,23) 0,098
DECHa figado 3,07 (0,51-18,53) 0,200 2,70 (0,63-11,45) 0,155 0,93 (0,08-10,89) 0,729
DECHa TGl 6,50 (1,60-26,36) 0,007 0,63 (0,16-2,39) 0,368 4,44 (0,41-47,50) 0,215

Nés encontramos diferencas estatisticamente sigtifas para DECHa de TGl
para as quimiocinas IP-10 e IL-8. O aumento dedRdima do ponto de corte de 150
pg/ml conferiu protecdo para o aparecimento de D&E@Ge&i TGl no D+14 [0,22 (0,04-
1,08), p=0,050]. Ja a IL-8 aumentada acima do pdet@orte de 26 pg/ml no D+14
conferiu um risco de 6,5 vezes a mais de desenvideCHa de TGl do que os
pacientes que ndo apresentaram niveis elevados ggishiocina [6,50 (1,60-26,36),
p=0,007]. N6s observamos também uma significanaia p aumento de MIG no D+28
e DECHa de pele (p=0,030), porém nao conseguimimsao OR.

Uma vez que estamos em busca de moléculas que npogeadizer o
aparecimento de DECHa, da mesma forma que fizenoms a&s citocinas, nos
resolvemos concentrar as nossas andlises no Detdmppara todas as quimiocinas
estudadas.

3.4. Correlacdo do aumento dos niveis séricos dgurlas quimiocinas com as
diferentes variaveis clinicas e bioldgicas.

Da mesma forma que fizemos com as citocinas, embs uma analise
multivariada por regressao logistica. Em um estddocorrelagdo das quimiocinas
estudadas no D+14 com diversas variaveis clinizdégicas (compatibilidade HLA,
idade, sexo, origem das células-tronco,

relacdo domdores, regime de
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condicionamento, estado da doenca de base), demosbgue estas quimiocinas séo
independentes dessas variaveis, com excecao toerelg condicionamento.

Nos pacientes que receberam condicionamento miletoay o aumento de
MCP-1 acima do ponto de corte de 175 pg/ml no Deibdpacientes com DECHa teve
significancia estatistica quando comparados coniepi@s que ndo desenvolveram
DECHa, mas receberam o mesmo tipo de condicionanf@R = 4,78 (1,12 — 20,31), p
= 0,033. Nao foi observada significancia estatistica parsegime de intensidade

reduzida, como mostra a tabela XII.

Tabela Xl — Relacao entre MCP-1 e regime de condmnamento.

OR MCP-1 no D+14

p
(95%Cl)
) o Mieloablativo 4,78 (1,12 - 20,31) 0,032
Regime de condicionamento
Intensidade reduzida 0,01 (0,00-1,34) 0,121

3.5. Andlise de algumas quimiocinas em biépsiagéte.

Aléem de utilizar o Kit CBA para medir a concentracde quimiocinas
plasmaticas, verificamos também a distribuicdo Idanaas destas quimiocinas e seus
receptores em biopsias de pele de pacientes geewidgeram a DECH aguda. Essas

guimiocinas foram escolhidas de acordo com dadtidazbda literatura.

Nés analisamos a expressao de IP-10 e de seuae€@pCR3 em bidpsias de
pele de pacientes submetidos ao transplante antesgome de condicionamento (D-8)
e no diagnostico de DECHa. Além disso, também coampas com as expressdes de
IP-10 e CXCR-3 com bhibépsias de pele do dia D-8 €8®€m pacientes que nao
desenvolveram DECH aguda.
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Com DECHa Sem DECHa
A A

D-8 Dia do diagnéstico 7 D-8 D+28 O

Figura 19 - Padrdo da expresséo do receptor de quiatina CXCR3 em bidpsias de
pele. As analises das bidpsias de pele foram realizawhagacientes com DECHa (A —
paciente 1; B — paciente 43) nos dias -8, +14 diaao diagndstico da doenca, e sem
DECHa (C — paciente 6; D — paciente 71) nos dias18 e +28. Essas bidpsias foram
comparadas com bidpsias de pele de individuos geisdi).
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A Figura 19 mostra os padroes de CXCR3 encontradsgacientes estudados.
Foram analisadas 29 biopsias de pacientes (7 se@BHBE 24 com DECHa), e foi
observado que todos os pacientes que apresentaEDiHd ja possuiam sinais da
expressdo de CXCR3 na pele no pré-transplante BAR-8), quando comparado com
amostras  de pele de doadores saudaveis (Figlga I8 os pacientes que nado
apresentaram DECHa, alguns possuiam expressdo @REXo pré-transplante,
enquanto outros ndo tinham a expressdo desta nwléou D-8. Durante o
acompanhamento, ha um aumento na intensidade aiec@®b no dia do diagndstico da
doenca nos pacientes que desenvolveram DECHa. Pae+28 de pacientes sem
DECHa, da mesma forma que o encontrado no D-8nslgacientes apresentavam
marcacédo, enguanto outros pacientes nao apreseniagecacao alguma para CXCRS3.
Estes resultados indicam que CXCR3 esta aumentad@axientes com DECHa,
porém, pacientes que ndo apresentaram a doenc¢@&namissuem marcacdo para a
doenca, indicando que este tipo de andlise ndo gerdetilizado como um marcador da
DECHa.

Apesar de nao termos encontrados diferencas éstanente significativas na
analise do plasma para DECHa de pele, nés tambaélisamos a quimiocina IP-10 nas
bidpsias de pele destes pacientes, conforme podesnos figura 20.

Observando a figura 20, podemos ver o mesmo padeianarcacao que
obtivemos para CXCR3, ou seja, pacientes que tiv&BCHa apresentaram marcacao
antes mesmo do transplante, enquanto pacientesaguapresentaram DECHa, alguns
possuiam marcacao, enquanto outros ndo. Apesar, di§s conseguimos observar em
alguns pacientes que desenvolveram a doenca umetdismmento na intensidade de
coloracao, enquanto outros tiveram diminuicdo decat@io entre o pré-transplante e o

dia do diagndstico da doenca.

A partir da analise das imunohistoquimicas, tentamstabelecer um padréo
para a expressao de CXCR3 e IP-10 em pacientedegpa@volveram ou ndao a doenca,
da mesma forma que fizemos com as analises déneitoca pele destes pacientes. NOs
categorizamos as moléculas estudadas de acordoacamensidade de coloracgéo,

conforme a tabela XIII.
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Com DECHa Sem DECHa

A A
Dia do diagnostico M7 D+28 N

Figura 20 — Padrdo da expressdo da quimiocina IP-10 em biépsiake pele. As
analises das biopsias de pele foram realizadasaemanpes com DECHa (A — paciente
54; B — paciente 47) nos dias —8, +14 e no diaiagndstico da doenga, e sem DECHa
(C — paciente 6; D — paciente 71) nos dias —8, e1#28. Essas bidpsias foram
comparadas com bidpsias de pele de individuos geisdi).

NGs analisamos 0s pacientes que apresentaram gagoenpré transplante e no
dia do diagnéstico da doenca. Ja os pacientes &uealesenvolveram DECHa foram
analisados no D-8 e no D+28 Analisamos a expredsstas moléculas em 24 pacientes
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com DECHa. Para CXCR3, 12 pacientes mantiveram amaexpressao no D-8 e no
dia do diagnostico da doenca, 7 pacientes tiveramaumento na expressao desta
molécula no dia do diagnostico da doenca, 1 paciadb apresentou marcacao e 4
pacientes diminuiram a expressdo de CXCR3 no ddiagmostico quando comparados
com o D-8. J& para a expressao de IP-10, 12 pasiemntiveram a mesma intensidade
de coloracdo do D-8, 4 pacientes tiveram aument@xmaessdo de IP-10 no pds-
transplante, 4 pacientes ndo apresentaram maraacdopacientes diminuiram a
expressao de IP-10 no dia do diagnéstico da DEGidadp comparados com o D-8.
Tabela XlIlI — Graduacdo da intensidade de coloracdo obtida nas

imunohistoquimicas para IP-10 e CXCR-3 nas bi6psiasle pele dos pacientes
submetidos ao TCTH.

Sem marcacdo Marcacéo fraca Marcagdo média Marcacdorte

CXCR-3

IP-10

Dos pacientes que ndo desenvolveram a doencatépadoram analisados), a
maioria dos casos apresentou uma diminuicdo dasid@de de marcacdo do D-8 para
o D+28, tanto para CXCR3, como para o IP-10. Apdnpaciente teve um aumento na
expressao destas moléculas (de fraca para médiak Esultados estdo na tabela XIV.

Portanto, nossos resultados demonstram que algugua®iocinas Sao
importantes para o estabelecimento da DECHa. Nésreémos que o aumento da
concentracdo plasmatica de IP-10 confere protegé@m PECHa de TGI, enquanto o
aumento da concentragcdo plasmatica de IL-8 no [xtidenta o risco de desenvolver
DECHa de TGI. Vimos também que o aumento da coragit plasmatica de MIG no
D+28 aumenta o risco de desenvolver DECHa de géal@ aumento da concentracao

plasmatica de MCP-1 no D+14 esta relacionado commaior risco de desenvolver
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DECHa em pacientes que receberam condicionamergtpablativo. E, por fim, a
expressdo de IP-10 e CXCR-3 em biopsias de pelepndem ser utilizadas como
preditores ou marcadores da DECHa, uma vez quebk®rvada uma grande variacao

entre os pacientes analisados.

Tabela XIV — Padrdo de expressédo das moléculas CXGRe IP-10 em biopsias de
pele de pacientes que desenvolveram ou ndo DECHa.

CXCR-3 IP-10
c/DECHa  Pré-TCTH Dia da Pré-TCTH Dia da DECH Orgao acometido
DECH
1 Fraco Forte S/IM S/IM Pele
4 Médio Médio SIM S/IM Pele
6 Fraco Fraco Fraco Fraco TGI
11 Médio Médio SIM SIM Pele
12 Fraco Fraco Médio Médio Pele
13 SIM SIM SIM SIM Pele
14 Fraco Fraco Fraco Forte Pele
17 Médio Médio Médio Médio Pele
21 Médio Médio Forte Médio Pele
27 Médio Médio Médio Médio Pele
31 Fraco Fraco Fraco Fraco Pele
32 Fraco Fraco Fraco Fraco Pele+TGl
39 Médio Forte Forte Forte Pele+TGl
40 Forte Forte Forte Forte Pele+TGl+figado
43 Médio Forte Fraco Fraco Pele
44 Forte Médio Médio Médio Pele
47 Forte Forte Forte Forte Pele
51 Fraco Forte Fraco Médio Pele+TGl
54 Fraco Médio Médio Forte Pele+TGl+figado
59 Fraco Forte Médio Médio Pele+TGl+figado
60 Médio Fraco Forte Médio Pele
61 Médio Fraco Forte Médio Pele+TGI
75 Fraco Médio Fraco Médio Pele+TGl
77 Forte Fraco Forte Fraco Pele+TGl
s/DECHa Pré-TCTH D+28 Pré-TCTH D+28
57 Fraco Médio Fraco Médio -
62 Médio Médio Forte Forte -
63 Forte Médio Médio Médio -
67 Forte Médio Forte Médio -
71 Fraco Forte Forte Forte -
76 Forte Forte Forte Forte -
81 Médio Médio Forte Médio -

Legenda: pré-TCTH: pré transplante de células-trdramatopoéticas; TGI: trato gastro-intestinal; S/M
sem marcacao

Outro aspecto importante para o estabelecimentoEfaHa € o envolvimento
de diversas populacdes celulares sanguineasotais linfécitos T, células NK, APCs,
entre outras. Portanto, o proximo passo deste @sfod analisar as diferentes

populacdes celulares e verificar o seu envolvimantsurgimento da DECHa.

71



0,

0,84

047

Resultados:

4. Andlise das populagbes celulares no sangue geiib pos TCTH e seu
envolvimento na DECH aguda.

4.1. Recuperacao imunolégica

O sangue periférico dos pacientes submetidos awspi@nte foi analisado
também de acordo com o perfil das populagbes cetilpresentes. Em sangue
periférico de doadores normais podemos encontteg 80 e 40 % de linfocitos, sendo
a quantidade de células T dentro da populacéao rdéciios cerca de 70%. Nesta
populacio, a relagcdo T CD# CDS§ é de 2/1, ou seja, normalmente encontramos duas
vezes mais células T CD4Th) do que células T CDgTc). A figura 21 mostra o perfil

dessas populagcdes nos pacientes nos diferentesedieetamento.
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Figura 21 — Percentual de linfécitos Th e Tc no acgpanhamento p6s TCTH.As
linhas representam o minimo e maximo encontradcsa&ngue periférico de pessoas
saudaveis.
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A porcentagem de linfécitos totais em nossos péesevaria de acordo com o
tratamento. Isso se deve ao condicionamento, gqaeal@ma deplecdo da medula 6ssea.
Por isso, € normal encontrarmos no DO uma porcemtage linfécitos baixa.
Dependendo do condicionamento, mieloablativo ouirdensidade reduzida, nos
podemos ter uma quantidade relativa de linfocitdagoutras populacdes celulares no
DO.

Agora, a razdo de células T CIDB CD8" (Th/Tc) na populacdo estudada se
inverte quando comparado com doadores saudaveis, ven que a quantidade de
células Th diminui consideravelmente e a de célitaaumenta. Isso corrobora com 0s
dados da literatura (Rougt al, 1996), que diz que a razdo Th/Tc em pacientes
transplantados fica invertida por varios anos apdsansplante. Neste trabalho, os
autores sugerem que isso ocorra devido a multgdiwadas células T CD8dos
doadores que foram injetadas nos pacientes, prardov& inversao desta taxa (0,5 +/-
1,0, em média). Taxas semelhantes foram encontexdasossos pacientes, uma vez
que até 100 dias poOs-transplante, a média obtitta ea pacientes analisados fica em
1,23, e no D+360, fica em 0,26.

As células T regulatérias foram descritas em @0t2Gershon e colaboradores,
e é uma populacdo que expressa GORD25 e FOXP3, e possui a capacidade de
regular a proliferacdo de células T e a sua expaeséresposta a antigenos, podendo
modular a ocorréncia e gravidade da DECH em modalusiais. Em pessoas
saudaveis, a quantidade de células T regulat@assenta certa de 5% dos linfécitos T
CD4". NoOs analisamos a ocorréncia da subpopulacdo ™€IRR5 em nossos
pacientes, representado na figura 22. Nesta sulggdjmuesta inserida a populagcéo de

células T regulatérias.

Como podemos ver, ocorre uma queda na mediana pigstéacdo no DO e no
D+14, o que ocorre por conta dos regimes de camtionento. Porém, no D+28 esta
populacdo estq acima dos niveis normamente endostr®o D+45 em diante, os
niveis desta populacéo ja se encontra normalizida im de um ano. Portanto, se as

células T CD4 CD25 tem algum papel na DECHa, isto ocorre entre os@lia 45.
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Figura 22 — Percentual de células T CD4CD25" em sangue periférico de pacientes
submetidos ao TCTH. As linhas representam o minimo e maximo encontemo
sangue periférico de pessoas saudaveis.

As células NK também foram analisadas neste esAgloélulas NK (do inglés
Natural Killer Cell) sdo um tipo de linfocito, pericentes ao ramo inato do sistema
imunologico. Tém um papel importante no combatenfeccbes virais e células
tumorais. ldentificadas pela primeira vez em 19@Eam rotuladas de Exterminadoras
Naturais (Natural Killer), pela sua atividade diixita contra células tumorais de
diferentes linhagens, sem a necessidade de recordmo prévio de um antigénio
especifico, contrariamente ao funcionamento dd&ditos T (Kiesslinget al, 1975). A
guantidade de células NK em pessoas saudaveiserdra5 e 30%. A figura 23 mostra
os valores encontrados durante o acompanhamenfad@ntes pds-transplante.

Como podemos observar, houve uma queda do préfaais até o DO, porém
um rapido aumento destas células ja no D+14. Apdssta variacdo, a quantidade de
células NK encontrada nestes pacientes foi den&rofaika esperada em pessoas

saudaveis.
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Figura 23 - Percentual de células NK em sangue pé&rico de pacientes submetidos
ao TCTH As linhas representam o minimo e maximo enconteadsangue periférico
de pessoas saudaveis.

A célula B tem um importante papel na imunidadentwal e € um essencial
componente do sistema imune adaptativo. A prindéipajdo das células B € a producao
de anticorpos contra antigenos. Apdés sua ativagdinéocitos B podem sofrer
diferenciagdo em plasmacitos ou células B de mem&tos também investigamos a
guantidade de células B durante o acompanhamergopdoientes submetidos ao
transplante. A quantidade normal de células B dnada em sangue periférico de
pessoas saudaveis varia de 10 a 15% dos linfdoitais. A figura 24 mostra os valores
encontrados durante o acompanhamento dos pacpgdsansplante.

Como podemos ver, h4 uma queda acentudada do niedmfécitos B no
sangue periférico de pacientes submetidos ao teariedogo apds o condicionamento.
Porém, a porcentagem de células B nestes paci@ngontra-se diminuida no pré-
transplante. O aumento ocorre apés ao D+100, sealigando cerca de 6 meses pos-

transplante.
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Figura 24 - Percentual de células B em sangue pénfco de pacientes submetidos
ao TCTH. As linhas representam o minimo e maximo encontesm@angue periférico

de pessoas saudaveis.

4.2. Associacao entre a razéo de células NK e @88 e a ocorréncia de DECHa.
Durante o acompanhamento da recuperacdo imuno)ogizcservamos que
ocorreu um aumento na mediana das células NK estdéas O e 45. Aléem disso, nestes
mesmos dias observamos uma diminuicdo na medianeélldas B. Sendo assim, nos
calculamos a relacdo NK/B nos dias +14, +28 e +#beens pacientes que tiveram

DECHa e os pacientes que nao desenvolveram a daamfarme mostra a tabela XV.

Tabela XV — Relagéo de células NK/células B

D+14 D+28 D+45
Néo 15,71 10,66 3,88
DECHa
Sim 10,61 13,94 17,30

Os pacientes que nao desenvolveram DECHa tivestenrelacdo diminuida no

decorrer do acompanhamento. Ja os pacientes qeavobégram DECHa tiveram
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aumento nesta relagdo, sugerindo uma relacdoandio de células NK e as células B
e 0 surgimento da DECHa.

4.3. Populacdes celulares como marcadoras de DECHa

A fim de verificar se uma das populacdes estudpddsria ser utilizada como
marcadora da DECHa, nés categorizamos as diferpofmtactes celulares no D+14,
D+28 e D+45 da mesma forma que fizemos com asig#®e quimiocinas, ou seja,
estabelecemos como ponto de corte a mediana eadantos pacientes no D-8. Assim,
conseguimos calcular a chance de risco dos pasidesenvolverem DECHa de acordo
com a variagdo destas populagbes celulares. NoOsontamos diferencas
estatisticamente significativas com o aumento dela B, células NK e na razdo
células NK/B no D+14. O aumento destas popula¢tessado ponto de corte no D+14
aumenta o risco do aparecimento de DECH. EntrgtandoD+45, a diminuicdo das
células B e aumento da razdo NK/B aumenta o rieddECHa.

Tabela XVI - Chance de risco para ocorréncia de DEBa, de acordo com o
aumento das populacdes celulares nos diferentes slia

D+14 D+28 D+45

OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Th 0,71 (0,19-2,72) 0,447 2,36 (0,64-8,60) 0,154 2,84 (0,52-15,46) 0,195

Tc 1,04 (0,95-1,14) 0,579 0,80 (0,24-2,63) 0,476 0,57 (0,15-2,07) 0.299

NK 6,38 (1,60-25,61) 0,005 0,82 (0,27-2,41) 0,469 1,31 (0,45-3,81) 0,412

B 3,03(0,94-9,69) 0,049 1,70 (0,16-17,64) 0,557 0,71 (0,14-0,35) 0,000
CD4+25 1,10 (0,24-4,85) 0,602 1,03 (0,21-5,07) 0,647 1,21 (0,28-5,23) 0,540
Th/Tc 1,21 (0,28-5,23) 0,540 1,00 (0,25-3,94) 0,623 3,18 (0,33-30,16) 0,287

NK/B 3,90 (1,23-12,30) 0,018 0,70 (0,58-1,07) 0,170 4,84 (1,08-21,75) 0,033

Nés também investigamos as populacdes celulareacdelo com o 6rgao
afetado pela DECHa. De acordo com a tabela XVlesap de todas as variagcbes
encontradas, ndo encontramos diferencas estatigtita significativas na analise por

orgao.
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Tabela XVII - Chance de risco para ocorréncia de DEHa, de acordo com o

aumento das populagdes celulares nos diferentes slia com o 6rgdo afetado pela

DECHa.
D+14 D+28 D+45
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p

DECHa pele 0,77 (0,06 -9,88) 0,677 0,22(0,03-1,46) 0,120 0,65 (0,08 -4,83) 0,527
Th DECHa figado 0,57 (0,06 -4,87) 0,504 0,28 (0,02-2,74) 0,257 0,66 (0,05-7,47) 0,615
DECHa TGI 1,00(0,20-4,85) 0,656 0,80(0,20-3,21) 0,518 0,72(0,14-3,54) 0,500
DECHa pele 1,05(0,95-1,16) 0,909 0,84 (0,12-5,56) 0,605 4,40 (0,41 -46,26) 0,213
Tc DECHa figado 0,94 (0,85-1,05) 0,864 1,18(0,18-7,84) 0,605 0,33(0,03-3,72) 0,359
DECHaTGI 0,90(0,73-1,10) 0,455 1,79(0,36-8,74) 0,371 0,39 (0,08-1,93) 0,224
DECHa pele 1,57 (1,14-2,15) 0,296 1,20 (0,11-13,14) 0,647 1,15(0,98-1,36) 0,526
NK DECHa figado 0,40 (0,04-3,52) 0,382 0,83(0,07-9,12) 0,647 0,18 (0,01-2,99) 0,308
DECHa TGI 4,28 (0,66 -27,78) 0,125 0,94 (0,13-6,54) 0,672 2,00 (0,15-25,11) 0,529

DECHa pele 1,05(0,94-1,18) 0,947 1,12(0,98-1,28) 0,590 Né&o estimado

B DECHa figado 0,94 (0,83-1,06) 0,895 0,89 (0,78—-1,01) 0,660 Né&o estimado

DECHaTGI 0,90 (0,73-1,10) 0,526 0,40 (0,03-4,99) 0,452 Nao estimado
DECHa pele N&o estimado 1,12 (0,15-8,20) 0,654 0,16 (0,02-1,35) 0,113
CD4+25 DECHa figado N&o estimado 0,27 (0,02-2,89) 0,274 0,83 (0,07-9,68) 0,693
DECHa TGl N&o estimado 0,60 (0,12-2,97) 0,412 1,06 (0,18-6,21) 0,649
DECHa pele 1,33(1,05-1,68) 0,585 1,27 (0,12-13,35) 0,666 0,23 (0,02-2,06) 0,221
Th/Tc DECHa figado 0,73 (0,58-0,94) 0,438 0,60 (0,05-6,05) 0,562 1,58 (0,12-19,42) 0,583
DECHa TGI 2,00 (0,29 -13,51) 0,404 0,37(0,07-1,92) 0,214 1,50(0,20-10,80) 0,538
DECHa pele N&o estimado 0,50 (0,49 -5,15) 0,494 0,30 (0,02-3,13) 0,302
NK/B DECHa figado N&o estimado 1,42 (0,12 -15,63) 0,632 1,42 (0,11 -18,00) 0,643
DECHa TGl N&o estimado 1,20 (0,26 -5,36) 0,555 4,44 (0,83 —23,58) 0,079

4.4. Analise multivariada:

A fim de confirmamos se os achados na analiseauaida tinham relacdo com
alguma variavel clinica ou biolégica, nos realizamoma analise multivariada
correlacionando a ocorréncia de DECHa com o aumantdiminui¢do de linfécitos B
no D+45 e as diferentes variaveis clinicas. Nés er@mntramos nenhuma associacao
estatisticamente significativa entre a ocorréneiedD&CHa, linfécitos B e razédo NK/B

no D+45 e as diferentes variaveis clinicas ou bicks.

Todas as andlises anteriores foram realizadasatd@acom dados ja existentes
na literatura. Citocinas, quimiocinas, populacoedulares e variaveis clinicas e
biolégicas como match de HLA, regime de condicioeatn, parentesco do doador e
idade do receptor ja vém sendo estudadas como tampes na DECHa no decorrer dos
anos, com resultados bastante controvérsos. Bmtmetama abordagem mais ampla de
forma a escolher novos potenciais biomarcadorea paDECHa comecou a ser
utilizado recentemente. Porém, mesmo utilizand@aadgnologias para a descoberta de
novas moléculas, muitos estudos ainda buscam restesidores dentro de um universo

inflamatorio.
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Assim, a etapa a seguir deste estudo foi a proderanovas moléculas
relacionadas com o aparecimento da DECHa, de farmtliza-las como potenciais
biomarcadores. Para isto, utilizamos como ferramedé estudo a tecnologia

protedbmica.

5. Andlise protebmica das células mononucleares dmngue periférico de
pacientes acompanhados no pés TCTH.

O proteoma pode ser definido como 0 conjunto deepmat expressa por um
genoma e, portanto, representa toda a informagéétiga que esta sendo expressa em
um determinado momento ou condicdo patolégica. desmh vista que 0 numero
estimado de transcritos que uma célula pode exprésse 5000, e que somente a partir
de modificacbes pos-traducionais podemos ter nea00.000 possiveis proteinas, fica
evidente a potencialidade e a relevancia de aberdagtilizando a tecnologia do
proteoma para andlises comparativas entre tipagace$ diferentes (Pizzatét al,
2006).

Portanto, neste trabalho nds iniciamos o estudae@mico das células
monunucleares de pacientes submetidos ao TCTH, @oabjetivo de identificar
alteracdes na expressdo protéica durante o estaberdo da DECHa que pudessem
ser utilizadas para entender melhor este procesepdtoldgico e para identificar novas
moléculas candidatas a biomarcadores. Para inicgareste estudo decidimos entdo
analisar o perfil de células mononucleares de sapguférico de 15 pacientes no dia
do diagnostico da DECHa e em outros dias em queoksivel obter material suficiente

para analise.

5.1. Perfil protéico das células mononucleares duecientes acompanhados no pés
TCTH.

Dos 100 pacientes acompanhados por nés nesteoedtudjue desenvolveram
DECHa tiveram suas células mononucleares de sgpejiférico analisadas em geéis
2D. NoOs obtivemos diferentes perfis entre pacientgsa vez que estes possuem
diversas variaveis diferentes entre si. As fig@as26 e 27 mostram exemplos de perfis
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protéicos das células mononucleares de pacientasbDd®CHa em momentos antes e
apos o diagnostico da doenca.

A figura 25 ilustra o perfil do paciente 52 antlesregime de condicionamento
(D-8) e no dia do diagnostico da DECHa (D+28). Fsteiente realizou transplante
para tratamento de um Linfoma de Hodgkin e receat#ulas-tronco originadas de
sangue periférico mobilizado. Como podemos obsgreamerfil protéico muda
completamente do pré transplante para o dia dondsigo da DECHa; proteinas
expressas no D-8 diminuem no D+28, assim como ipaepouco expressas no D-8
aumentam a sua expressdo no D+28. Além dissoedfas qualitativas também podem
ser visualizadas.

O mesmo ocorre com o0s géis dos pacientes 90 &figéy e 75 (figura 27). O
paciente 90 realizou transplante para tratar unfoma de Hodgkin, e recebeu células-
tronco de sangue periférico mobilizado, assim corpaciente 52. Porém, este paciente
teve uma maior expressdo de proteinas antes deplaate do que no dia do
diagnéstico da doenca. Mas, da mesma forma quecienpa 52, algumas proteinas
mudam completamente a expressao do pré-transpbanéeo dia do diagnostico da
doenca.

Ja o paciente 75 realizou transplante para omeito de uma LMC em 12
remissdo completa. Ele recebeu células-tronco maiigis de medula Ossea. Este
paciente desenvolveu DECHa no D+45, e n0s obtiveanusstras deste paciente nos
D+28, D+45 e D+100. Este paciente teve uma DECHdiraeada, e por causa do
tratamento da doenca acabou recaindo da doencasge ebfoi a Obito no D+124.
Portanto, nés temos um momento do paciente sem RHOH28) e dois momentos
com a doenca (D+45 e D+100). Ocorre uma mudancpadiodo de expressao das
proteinas entre os dias 28 e 45. Com o tratameat®+100, o paciente volta a ter um
perfil semelhante ao D+28, porém conseguimos percetodificacées sutis entre os
géis do D+28 e D+100.

Todos osspotsvisualizados em todos os géis obtidos das amositrasl5
pacientes no dia da DECHa foram retirados, tripaihds e os peptideos gerados foram
analisados por espectrometria de massas. Foi pbssta forma identificar proteinas
sempre presentes em todas as amostras estuda@agprgm consideradas como
proteinas constantes em células mononuclearescilnfes submetidos ao transplante

que apresentaram DECHa. Algumas destas proteinasseaparam variacdes
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quantitativas consideraveis nas situagfes pat@égias diferentes amostras estudadas
gue serdo analisadas posteriormente.

E interessante ressaltar que vérias proteinas fifantificadas em varios spots
do mesmo gel ou de géis distintos, mostrando dita® de PM e Pl para os
equivalentes tedricos. Este fato indica que maatfies pds-traducdo podem contribuir
para este perfil e possivelmente para a fisiolagiacélula estudada. Essas proteinas
estdo relacionadas na tabela XVIIl, que mostra réil ggroteémico descritivo destas

amostras.
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Tabela XVIII — Spotsprotéicos identificados por espectrometria de massa

N° de e . ‘
PM/PI PM/PI . Sequéncia de peptideos lon
O IPI (tedrico) (experimental) GBI pﬁ%‘gﬁ 0 score S
ACTAZ2 Actin, aortic smooth K.SYELPDGQVITIGNER.F 44
muscle IP100008603 42381/5,29 40805/5,10 7% 2 K.QEYDEAGPSIVHR.K 1 45
K.AGFAGDDAPR.A 27
R.AVFPSIVGRPR.H 5
. . KIWHHTFYNELR.V 50
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP10002143¢ 42052/5.29 32224/4,74 20% 6 R VAPEEHPVLLTEAPLNPK A 71 253
R.GYSFTTTAER.E 47
K.SYELPDGQVITIGNER.F 55
. . R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A 22
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 420525.29 12202/5,56 9% 2 K.SYELPDGQVITIGNER.F 33 55
R.GYSFTTTAER.E 48
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 42052/5,29 25182/4,64 6% 3 K.SYELPDGQVITIGNER.F 97 92
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidag&o (M) 17
. . R.GYSFTTTAER.E 27
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 42052/5,29 23554/4,80 6% 2 K.SYELPDGQVITIGNER.F 82 109
R.GYSFTTTAER.E 48
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 42052/5,29 22083/4,88 12% 3 K.SYELPDGQVITIGNER.F 97 163
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidac¢édo (M) 17
KIWHHTFYNELR.V 26
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IPI00021439  42052/5,29 36584/4,99 18% 4 e Ang’ggEEﬁ:kaggggféﬁgK& dacdo (M) 338 142
K.SYELPDGQVITIGNER.F 75
KIWHHTFYNELR.V 51
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A 116
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP10002143¢ 42052/5,29 18742/5,18 20% 5 R.GYSFTTTAER.E 50 373
K.SYELPDGQVITIGNER.F 112
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidac¢éo (M) 44
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A 83
. . R.GYSFTTTAER.E 9
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 42052/5,29 30099/5,19 17% 4 K.SYELPDGQVITIGNER.F 81 177
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M) 5
R.GYSFTTTAER.E 29
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP10002143¢ 42052/5,29 28224/5,35 18% 3 K.LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK.S Oxidacéo (M) 8 120
K.SYELPDGQVITIGNER.F 82
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 42052/5,29 29417/5,31 10% 3 R.GYSFTTTAER.E 28 174

o)
[6)



ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTB Actin, cytoplasmic 1

IP10002143¢

IP100021439

IP10002143¢

IP100021439

IP10002143¢

IP100021439

IP10002143¢

IP100021439

IP10002143¢

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

42052/5,29

31658/5,58

33055/5,57

33328/5,41

39283/5,41

52462/5,31

46753/6,08

46753/6,08

46753/6,08

46753/6,08

16%

10%

20%

14%

20%

20%

20%

20%

12%

K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.QEYDESGPSIVHR.K
R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M)
K.QEYDESGPSIVHR.K
R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.QEYDESGPSIVHR.K
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M)
K.QEYDESGPSIVHR.K
K.IWHHTFYNELR.V
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M)
K.QEYDESGPSIVHR.K
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M)
K.QEYDESGPSIVHR.K
R.AVFPSIVGRPR.H
KIWHHTFYNELR.V
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M)
R.AVFPSIVGRPR.H
KIWHHTFYNELR.V
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M Oxidagéo (M)
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
K.SYELPDGQVITIGNER.F

101
45
32
93

76

78
49
104
29
91
10
81
46

30
91
93
28
105
20
60
76
46
96
20
68
19
61
102
105
21

46
87
101
15
53
87

206

130

315

230

306

305

306

250

161

98



ACTB Actin, cytoplasmic 1

ACTBL2 Beta-actin-like protein 2

ACTR3 Actin-related protein 3

ACTR3 Actin-related protein 3

ANXA3 Annexin A3

ANXA3 Annexin A3

ANXA3 Annexin A3

ANXA5 Annexin A5

ANXA5 Annexin A5

IP100021439

IP10000326¢

IP100028091

IP100028091

IP100024095

IP100024095

IP100024095

IP100329801

IP100329801

42052/5,29

42318/5,39

47797/5.61

47797/5,61

36524/5.63

36524/5,63

36524/5,63

35971/4.94

35971/4,94

38453/5,29

65654/5,57

51223/5,78

59003/5,79

34501/5,61

33792/5,57

38201/5,66

33289/4,85

34160/4,92

15%

9%

13%

13%

18%

18%

21%

16%

30%

K.QEYDESGPSIVHR.K

R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A

R.GYSFTTTAER.E
K.SYELPDGQVITIGNER.F
K.QEYDESGPSIVHR.K
R.VAPDEHPILLTEAPLNPK.I
R.SYELPDGQVITIGNER.F

R.AEPEDHYFLLTEPPLNTPENR.E

R.DITYFIQQLLR.D
R.DREVGIPPEQSLETAK.A
K.EFSIDVGYER.F

R.AEPEDHYFLLTEPPLNTPENR.E

R.DITYFIQQLLR.D
R.DREVGIPPEQSLETAK.A
K.EFSIDVGYER.F
R.DYPDFSPSVDAEAIQK.A
K.GAGTNEDALIEILTTR.T
K.LTFDEYR.N
R.NTPAFLAER.L
K.GIGTDEFTLNR.I
R.DYPDFSPSVDAEAIQK.A
K.GAGTNEDALIEILTTR.T
K.LTFDEYR.N
R.NTPAFLAER.L
K.GIGTDEFTLNR.I
R.DYPDFSPSVDAEAIQK.A
K.GAGTNEDALIEILTTR.T
K.LTFDEYR.N
R.NTPAFLAER.L
K.GIGTDEFTLNRL.I
K.HYGYSLYSAIK.S
R.GTVTDFPGFDER.A
K.GLGTDEESILTLLTSR.S
R.LYDAYELK.H
K.FITIFGTR.S
R.SEIDLFNIR.K
R.GTVTDFPGFDER.A
K.GLGTDEESILTLLTSR.S

K.QVYEEEYGSSLEDDVVGDTSGYYQR.M

K.FITIFGTR.S

21
46
14
65

35
86
55
13
23
86
55
13
23
58
91
31
30
16
58
91
31
30
16
74
129
37
17
41
46

28

15
60
58
69
31

131

38

177

177

226

226

344

78

293

.8



ANXAG6 annexin VI isoform 2

ANXAG6 annexin VI isoform 2

ANXAG6 annexin VI isoform 2

APOAL1 Apolipoprotein A-1
precursor

ARHGDIA Rho GDP-dissociation
inhibitor 1

ARHGDIA Rho GDP-dissociation
inhibitor 1

ARHGDIB Rho GDP-dissociation
inhibitor 2

ARHGDIB Rho GDP-dissociation
inhibitor 2

ARHGDIB Rho GDP-dissociation
inhibitor 2

ARHGDIB Rho GDP-dissociation
inhibitor 2

ATP5B ATP synthase subunit bete
mitochondrial precursor

IP10000245¢

IP100002459

IP10000245¢

IP100021841

IPI0000381&

IP100003815

IP100003817

IP100003817

IP100003817

IP100003817

IP10030347¢€

75571/5.46

75571/5,46

75571/5,46

30759/5.56

23250/5.02

23250/5,02

23031/5.10

23031/5,10

23031/5,10

23031/5,10

56525/5.26

36048/6,49

38571/6,40

38571/6,40

23955/5,26

27936/4,90

29098/4,93

27688/5,06

19000/6,14

19511/6,17

29675/5,07

55075/4,98

8%

8%

4%

17%

31%

20%

22%

13%

39%

22%

17%

K.YMTISGFQIEETIDR.E Oxidacéo (M)
R.SEIDLFNIR.K
K.NFATSLYSMIK.G Oxidacéo (M)
K.GLGTDEDTIIDIITHR.S
K.SLEDALSSDTSGHFR.R
R.DAFVAIVQSVK.N
K.SLHQAIEGDTSGDFLK.A
K.GLGTDEDTIIDIITHR.S
K.SLEDALSSDTSGHFR.R
R.DAFVAIVQSVK.N
K.SLHQAIEGDTSGDFLK.A
K.GLGTDEDTIIDITHR.S
K.SLEDALSSDTSGHFR.R
R.DYVSQFEGSALGK.Q
K.VQPYLDDFQK.K
R.THLAPYSDELR.Q
K.VSFLSALEEYTK.K
K.SIQEIQELDKDDESLR.K
K.IDKTDYMVGSYGPR.A
R.AEEYEFLTPVEEAPK.G
R.FTDDDKTDHLSWEWNLTIK.K
K.SIQEIQELDKDDESLR.K
K.TDYMVGSYGPR.A Oxidagéo (M)
R.AEEYEFLTPVEEAPK.G
K. APEPHVEEDDDDELDSK.L
K.LNYKPPPQK.S
K.TLLGDGPVVTDPK.A
K.YVQHTYR.T
K.YVQHTYR.T
K.SFFTDDDKQDHLSWEWNLSIK.K

R.LTLVCESAPGPITMDLTGDLEALKK.E Oxidag&o (M)

K.YVQHTYR.T

K. ATFMVGSYGPRPEEYEFLTPVEEAPK.GOxidagao (M)

K.SFFTDDDKQDHLSWEWNLSIK.K
K.APEPHVEEDDDDELDSK.L
K.YVQHTYR.T
K.SFFTDDDKQDHLSWEWNLSIK.K
R.LVLEVAQHLGESTVR.T
K. AHGGYSVFAGVGER.T

K.VALVYGQMNEPPGAR.A Oxidacéo (M)

99

99

68

139

82

127

167

80

94

110

299

88



ATP5B ATP synthase subunit beta,
mitochondrial precursor

CALR Calreticulin precursor

CALR Calreticulin precursor

CALR Calreticulin precursor

CALR Calreticulin precursor

CANX Calnexin precursor

CAPL1 Adenylyl cyclase-associated
protein 1

CAPNS1 Calpain small subunit 1
CAPZAL1 F-actin-capping protein
subunit alpha-1

CAPZB Isoform 1 of F-actin-

IP100303476

IP10002059¢

IP100020599

IP10002059¢

IP100020599

IP100020984

IP100008274

IP100025084

IP100005969

IP10002618E

56525/5,26

48283/4.29

48283/4,29

48283/4,29

48283/4,29

67982/4,47

52222/8,27

28469/5.05

33073/5.45

31616/5,36

58376/5,00

67070/4,19

61760/4,08

59213/4,20

56234/4,20

69133/4,43

18049/5,30

26957/4,78

36283/5,5

22597/5,54

17%

17%

6%

17%

13%

7%

9%

18%

22%

18%

R.VALTGLTVAEYFR.D
R.DQEGQDVLLFIDNIFR.F
R.AIAELGIYPAVDPLDSTSR.I
R.LVLEVAQHLGESTVR.T
K.AHGGYSVFAGVGER.T
K.VALVYGQMNEPPGAR.A Oxidacéo (M)
R.VALTGLTVAEYFR.D
R.DQEGQDVLLFIDNIFR.F
R.AIAELGIYPAVDPLDSTSR.I
K.EQFLDGDGWTSR.W
R.FYALSASFEPFSNK.G
K.HEQNIDCGGGYVK.L
K.KVHVIENYK.G
K.VHVIENYK.G
R.CKDDEFTHLYTLIVRPDNTYEVK.I
K.EQFLDGDGWTSR.W
R.FYALSASFEPFSNK.G
K.EQFLDGDGWTSR.W
R.FYALSASFEPFSNK.G
K.HEQNIDCGGGYVK.L
K.KVHVIENYK.G
K.VHVIENYK.G
R.CKDDEFTHLYTLIVRPDNTYEVK.I
K.EQFLDGDGWTSR.W
R.FYALSASFEPFSNK.G
K.KVHVIENYK.G
K.APVPTGEVYFADSFDR.G
K.TPELNLDQFHDK.T
R.KIPNPDFFEDLEPFR.M
K.IPNPDFFEDLEPFR.M
R.VENQENVSNLVIEDTELK.Q
K.SSEMNVLIPTEGGDFNEFPVPEQFK.TOxidagéo (M)

R.ILGGVISAISEAAAQYNPEPPPPR.T
R.THYSNIEANESEEVR.Q
K.TDGFGIDTCR.S
K.FITHAPPGEFNEVFNDVR.L
R.LLLNNDNLLR.E
K.IEGYEDQVLITEHGDLGNSR.F
K.IQVHYYEDGNVQLVSHK.D
K.DYLLCDYNR.D

64
65
81
26
41
22
64
65
81
94
92
40
48
39
15

60
94
92
40
48
39
15
23
94
35
56
45
49

20

19
44
13
63
29
22
28
12

299

327

105

327

153

158

40

76

141

97

[00]
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capping protein subunit beta

CFL1 Cdfilin-1

CLIC1 Chloride intracellular
channel protein 1

COTL1 Coactosin-like protein

CTSD Cathepsin D precursor

DEFA1;LOC728358 Neutrophil
defensin 1 precursor

ENOL1 Isoform alpha-enolase of
Alpha-enolase

ERP29 Endoplasmic reticulum
protein ERp29 precursor

ERP29 Endoplasmic reticulum
protein ERp29 precursor

FGB Fibrinogen beta chain
precursor

IP100012011

IP10001089¢

IP100017704

IP10001122¢

IP100005721

IP10046524¢€

IP100024911

IP100024911

IP100298497

18719/8.22

27248/5,09

16049/5,54

45037/6,10

10536/6,54

47481/5.29

29032/6.77

29032/6,77

56577/8,54

18893/6,51

32039/5,19

16741/5,33

30349/5,71

9724/6,47

51318/6,46

26188/5,87

30347/5,90

54185/5,94

43%

34%

30%

11%

19%

14%

27%

18%

5%

K.YDPPLEDGAMPSAR.L Oxidacao (M)
R.KLEVEANNAFDQYR.D
K.LEVEANNAFDQYR.D
K.GCWDSIHVVEVQEK.S
K.AVLFCLSEDKK.N

K.EILVGDVGQTVDDPYATFVK.M
R.YALYDATYETK.E
K.KEDLVFIFWAPESAPLK.S
K.HELQANCYEEVKDR.C
K.IGNCPFSQR.L
K.IEEFLEAVLCPPR.Y
K.LAALNPESNTAGLDIFAK.F
K.VLDNYLTSPLPEEVDETSAEDEGVSQR.K
R.GFTIPEAFR.G
R.YLSNAYAR.E
K.YDGSTIVPGEQGAEYQHFIQQCTDDVR.L
K.FALITWIGENVSGLQR.A
K.FDGILGMAYPR.| Oxidago (M)
K.LVDQNIFSFYLSR.D

K.EGCEAIVDTGTSLMVGPVDEVR.E Oxidagéo (M)

R.IPACIAGER.R
R.YGTCIYQGR.L
R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
K.VVIGMDVAASEFFR.S
K.VVIGMDVAASEFFR.S Oxidag&o (M)
R.YISPDQLADLYK.S
K.FTASAGIQVVGDDLTVTNPK.R
K.GALPLDTVTFYK.V
K.FDTQYPYGEK.Q
K.LDKESYPVFYLFR.D
R.DGDFENPVPYTGAVK.V
K.WAEQYLK.|
K.ILDQGEDFPASEMTR.|
K.ILDQGEDFPASEMTR.| Oxidac&o (M)
K.GALPLDTVTFYK.V
K.FDTQYPYGEK.Q
R.DGDFENPVPYTGAVK.V
K.SLNILTAFQK.K
K.HQLYIDETVNSNIPTNLR.V
K.IRPFFPQQ.-

42

29
13
36
37

22
24
56
123
171
45
47

38
34
51

47
26

18
21
24
20
41
24
64
40
65
53
14
13
24
11
55
17

141

466

54

89

98

89

254

62

72

06



FGB Fibrinogen beta chain
precursor

FGG Isoform Gamma-A of
Fibrinogen gamma chain
precursor

FGG Isoform Gamma-B of
Fibrinogen gamma chain
precursor

FGG Isoform Gamma-B of
Fibrinogen gamma chain
precursor

FLNA filamin A, alpha isoform 1

FLNA filamin A, alpha isoform 1

FTL Ferritin light chain

FTL Ferritin light chain

FTL Ferritin light chain

FTL Ferritin light chain

IP100298497

IP100219713

IP100021891

IP100021891

IP100302592

IP100302592

IP100738499

IP100738499

IP10073849¢

IP100738499

56577/8,54

50092/5.70

52106/5,37

52106/5,37

282581/5.6¢

282581/5,69

20064/5.51

20064/5,51

20064/5,51

20064/5,51

56174/6,16

51510/5,62

59003/5,63

58689/5,52

90890/5,71

127045/6,11

22507/5,38

19691/5,44

19691/5,44

19691/5,44

7%

25%

14%

11%

2%

3%

36%

36%

36%

36%

K.HQLYIDETVNSNIPTNLR.V
3 K.EDGGGWWYNR.C
K.IRPFFPQQ.-
K.YEASILTHDSSIR.Y
3 K.IHLISTQSAIPYALR.V
R.LTIGEGQQHHLGGAK.Q
K.AIQLTYNPDESSKPNMIDAATLK.S Oxidagéo (M)
K.YEASILTHDSSIR.Y
K.IHLISTQSAIPYALR.V
R.LTIGEGQQHHLGGAK.Q
K.YEASILTHDSSIR.Y
K.QSGLYFIKPLK.A
K.IHLISTQSAIPYALR.V
R.LTIGEGQQHHLGGAK.Q
K.YNEQHVPGSPFTAR.V
K.VGSAADIPINISETDLSLLTATVVPPSGR.E
K.FNEEHIPDSPFVVPVASPSGDAR.R
K.YGGPYHIGGSPFK.A
K.YNEQHVPGSPFTAR.V
R.VSGQGLHEGHTFEPAEFIIDTR.D
R.AEAGVPAEFSIWTR.E
K.FNEEHIPDSPFVVPVASPSGDAR.R
K.YGGPYHIGGSPFK.A
K.WGDEHIPGSPYR.V
R.DDVALEGVSHFFR.E,
K.KLNQALLDLHALGSAR.T
5 K.LNQALLDLHALGSAR.T
R.TDPHLCDFLETHFLDEEVK.L
R.LGGPEAGLGEYLFER.L
R.DDVALEGVSHFFR.E,
K.KLNQALLDLHALGSAR.T
5 K.LNQALLDLHALGSAR.T
R.TDPHLCDFLETHFLDEEVK.L
R.LGGPEAGLGEYLFER.L
R.DDVALEGVSHFFR.E
K.KLNQALLDLHALGSAR.T
5 K.LNQALLDLHALGSAR.T
R.TDPHLCDFLETHFLDEEVK.L
R.LGGPEAGLGEYLFER.L
5 R.DDVALEGVSHFFR.E

34

24

25

32
13
17
51
10
25
27

14
28
28
39

46
53
13
117
77
63
29
122
117
7

29
122
64
83
52
44
104
89

64

82

67

113

78

165

404

404

347

279

(o]
=



K.KLNQALLDLHALGSAR.T 16

K.LNQALLDLHALGSAR.T 24
R. TDPHLCDFLETHFLDEEVK.L 33
R.LGGPEAGLGEYLFER.L 118
R.DDVALEGVSHFFR.E 27
K.KLNQALLDLHALGSAR.T 67
FTL Ferritin light chain IP10073849¢ 20064/5,51 21633/5,58 36% 5 K.LNQALLDLHALGSAR.T 35 261
R.TDPHLCDFLETHFLDEEVK.L 8
R.LGGPEAGLGEYLFER.L 124
FTL Ferritin light polypeptide K.KLNQALLDLHALGSAR.T 51
variant IP100375676 21340/5,70 19691/5,44 8% K.LNQALLDLHALGSAR.T 17 68
GRB2 Isoform 1 of Growth factor - K.FNSLNELVDYHR.S 42
receptor-bound protein 2 IPI00021327  25304/5.89 25554/6,09 8% R.NQQIFLR.D 20 62
GRB2 Isoform 1 of Growth factor 0 K.FNSLNELVDYHR.S 42
receptor-bound protein 2 IP100021327 25304/5,89 28595/6,07 8% R.NQQIFLR.D 20 62
GSN Isoform 1 of Gelsolin NSRRI et
IP100026314 86043/5,90 16263/6,03 6% 3 K.FDLVPVPTNLYGDFFTGDAYVILK.T 19 136
precursor R.EVQGFESATFLGYFK.S 86
. K.EPGLQIWR.V 7
GSN Isoform 1 of Gelsolin IPI00026314  86043/5,90 109027/5,88 4% 3 R.EVQGFESATFLGYFK.S 34 61
precursor K.HVVPNEVVVQR.L 20
M.PPYTVVYFPVR.G 66
R.MLLADQGQSWK_.E Oxidagéo (M) 2
GSTP1 Glutathione S-transferase - K.EEVVTVETWQEGSLK.A 28
P IPI00219757  23569/5.43 23271/5,51 42% 6 K.FODGDLTLYQSNTILR.H 49 196
K.DQQEAALVDMVNDGVEDLR.C Oxidagéo (M) 30
K.YISLIYTNYEAGKDDYVK.A 21
GSTP1 Glutathione S-transferase M.PPYTVVYFPVR.G 46
P IP100219757 23569/5,43 13212/4,44 21% 2 K.FODGDLTLYQSNTILR.H 36 82
M.PPYTVVYFPVR.G 66
R.MLLADQGQSWK_.E Oxidagéo (M) 2
GSTP1 Glutathione S-transferase - K.EEVVTVETWQEGSLK.A 28
P IPI00219757  23569/5,43 23231/5,41 42% 6 K.FODGDLTLYQSNTILR.H 49 196
K.DQQEAALVDMVNDGVEDLR.C Oxidagéo (M) 30
K.YISLIYTNYEAGKDDYVK.A 21
GSTP1 Glutathione S-transferase M.PPYTVVYFPVR.G 77
= R.MLLADQGQSWK.E Oxidagao (M) 16
IP100219757 23569/5,43 24656/5,50 43% 6 K.EEVVTVETWQEGSLK.A 59 304
K.FQDGDLTLYQSNTILR.H 86
K.YISLIYTNYEAGKDDYVK.A 37

6



H2AFY H2A histone family,
member Y isoform 2

H2AFY H2A histone family,
member Y isoform 2

HNRNPA2B1 HNRPA2B1 protein
HNRNPH1 Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H

HPCALL1 Hippocalcin-like protein
1

HSPA1B;HSPA1A Heat shock 70
kDa protein 1

HSPA5 HSPAGS protein

HSPA5 HSPAGS protein

HSPA5 HSPAGS protein

HSPA5 HSPAGS protein

HSPA5 HSPAGS protein

HSPA5 HSPAGS protein

HSPAS8 Isoform 1 of Heat shock

IP10005936€

IP100059366

IP100386854

IP100013881

IP100219344

IP100304925

IP100003362

IP100003362

IP100003362

IP100003362

IP100003362

IP100003362

IPI00003865

39635/9.78

39635/9,78

28451/4,79

49484/5.89

22413/5.21

70294/5,48

72492/5,07

72492/5,07

72492/5,07

72492/5,07

72492/5,07

72492/5,07

71082/5,37

22208/5,62

25309/5,65

12981/6,19

23796/6,67

20269/4,91

81081/5,53

81695/4,90

44455/5,20

44190/5,09

27435/4,71

52462/5,31

85515/4,91

67792/5,85

11%

11%

10%

14%

24%

6%

9%

4%

8%

5%

7%

9%

12%

K.ALPGQLKPFETLLSQNQGGK.T
K.EFVEAVLELR.K
K.NGPLEVAGAAVSAGHGLPAK.F
K.SIAFPSIGSGR.N
K.EFVEAVLELR K
K.NGPLEVAGAAVSAGHGLPAK.F
K.SIAFPSIGSGR.N
R.KLFIGGLSFETTEESLR.N
K.LFIGGLSFETTEESLR.N
R.NYYEQWGK.L
R.GLPWSCSADEVQR.F
R.EGRPSGEAFVELESEDEVK.L
K.HTGPNSPDTANDGFVR.L
R.STGEAFVQFASQEIAEK.A
R.PEVLQD.L
K.MPEDESTPE.K
R.TTPSYVAFTDTER.L
R.INEPTAAAIAYGLDR.T
R.LVNHFVEEFKR.K
R.ITPSYVAFTPEGER.L
K.VTHAVVTVPAYFNDAQR.Q
K.KSDIDEIVLVGGSTR.I
K.DNHLLGTFDLTGIPPAPR.G
R.ITPSYVAFTPEGER.L
K.VTHAVVTVPAYFNDAQR.Q
R.ITPSYVAFTPEGER.L
K.VTHAVVTVPAYFNDAQR.Q
R.AKFEELNMDLFR.S Oxidagao (M)
K.KSDIDEIVLVGGSTR.I
K.DNHLLGTFDLTGIPPAPR.G
R.GVPQIEVTFEIDVNGILR.V
R.ITPSYVAFTPEGER.L
K.VTHAVVTVPAYFNDAQR.Q
K.KSDIDEIVLVGGSTR.I
K.SDIDEIVLVGGSTR.I
R.ITPSYVAFTPEGER.L
K.VTHAVVTVPAYFNDAQR.Q
K.KSDIDEIVLVGGSTR.I
K.DNHLLGTFDLTGIPPAPR.G
R.TTPSYVAFTDTER.L

30
51
19

51
19

21
111
20
19
33
56
40
12
24
12
48
40
32
31
32
49
28
58
16
22
13
16
69

66
55
73
46
32
31
32
49

76

76

152

147

36

99

144

86

68

69

239

144

167

€6



cognate 71 kDa protein

HSPABS Isoform 1 of Heat shock
cognate 71 kDa protein

HSPB1 Heat shock protein beta-1

HSPC159 Galectin-related protein

HSPD1 60 kDa heat shock proteir
mitochondrial precursor

ITGA2B integrin alpha 2b
preproprotein
KRT10 Keratin, type | cytoskeletal
10

KRT10 Keratin, type | cytoskeletal
10

KRT9 Keratin, type | cytoskeletal
9

LCP1 Plastin-2

LCP1 Plastin-2

LCP1 Plastin-2

IP100003865

IP100025512

IP100023549

IPI00784154

IP100218629

IP10000986<

IP100009865

IP10001935¢

IP100010471

IP100010471

IP100010471

71082/5,37

22826/5.98

19202/5.12

61187/5.70

114446/5.21

59703/5,13

59703/5,13

62320/5,19

70815/5.20

70815/5,20

70815/5,20

83180/5,38

22507/5,38

20045/4,86

62845/5,28

21767/4,31

37813/6,40

11348/5,93

76713/5,17

71604/5,19

52785/5,32

52785/5,32

14%

20%

31%

11%

2%

5%

10%

6%

14%

4%

8%

K. TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q
K.STAGDTHLGGEDFDNR.M
R.FEELNADLFR.G
K.QTQTFTTYSDNQPGVLIQVYEGER.A
R.TTPSYVAFTDTER.L
K. TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q
R.TLSSSTQASIEIDSLYEGIDFYTSITR.A
R.FEELNADLFR.G
K.QTQTFTTYSDNQPGVLIQVYEGER.A
R.LFDQAFGLPR.L
R.VSLDVNHFAPDELTVK.T
K.LATQSNEITIPVTFESR.A
K.LDDGHLNNSLSSPVQADVYFPR.L
R.GEEQSAIPYFPFIPDQPFR.V
R.VFVDGHQLFDFYHR.I
K.LVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLAR.S
K.ISSIQSIVPALEIANAHR.K

R.KPLVIIAEDVDGEALSTLVLNR.L
R.GEAQVWTQLLR.A
R.NRPPLEEDDEEGE.-
K.NQILNLTTDNANILLQIDNAR.L
R.LENEIQTYR.S
K.NQILNLTTDNANILLQIDNAR.L
R.NVSTGDVNVEMNAAPGVDLTQLLNNMR.S
R.NVQALEIELQSQLALK.Q
R.HGVQELEIELQSQLSK.K
K.EIETYHNLLEGGQEDFESSGAGK.|
K.IGLFADIELSR.N
R.NEALIALLR.E
K.GDEEGVPAVVIDMSGLR.E Oxidacéo (M)
K.LNLAFIANLFNR.Y
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
R.YTLNILEEIGGGQK.V
K.VNDDIIVNWVNETLR.E
K.LNLAFIANLFNR.Y
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
K.IGLFADIELSR.N
K.LNLAFIANLFNR.Y
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
K.VNDDIIVNWVNETLR.E

61
41
49

47
57
40
37
42
37
29
70
52
55
13

28
82
32
36
16
37

63
21
13
48
13
23
24
63
64
60
30
26
66
79
63
53

189

108

176

51

114

52

152

34

294

56

201
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LCP1 Plastin-2

LCP1 Plastin-2

LCP1 Plastin-2

LCP1 Plastin-2

LCP1 Plastin-2

LGALS1 Galectin-1

LGALS1 Galectin-1

MRLC2 Myosin regulatory light
chain

MTPN Myotrophin

IP100010471

IP100010471

IP100010471

IP100010471

IP100010471

IP100219219

IP10021921¢€

IP100033494

IPI0017958¢

70815/5,20

70815/5,20

70815/5,20

70815/5,20

70815/5,20

15048/5.34

15048/5,34

19824/4.71

14508/5.92

52758/5,32

66478/5,50

65073/5,39

78032/5,35

77370/5,23

14179/4,99

15496/5,02

19186/4,71

11362/5.02

7%

7%

12%

14%

11%

45%

20%

44%

50%

K.IGLFADIELSR.N
K.LSPEELLLR.W
K.AYYHLLEQVAPK.G
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
K.AYYHLLEQVAPK.G
K.GDEEGVPAVVIDMSGLR.E Oxidacéo (M)
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
K.IGLFADIELSR.N
K.LSPEELLLR.W
K.GDEEGVPAVVIDMSGLR.E Oxidagéo (M)
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
R.YTLNILEEIGGGQK.V
R.VYALPEDLVEVNPK.M
K.IGLFADIELSR.N
R.NEALIALLR.E
K.GDEEGVPAVVIDMSGLR.E Oxidacdo (M)
K.LNLAFIANLFNR.Y
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
R.YTLNILEEIGGGQK.V
K.VNDDIIVNWVNETLR.E
K.IGLFADIELSR.N
R.NEALIALLR.E
K.LSPEELLLR.W
K.LNLAFIANLFNR.Y
K.FSLVGIGGQDLNEGNR.T
K.VNDDIIVNWVNETLR.E
K.DSNNLCLHFNPR.F
R.FNAHGDANTIVCNSK.D
K.DGGAWGTEQR.E
K.LPDGYEFK.F
R.LNLEAINYMAADGDFK.| Oxidacio (M)
K.DSNNLCLHFNPR.F
R.LNLEAINYMAADGDFK.I Oxidagao (M)
R.ATSNVFAMFDQSQIQEFK.E Oxidac&o (M)
R.DGFIDKEDLHDMLASLGK.N Oxidacao (M)
R.NAFACFDEEATGTIQEDYLR.E
R.FTDEEVDELYR.E
K.GNFNYIEFTR.I
R.QGILHI.K
K.IMFLGEDVNRTLEGG.R

22
46
28
23

38
60
10
20
86
19
27
48
13
23
24
63
64
60
27
24

44

58
73
62
46
98

22
32
27
44
58
26
24
45

104

67

223

294

123

364

53

187

152
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MYL6;MYL6EB Isoform Non-
muscle of Myosin light polypeptide
6

MYL6;MYL6B Isoform Non-
muscle of Myosin light polypeptide
6

MYL9 Myosin regulatory light
chain 2, smooth muscle isoform

NMEZ1;NME2 Nucleoside
diphosphate kinase A

NPM1 Isoform 2 of Nucleophosmin

P4HB Protein disulfide-isomerase
precursor

P4HB Protein disulfide-isomerase
precursor

P4HB Protein disulfide-isomerase
precursor

IP100335168

IP100335168

IP100220278

IP10001204¢&

IP100220740

IP10001079¢€

IP100010796

IP10001079¢€

17090/4.56

17090/4,56

19871/4.80

17309/5.83

29617/4.47

57480/4.76

57480/4,76

57480/4,76

16977/4,18

16037/4,08

20000/4,74

17576/5,91

17227/4,27

67445/4,72

60924/4,71

64267/4,88

33%

25%

50%

31%

20%

14%

14%

15%

K.PLHYAADCGQLEILEFLLL.K
K.EAFQLFDR.T
K.ILYSQCGDVMR.A Oxidag&o (M)
K.VLDFEHFLPMLQTVAK.N Oxidac&o (M)
K.NKDQGTYEDYVEGLR.V
K.DQGTYEDYVEGLR.V
K.EAFQLFDR.T
K.VLDFEHFLPMLQTVAK.N Oxidag&o (M)
K.NKDQGTYEDYVEGLR.V
K.DQGTYEDYVEGLR.V
R.ATSNVFAMFDQSQIQEFK.E Oxidacso (M)
K.EAFNMIDQNR.D Oxidacéo (M)
R.DGFIDKEDLHDMLASLGK.N Oxidaco (M)
R.NAFACFDEEASGFIHEDHLR.E
R.FTDEEVDEMYR.E Oxidacao (M)
K.GNFNYVEFTR.I
R.TFIAIKPDGVQR.G
K.DRPFFAGLVK.Y
R.VMLGETNPADSKPGTIR.G Oxidagéo (M)
R.GDFCIQVGR.N
K.VDNDENEHQLSLR.T
K.DELHIVEAEAMNYEGSPIK.V Oxidac&o (M)
K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L Oxidagio (M)
K.VDATEESDLAQQYGVR.G
K.HNQLPLVIEFTEQTAPK.I
K.ILFIFIDSDHTDNQR.|
R.ILEFFGLK.K
K.YKPESEELTAER.|
K.FFPASADR.T
K.VDATEESDLAQQYGVR.G
K.HNQLPLVIEFTEQTAPK.I
K.ILFIFIDSDHTDNQR.|
R.ILEFFGLK.K
K.YKPESEELTAER.|
K.FFPASADR.T
K.VDATEESDLAQQYGVR.G
K.YQLDKDGVVLFK.K
K.HNQLPLVIEFTEQTAPK.I
K.ILFIFIDSDHTDNQR.I
R.ILEFFGLK.K

81
41

47
86
66
46
55
81
70
46

19
32
18
71
24
24
12
22
70

127
98
77
46
63
17

127
98
7
46
63
17
75
19
42
51
38

244

253

189

82

428

428

265

96



PARKY Protein DJ-1

PDCD6 Programmed cell death
protein 6

PDIAS Protein disulfide-isomerase
A3 precursor

PDIAS Protein disulfide-isomerase
A3 precursor

PDIAS Protein disulfide-isomerase
A3 precursor

PDIAS Protein disulfide-isomerase
A3 precursor

PDIA6 Isoform 2 of Protein
disulfide-isomerase A6 precursor

PGLS 6-phosphogluconolactonas

PGLS 6-phosphogluconolactonase

PGLS 6-phosphogluconolactonas

IP100298547

IP100025277

IP100025252

IP100025252

IP100025252

IP100025252

IP100299571

IP100029997

IP100029997

IP100029997

20050/6.33

21912/5.16

57146/5.98

57146/5,98

57146/5,98

57146/5,98

54380/5,17

27815/5.70

27815/5,70

27815/5,70

22657/6,35

20045/4,86

58668/5,84

55234/5,61

67792/5,85

68155/5,74

52462/5,31

31042/5,99

30050/5,88

31777/5,91

41%

19%

13%

13%

16%

17%

6%

22%

16%

22%

K.YKPESEELTAER.I
K.GAEEMETVIPVDVMR.R
R.DVVICPDASLEDAKK.E

K.EGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESAAVK.E

K.GLIAAICAGPTALLAHEIGFGSK.V
K.YITDWQNVFR.T
R.LSDQFHDILIR.K

R.GQIAFDDFIQGCIVLQR.L
K.DASIVGFFDDSFSEAHSEFLK.A
K. TFSHELSDFGLESTAGEIPVVAIR.T
R.FLQDYFDGNLK.R
R.ELSDFISYLQR.E

K.DLLIAYYDVDYEK.N
K. TFSHELSDFGLESTAGEIPVVAIR.T
K.FVMQEEFSR.D
R.FLQDYFDGNLK.R
R.ELSDFISYLQR.E
K.DLLIAYYDVDYEK.N
K. TFSHELSDFGLESTAGEIPVVAIR.T
K.FVMQEEFSR.D Oxidag&o (M)
R.FLQDYFDGNLK.R
R.FLQDYFDGNLKR.Y
R.GFPTIYFSPANK.K
R.ELSDFISYLQR.E
K.DASIVGFFDDSFSEAHSEFLK.A
K. TFSHELSDFGLESTAGEIPVVAIR.T
K.FVMQEEFSR.D Oxidagao (M)
R.FLQDYFDGNLK.R
R.GFPTIYFSPANK.K
R.ELSDFISYLQR.E
K.GSFSEQGINEFLR.E
R.GSTAPVGGGAFPTIVER.E
R.ELPAAVAPAGPASLAR.W
R.LVPFDHAESTYGLYR.T
K.IVAPISDSPKPPPQR.V
R.VTLTLPVLNAAR.T
R.ELPAAVAPAGPASLAR.W
R.LVPFDHAESTYGLYR.T
R.VTLTLPVLNAAR.T
R.ELPAAVAPAGPASLAR.W

160

82

143

98

322

81

45

36

©
~



PHB Prohibitin

PPBP Platelet basic protein
precursor

PRDX2 Peroxiredoxin-2

PSME1 Proteasome activator
complex subunit 1
PSME?2 Proteasome activator
complex subunit 2

RAP1B Ras-related protein Rap-
1b precursor

S100A12 Protein S100-A12
S100A12 Protein S100-A12
S100A12 Protein S100-A12

S100A8 Protein S100-A8

S100A8 Protein S100-A8

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9
S100A9 Protein S100-A9

IPI00017334

IP10002244&

IP100027350

IPI00479722

IP100384051

IPI0001514¢&

IP100218131

IP100218131

IP100218131

IPI00007047

IP100007047

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

29843/5,57

14171/9.04

22049/5.66
28876/5.78

28755/6.05

21040/5.65

10569/5.83
10569/5,83
10569/5,83

10885/6.51

10885/6,51

13291/5.71

13291/5,71
13291/5,71

13291/5,71

33055/5,57

18893/6,51

21052/5,56
29274/5,57

29800/5,41

19786/5,03

9651/6,25
12140/6,35
11691/6,30

10500/6,19

10693/6,05

12156/5,52

21780/4,60
22287/4,92

9099/4,89

8%

29%

9%

22%

20%

24%

21%

21%

21%

20%

32%

56%

24%

24%

24%

R.LVPFDHAESTYGLYR.T
K.IVAPISDSPKPPPQR.V
R.VTLTLPVLNAAR.T
R.ILFRPVASQLPR.I
R.IFTSIGEDYDER.V
K.GKEESLDSDLYAELR.C
K.EESLDSDLYAELR.C
K.GTHCNQVEVIATLK.D
K.ICLDPDAPR.|
R.KEGGLGPLNIPLLADVTR.R
K.EGGLGPLNIPLLADVTR.R
R.VQPEAQAK
K.PEIKDVIEQLNLVTTWLQLQIP.R
K.QVEVFRQNLFQEAEEFLY.R
K.ETHVMDY.R
K.SALTVQFVQGIFVEK.Y
K.YDPTIEDSYR.K
K.EQGQNLAR.Q
K.INVNEIFYDLVR.Q
M.TKLEEHLEGIVNIFHQYSVR.K
K.LEEHLEGIVNIFHQYSVR.K
M.TKLEEHLEGIVNIFHQYSVR.K
K.LEEHLEGIVNIFHQYSVR.K
M.TKLEEHLEGIVNIFHQYSVR.K
K.LEEHLEGIVNIFHQYSVR.K
K.GNFHAVYR.D
K.LLETECPQYIR.K
K.ALNSIIDVYHK.Y
K.GNFHAVYR.D
K.LLETECPQYIR.K
R.NIETIINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
K.VIEHIMEDLDTNADK.Q Oxidag&o (M)

K.MHEGDEGPGHHHKPGLGEGTP.-Oxidac&o (M)

K.LGHPDTLNQGEFK.E
K.VIEHIMEDLDTNADK.Q Oxidagdo (M)
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

33

165

90

158

106

202

69

57

95

78

104

229

64

33
39

86



S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

S100A9 Protein S100-A9

SERPINB1 Leukocyte elastase

inhibitor

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027462

IP100027444

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71
13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

13291/5,71

42829/5.90

9556/4,94

14842/5,50

14842/5,50

15000/5,86
12140/5,90

10302/5,06

10975/5,43

15140/5,30

14724/5,57

15495/5,58

12830/5,80

13169/5,92

15281/5,90

41073/6,10

24%

24%

54%

24%

24%

24%

49%

35%

54%

49%

24%

24%

54%

24%

R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

K.QLSFEEFIMLMAR.L 2 Oxidac&o (M)
K.MHEGDEGPGHHHKPGLGEGTP.-Oxidacao (M)

R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

K.VIEHIMEDLDTNADK.Q Oxidac&o (M)
K.QLSFEEFIMLMAR.L 2 Oxidac&o (M)

R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

K.QLSFEEFIMLMAR.L 2 Oxidac&o (M)

R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

K.QLSFEEFIMLMAR.L 2 Oxidac&o (M)
K.MHEGDEGPGHHHKPGLGEGTP.-Oxidac&o (M)

R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

K.VIEHIMEDLDTNADK.Q Oxidaco (M)
K.QLSFEEFIMLMAR.L 2 Oxidag3o (M)

R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E
R.NIETIINTFHQYSVK.L
K.LGHPDTLNQGEFK.E

K.QLSFEEFIMLMAR.L 2 Oxidag3o (M)
K.MHEGDEGPGHHHKPGLGEGTP.-Oxidaco (M)

K. TFHFNTVEEVHSR.F
R.FQSLNADINKR.G
K.TYNFLPEFLVSTQK.T

33

112

181

154

93

60

154

143

224

253

39

79

277

203

66



SERPINB1 Leukocyte elastase
inhibitor

SERPINB1 Leukocyte elastase
inhibitor

SH3BGRL SH3 domain-binding
glutamic acid-rich-like protein
SH3BGRL3 Putative
uncharacterized protein

SH3BGRL3 Putative
uncharacterized protein

SH3BGRL3 Putative
uncharacterized protein

SNCA Isoform 1 of Alpha-
synuclein

SOD1 Superoxide dismutase
STMN1 Stathmin 1/oncoprotein 1¢
TAGLNZ2 Transgelin-2
TAGLN2 Transgelin-2
TALDOL1 Transaldolase

TALDO1 Transaldolase
TBCA Tubulin-specific chaperone

IP100027444

IP100027444

IPI0002531¢€

IP100010402

IP100010402

IP100010402

IP100024107

IP100218733

IP100642012

IP100550363

IP100550363

IPI00744692

IPI00744692
IP100217236

42829/5,90

42829/5,90

12766/5,22

24108/9,27

24108//9,27

24108/9,27

14451/4.67

16154/5.70
9858/6.75

22548/8.41
225488,41

37688/6.36

37688/6,36
12904/5.25

42464/6,01

47031/6,08

14429/5,16

10618/4,52

10618/4,52

9743/4,70

16886/4,59

17414/5,79
17414/5,79

18981/5,86
20800/5,93

37850/6,16

40959/6,02
14944/5,16

24%

21%

24%

8%

11%

8%

27%

53%

43%

34%

34%

6%

6%
10%

K.TYGADLASVDFQHASEDAR.K
K.LHEWTKPENLDFIEVNVSLPR.F
R.FKLEESYTLNSDLAR.L
K.TFHFNTVEEVHSR.F
R.FQSLNADINKR.G
K.TYNFLPEFLVSTQK.T
K. TYGADLASVDFQHASEDAR.K
K.LHEWTKPENLDFIEVNVSLPR.F
R.FKLEESYTLNSDLAR.L
K.TFHFNTVEEVHSR.F
R.FQSLNADINKR.G
K.TYNFLPEFLVSTQK.T
K. TYGADLASVDFQHASEDAR.K
K.FAYGYIEDLK.C
R.FKLEESYTLNSDLAR.L
R.GDYDAFFEAR.E
R.ENNAVYAFLGLTAPPGSK.E
R.IQYQLVDISQDNALR.D
R.IQYQLVDISQDNALRDEMR.A Oxidac&o (M)
K.SQQSEVTRL.I
R.IQYQLVDISQDNALR.D
R.IQYQLVDISQDNALRDEMR.A Oxidac&o (M)
R.IQYQLVDISQDNALR.D
R.IQYQLVDISQDNALRDEMR.A Oxidago (M)

K. TKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQK.T
K.EQVTNVGGAVVTGVTAVAQK.T
K. TVEGAGSIAAATGFVK.K
K.ESNGPV.K
R.HVGDLGNVTAD.K
R.ASGQAFELILSPRS.K
K.SHEAEVL.K
K.QMEQISQFLQAAER.Y Oxidacao (M)
R.DDGLFSGDPNWFPK.K
K.QMEQISQFLQAAER.Y Oxidagao (M)
R.DDGLFSGDPNWFPK.K
K.LFVLFGAEILK.K
K.LLGELLQDNAK.L
K.LFVLFGAEILK.K
K.LLGELLQDNAK.L
R.RLEAAYLDLQR.I

46
15
54
53

32
46
15
54
55
26
51
96
42
82
85
71
7

64

71

53
53
20
32
40
28
29

29

55
40
55
40
10

203

351

155

78

72

74

114

57

71

87

87

95

95
39

00T



A
TBCA Tubulin-specific chaperone
A

THBS1 Thrombospondin-1
precursor

THBS1 Thrombospondin-1
precursor

TPM3 Isoform 2 of Tropomyosin
alpha-3 chain

TPM3 Isoform 2 of Tropomyosin
alpha-3 chain

TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin
alpha-4 chain

TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin
alpha-4 chain

IP10021723¢€

IP100296099

IP10029609¢

IP100218319

IP10021831¢

IP100010779

IP10001077¢

12904/5,25

133291/4.71

133291/4.71

29243/4.75

29243/4,75

28619/4.67

28619/4,67

15933/5,22

31602/6,52

32067/5,59

31042/4,70

29162/4,69

3080/4,61

30000/4,51

10%

9%

9%

22%

19%

22%

14%

R.LEAAYLDLQR!.I
R.RLEAAYLDLQR.I
R.LEAAYLDLQR!.I
R.IPESGGDNSVFDIFELTGAAR.K
R.IEDANLIPPVPDDKFQDLVDAVR.A
K.GFLLLASLR.Q
K.SITLFVQEDR.A
K.MENAELDVPIQSVFTR.D Oxidagao (M)
K.GGVNDNFQGVLQNVR.F
R.FVFGTTPEDILR.N
R.IPESGGDNSVFDIFELTGAAR.K
R.IEDANLIPPVPDDKFQDLVDAVR.A
K.GFLLLASLR.Q
K.SITLFVQEDR.A
K.MENAELDVPIQSVFTR.D Oxidagao (M)
K.GGVNDNFQGVLQNVR.F
R.FVFGTTPEDILR.N
R.KIQVLQQQADDAEER.A
K.IQVLQQQADDAEER.A
R.EQAEAEVASLNR.R
R.IQLVEEELDR.A
K.HIAEEADR.K
R.KLVIEGDLER.T
K.LVIIEGDLER.T
R.KIQVLQQQADDAEER.A
K.IQVLQQQADDAEER.A
R.EQAEAEVASLNR.R
R.IQLVEEELDR.A
R.KLVIIEGDLER.T
R.KIQALQQQADEAEDR.A
K.IQALQQQADEAEDR.A
R.IQLVEEELDR.A
R.KLVILEGELER.A
K.LVILEGELER.A
K.EENVGLHQTLDQTLNELNCI.-
R.KIQALQQQADEAEDR.A
K.IQALQQQADEAEDR.A
R.IQLVEEELDR.A
R.KLVILEGELER.A
K.LVILEGELER.A

30
10
30
28
51
32
29

52
55
29
30
24
24

26
11
57
34
61
13
48
16
45
46

35
23
59
43
73
51
40
85
34
21
63
34
26

39

258

196

240

155

350

177

TOT



TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin
alpha-4 chain

TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin
alpha-4 chain

TTR Transthyretin precursor

TUBAA4A Tubulin alpha-4A chain

TUBB2C Tubulin beta-2C chain

TUBB2C Tubulin beta-2C chain

VCL Isoform 1 of Vinculin

VCL Isoform 1 of Vinculin

VCL Isoform 1 of Vinculin

VIM Vimentin

YWHAB Isoform Long of 14-3-3
protein beta/alpha
YWHAB Isoform Long of 14-3-3

IPI00010779

IP10001077¢

IP100022432

IPI0000775C

IPI00007752

IPI00007752

IP100291175

IP10029117¢

IP100291175

IP100418471

IP100216318
IP10021631€

28619/4,67

28619/4,67

15991/5.52

50634/4.95

50255/4.79

50255/4,79

117220/5.83

117220/5,83

117220/5,83

53676/5,06

28179/4.76
28179/4,76

25473/4,60

29869/4,62

15540/5,58

49906/5,47

50938/4,83

52392/4,71

133055/6,17

87010/5,54

116696/5,67

17388/4,41

27199/4,71
26843/4,74

14%

14%

24%

6%

10%

10%

8%

5%

9%

4%

13%
13%

K.IQALQQQADEAEDR.A
R.IQLVEEELDR.A
R.KLVILEGELER.A
K.LVILEGELER.A
R.KIQALQQQADEAEDR.A
K.IQALQQQADEAEDR.A
R.IQLVEEELDR.A
R.KLVILEGELER.A
K.LVILEGELER.A
R.GSPAINVAVHVFR.K
K.ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR.R
R.AVFVDLEPTVIDEIR.N
R.LISQIVSSITASLR.F
K.GHYTEGAELVDSVLDVVR.K
R.FPGQLNADLR.K
R.YLTVAAVFR.G
R.ISEQFTAMFR.R Oxidag&o (M)
K.GHYTEGAELVDSVLDVVR.K
R.FPGQLNADLR.K
R.YLTVAAVFR.G
R.ISEQFTAMFR.R Oxidag&o (M)
K.AIPDLTAPVAAVQAAVSNLVR.V
R.GILSGTSDLLLTFDEAEVR K
R.VDQLTAQLADLAAR.G
R.NPGNQAAYEHFETMK.N Oxidac&o (M)
R.EAFQPQEPDFPPPPPDLEQLR.L
K.AIPDLTAPVAAVQAAVSNLVR.V
R.GILSGTSDLLLTFDEAEVR.K
R.VDQLTAQLADLAAR.G

K.LVQAAQMLQSDPYSVPAR.D Oxidagéo (M)

R.GILSGTSDLLLTFDEAEVR.K

R.VDQLTAQLADLAAR.G
K.LLAVAATAPPDAPNREEVFDER.A
R.ELTPQVVSAAR!.|
R.EAFQPQEPDFPPPPPDLEQLR.L
K.ILLAELEQLK.G
R.KVESLQEEIAFLK.K

K.AVTEQGHELSNEER.N

K.TAFDEAIAELDTLNEESYK.D
K.AVTEQGHELSNEER.N

88

207

34

41

114

114

121

79

209

47

a7
47
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protein beta/alpha

YWHAB Isoform Long of 14-3-3
protein beta/alpha

YWHAE 14-3-3 protein epsilon

YWHAE 14-3-3 protein epsilon

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta

IP100216318

IP10000081€

IP100000816

IP100021268

IP100021263

IP100021268

IP100021263

IP100021268

28179/4,76

29326/4.63

29326/4,63

27899/4.73

27899/4,73

27899/4,73

27899/4,73

27899/4,73

26902/5,12

30343/4,53

26265/4,89

26898/4,63

26668/4,67

27918/4,66

26265/4,89

26322/4,99

18%

11%

13%

34%

34%

24%

17%

29%

K.TAFDEAIAELDTLNEESYK.D
K.AVTEQGHELSNEER.N
K.YLIPNATQPESK.V
K.TAFDEAIAELDTLNEESYK.D
R.YLAEFATGNDR.K
K.AAFDDAIAELDTLSEESYK.D

K.VAGMDVELTVEER.N Oxidagéo (M)

R.YLAEFATGNDR.K
K.DSTLIMQLLR.D Oxidacéo (M)
K.SVTEQGAELSNEER.N
R.DICNDVLSLLEK.F
K.FLIPNASQAESK.V
K.GIVDQSQQAYQEAFEISK.K
K. TAFDEAIAELDTLSEESYK.D
K.DSTLIMQLLR.D
K.DSTLIMQLLR.D Oxidag&o (M)
K.SVTEQGAELSNEER.N
R.DICNDVLSLLEK.F
K.FLIPNASQAESK.V
K.GIVDQSQQAYQEAFEISK.K
K. TAFDEAIAELDTLSEESYK.D
K.DSTLIMQLLR.D Oxidag&o (M)
K.SVTEQGAELSNEER.N
K.GIVDQSQQAYQEAFEISK.K
K. TAFDEAIAELDTLSEESYK.D
K.DSTLIMQLLR.D Oxidagéo (M)
K.SVTEQGAELSNEER.N
K.GIVDQSQQAYQEAFEISK.K
K.DSTLIMQLLR.D Oxidac&o (M)
K.SVTEQGAELSNEER.N
K.FLIPNASQAESK.V
K.GIVDQSQQAYQEAFEISK.K
K. TAFDEAIAELDTLSEESYK.D
K.DSTLIMQLLR.D Oxidagéo (M)

31
54
25
26
44
66

30
14
103
60
41
76
122
44

23
17

66
42

27
35
71

25
16
14
94
47
124
104
31

104

110

46

447

163

138

55

400

Legenda: IPI — do ingléfnternacional Protein Index Indice internacional de proteinas; PM — pescemdér; Pl — ponto isoelétrico
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Resultados:

5.2. Identificacdo de possiveis biomarcadores de(bfa por analise comparativa
entre os padrdes bidimensionais das amostras deepées com a doenca e doadores
saudaveis.

Tendo em vista as dificuldades na comparacdo s gaotéicos de cada
amostra com DECHa e seu par sem DECHa devido iedgfas de massa de amostra ou
de dia da amostra, nds resolvemos inicialmente acanm@s proteinas ja identificadas
com o perfil protedbmico de células mononuclearesalegue periférico de doadores
saudaveis. Portanto, de modo a identificar progseipassivelmente relacionadas a
DECHa, os perfis protéicos obtidos das células modeares de sangue periférico das
amostras de pacientes foram comparadas com o pesfiéico obtido de urpool de
células mononucleares de sangue periférico de 2@ades saudaveis. Estes perfis
foram analisados no programa ImageMaster 2D Plati(GE Healthcare). Esta analise
permite a comparacao entre 0s géis, determinamibs tosspotsem comum entre eles.
A figura 28 mostra o perfil protéico dos paciergése 72 e do pool de doadores.
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Resultados:

Pool doadores

A
/ ™~
pH 4,0 pH 7,0
220 kDa
A
*‘ -
T -
’- Y
J y —_— 10 kDa
B Paciente 61 Paciente 72
NG
~ ™ — — " —~
pH pH pH pH
220
= ' S 3
= T .
‘:;'.-- et o 'j ?
T " = '- 22 - | - F
. Tt et - ~ : 10 kDa

Figura 28 — Padrdes bidimensionais dos pacientesnadDECHa, comparado com
pool de doadores saudaveisA) Géis 2D com 30Qug de extrato total de pool de
doadores, resolvidos na janela de andalise pH 4¢radiente 8-18%, corados com
coomassie blue coloidal. B) Géis 2D com 3@0de extrato total dos pacientes 61 e 72,
resolvidos na janela de analise pH 4-7 e gradi@sit8%, corados com coomassie blue
coloidal.

Foram encontradas proteinas com alteracbes de sefiprdanto qualitativas
guanto quantitativas entre o perfil de doadoressepacientes com DECHa. Nos
calculamos a intensidade/volume de capate comparamos a razdo obtida entre os
géis. Assim, identificamos 30 proteinas diferemsc&ite expressas entre pacientes e

doadores, conforme mostra a tabela XIX.
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Resultados:

Tabela XIX — Proteinas diferencialmente expressasige pacientes com DECHa e
doadores saudaveis.

PM/PI PM/PI Relagao
NOME IPI L. : Score D P :
(tedrico) (experimental) paciente/doadoi
ACTB Actin, cytoplasmic 1 IPI0002143¢  42052/5.2¢ 32224/4,74 253 S S Diminuido
ACTR3 Actin-related protein 3 IPI00028091 47797/5,61 59003/5,79 177 N S Aumentado
ANXA3 Annexin A3 IPI00024095  36524/5.62 34501/5,61 226 S S Aumentado
ANXAG6 annexin VI isoform 2 IPI0000245¢  75571/5.4¢ 36048/6,49 99 S S Aumentado
ARHGDIA Rho GDP-dissociation
o IPI0000381E  23250/5,02 29098/4,93 127 S S Aumentado
inhibitor 1
ARHGDIB Rho GDP-dissociation
o IPI00003817 23031/5.1(C 27688/5,06 167 S S Aumentado
inhibitor 2
ATP5B ATP synthase subunit beta o
) ) IPI0030347€ 56525/5.2¢ 55075/4,98 299 S S Diminuido
mitochondrial precursor
CALR Calreticulin precursor IPI0002059¢  48283/4.2¢ 67070/4,19 327 N S Ausente D
CAPZAL1 F-actin-capping protein
) IPI0000596S  33073/5.4% 36283/5,5 141 S S Aumentado
subunit alpha-1
ERP29 Endoplasmic reticulum _
] IPI00024911 29032/6.7 26188/5,87 254 S N Ausente P
protein ERp29 precursor
FLNA filamin A, alpha isoform 1 IP100302592 282581/5.6 90890/5,71 78 S S Diminuido
GRB2 Isoform 1 of Growth factor
) IPI00021327 25304/5.8¢ 25554/6,09 62 S S Aumentado
receptor-bound protein 2
HSPAS5 HSPAS protein IPI00003362  72492/5,07% 81695/4,90 144 S S Aumentado
HSPB1 Heat shock protein beta-1  IP100025512 22826/5.9¢ 22507/5,38 108 S S Aumentado
HSPD1 60 kDa heat shock protein o
] ) IPI00784154 61187/5.7(C 62845/5,28 51 S S Diminuido
mitochondrial precursor
LCP1 Plastin-2 IPI00010471 70815/5.2C 71604/5,19 294 S S Aumentado
LGALS1 Galectin-1 IPI0021921¢  15048/5.3¢£ 14179/4,99 364 S S Diminuido
NPM1 Isoform 2 of Nucleophosmir  IP10022074C 29617/4.47 17227/4,27 81 S S Aumentado
P4HB Protein disulfide-isomerase
IPI0001079€ 57480/4.7¢ 67445/4,72 428 S S Aumentado
precursor
PARKY Protein DJ-1 1P100298547 20050/6.3% 22657/6,35 160 S S Diminuido
PGLS 6-phosphogluconolactonast  1P100029997 27815/5.7( 31042/5,99 36 S S Diminuido
S100A12 Protein S100-A12 IPI00218131 10569/5.8: 9651/6,25 69 S S Aumentado
S100A9 Protein S100-A9 IPI00027462 13291/5,71 12140/5,90 93 S S Aumentado
SERPINB1 Leukocyte elastase
S 1P100027444  42829/5.9C 41073/6,10 203 S S Aumentado
inhibitor
SNCA Isoform 1 of Alpha-synucleir  1P100024107 14451/4.67 16886/4,59 114 S N Ausente P
TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin _ L
) IPI0001077S¢ 28619/4.67 3080/4,61 350 S S Diminuido
alpha-4 chain
TUBB2C Tubulin beta-2C chain IPI00007752 50255/4.7¢ 50938/4,83 114 S S Aumentado
VCL Isoform 1 of Vinculin IPI0029117E8 117220/5.8 133055/6,17 121 S S Aumentado
YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta  IPI00021265  27899/4.7: 26898/4,63 447 S S Diminuido

Legenda: IPI — do inglédnternacional Protein Index indice internacional de proteinas; PM — peso
molecular; Pl — ponto isoelétrico; D — presentedoador; P — presente no paciente; S — sim; N — nao;
Ausente P — ausente no paciente; Ausente D — auserttoador.

106



Resultados:

Das proteinas diferenciamente expressas entrenpesie doadores, algumas sao
proteinas estruturais da célula, enquanto outraticipam de diversas vias de
sinalizacdo, desempenhando diferentes funcdes élalms Sendo assim, o préximo
passo foi realizar uma analige silico destas proteinas, a fim de encontrar proteinas

potenciais que pudessem ser utilizadas como maesmda DECHa.

5.3. Andlise in silico das proteinas identificadas

5.3.1. Categorizacao funcional das proteinas idéngédas

A partir das proteinas identificadas foram realimadnalises, nos diversos
bancos de dados, em busca de informacoes solwaeg®$s das mesmas (por dados de
ontologia de genes) ou qualquer outra informac@&m¢cdominios, sitios funcionais,
familias pertencentes, homologia e localizacdol@gla partir da qual pudéssemos
inferir ou predizer alguma fungédo. Assim, podemasificar na figura 29, a
categorizagdo das proteinas diferencialmente esgwesntre amostras de doadores

saudaveis e pacientes com DECHa.

CLASSES FUNCIONAIS

0,
6,7% M Sinalizacdo/Transducdo de sinal

M Proteinas estruturais

6,7%_\ M Apoptose/Ciclo

celular/Diferenciacdo/Proliferacdo
M Chaperonas/Proteossomas

10,0% M Homeostase

M Enzimas metabdlicas

3,3%

13,3% M Replicagdo/Trasncrigdo/Tradugdo

Transporte intracelular

Figura 29 - Distribuicdo das proteinas diferencialrente expressas, identificadas
por espectrometria de massas em classes de funcéo.

A partir da definicdo das categorias funcionais plageinas diferencialmente
expressas entre paciente e doadores, nos iniciamws analise das interacdes

moleculares destas proteinas com outras que j@oséecidas por atuarem na DECHa.
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Resultados:

5.3.2. Predicédo de interacOes moleculares das pnate diferencialmente expressas

identificadas.

A fim de se verificar os provaveis parceiros, @irefou indiretamente, das
proteinas identificadas como diferencialmente esqag, foi feita a analise do
interatoma das mesmas através do banco de dadddudi@n Interactome Map
(HIMAP). O HIMAP é um navegador onlinent{p://www.himap.org/index.jpque
permite a exploracdo de interacOes protéicas catdwee preditas. As interacdes
conhecidas consistem em interacGes descritasematlita (Base de dados de referéncia
protéica humanajRual et al., 2005; Stelzlet al, 2005). Ja as interacdes preditas sdo
geradas por uma andliBayesianapublicada naNature BiotechnologyRhodeset al,
2005).

A partir desta analise, algumas proteinas difeedmente expressas em
pacientes com DECHa surgiram como possiveis catodidgabiomarcadores da doenca.
Entre eles podemos destacar as proteinas LGALSRKPACALR e YWHAZ. Como
todas elas estavam diferencialmente expressas erenfes com DECHa (LGALL,
PARK7 e YWHAZ diminuidas; CARL aumentada). Os iatemas das proteinas

escolhidas podem ser visualizados das figuras3®) a
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sHoc2 !
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RALEDS
RIN1
MAPKE  Tiami

POESD

PIHIRT

BRAF _&R.ﬁs BAE] IRAKI
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SHRPDT SEies AW
S1P1 (aletid
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o7 Shn RASEF] ERBE2IF
™, .
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LGALSIREBRRT
MUC1E
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Figura 30 - Mapa de interacéo da proteina Galectind (LGALSL1).
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Resultados:

O interatoma de LGALS1 mostra as interagOes dascré preditas desta
proteina. Nele se encontra evidenciado sua relagin a proteina HRAS. A
participacdo da proteina Galectina na DECHa foiinaksla por Féandrich e
colaboradores (Fandricat al, 1998). Ela seria responsavel por prevenir a DECH,

diminuindo a quantidade de células T ativas e atenelo as células T regulatoérias.

stata - RFI

Csar

A2 PRF1

PARICZ IL12A

STATEE

OQ-TATG
OPARK? = ;

— CDKN1A

FRRHE

0’“‘

. GTATSA
LN

STATY

MyC
coLe

UBEZI

Figura 31 - Mapa de interacdo da proteina DJ-1 (PARY7).

O interatoma da proteina DJ-1 mostra suas intesagéscritas e preditas. Nele
se encontra evidenciada sua relacdo com a prdwifih (Myc-interacting zinc-finger
protein 1), um fator de transcricdo que suprimetselmente a ativacdo de JNK1 (c-Jun
N-terminal kinase, ou stress-activated protein $&aum membro da superfamilia de
MAPK, induzida por TNFa (Liu et al, 2009). A PARK7 é uma proteina relacionada
com a doenca de Parkinson, que desempenha padatodede transcricdo e anti-
estresse oxidativo (Hayaskt al, 2009). Nao ha correlacdo desta proteina com a
DECHa na literatura, porém ela se encontra muitoirdiida nos pacientes com a

doenca (razédo/volume > 3,5).
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Figura 32 — Mapa de interacédo da proteina Calreticlina (CALR).

O interatoma da proteina calreticulina mostra simseracfes descritas e
preditas. A calreticulina é uma proteina importardeegulacédo de calcio, promovendo
a sua estocagem no reticulo endoplasméatico (Cérkal, 2002). Este ion €
extremamente importante na sinalizacao via inodiiefosfato (PI3), ativado pelo
substrato do receptor de insulina (IRS — insuliceptor substrate). Este sistema é
composto por proteinas de alto peso molecular tpgaracomo substratos para tirosina
quinases e suas formas fosforiladas, fornecendslae encaixe para os dominios SH2
e promovendo a transducdo de sinal mediada pordmos e citocinas (Platanias e
Fish, 1999). A calreticulina, por outro lado, € &aple promover o remodelamento de
moléculas de HLA classe |, fazendo com que estdéamlas adquiram a capacidade de
se ligar a peptideos (Culired al, 2004). Sendo assim, o0 aumento de calreticulina em
pacientes com DECHa pode estar relacionado ao dardermoléculas de HLA classe

|, para promover a apresentacdo de antigenos.
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Figura 33 — Mapa de interacdo da proteina 14-3¢3(YWHAZ).

O interatoma da proteina 14-3-8hostra suas interagfes descritas e preditas. A
proteina 14-3-8 € pertencente a familia das proteinas 14-3-3réteimas desta familia
estdo envolvidas em diversos processos, incluigglagdo do ciclo celular, apoptose,
controle de metabolismo e controle da expressaacayd®bsilovaet al, 2008). O
interactoma apresentado mostra interagdo da paotsim IFNy, através da interacao
com IL9R e IL8 (Lukeret al, 2004; Daiet al, 2004; Tamaet al, 2002). A partir da
interacdo com IL-8, ocorre a interacdo com diveogdisas citocinas e quimiocinas.

Com a andlise protebmica podemos sugerir que pestendo relacionadas
diretamente com o processo inflamatério podem atomno biomarcadores da DECHa.
Porém, mais estudos sdo necessarios para veriisaoutras proteinas relacionadas

com a doenca.
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Atualmente, o diagnéstico da DECHa é baseado paimoiente em parametros
clinicos-laboratoriais, tais como erupc¢des na plibaréia, elevacdo dos niveis séricos
de enzimas hepéaticas, entre outros sintomas (rkemt al, 1995). O diagndstico
diferencial depende de biopsias de oOrgdos paranglist a DECHa de outras
complicagbes comuns que se apresentam com sintolimasos semelhantes (por
exemplo, a reativacdo de virus enddégenos ou efaémsindarios induzidos por
medicacdo). O uso de biomarcadores diferencialmexieessos ou proteinas secretadas
podem ter potencial para melhorar o diagnosticoque e preciso da DECHa e outras
complicagbes do TCTH, sem a necessidade de proestbs invasivos, tais como
bidpsias (Liottaet al, 2003).

Algumas moléculas sdo atualmente descritas comengais marcadores da
DECHa. Devido a falta de tecnologia adequada, aebpsr proteinas envolvidas na
DECHa até agora tem sido naturalmente influencipda analise preferencial de
moléculas conhecidas, com potencial importancimdatologica. Algumas citocinas
como IFNy, TNF-, IL-10, IL-5 aparecem na literatura como poterscraarcadores da
DECHa, assim como as quimiocinas IL8 e IP-10, jonetate com seu receptor CXCR3
(Fujji et al, 2006; Piperet al, 2007). Outros marcadores de DECHa que
frequentemente sdo cogitadas sdo populacdes eslulprincipalmente no que diz
respeito a células T regulatérias e células aptaderas de antigenos.

Apesar de varios relatos na literatura, grandeepdéste conhecimento esta
relacionado a DECHa em modelos animais, enquantbugnanos os dados séo poucos
e muitas vezes controversos. Outro aspecto destecd@m humanos € que as variaveis
clinicas influenciam diretamente no risco de deskmv DECHa. J4 é sabido que a
incompatibilidade de HLA aumenta o risco de deskmra doenca, assim como idade
avancada do receptor, parentesco, disparidade saxoedo doador e receptor (receptor
masculino e doadora feminina) e regime de condaci@nto.

Neste estudo nés acompanhamos 100 pacientes sdbsnati TCTH de modo a
identificar fatores que pudessem estar correladam@aom o aparecimento da DECHa.
NOs estudamos tanto variaveis clinicas que pudessémenciar na doenca, quanto
parametros moleculares e celulares envolvidos taggaia da doenca. NOs utilizamos
diversas abordagens para tentar identificar mad&cabmo potenciais marcadoras da
DECHa, principalmente se pudessem prever precodengenisco de desenvolvimento
da DECHa. Entretanto, inicialmente nds investigamaslacdo das diversas variaveis

clinicas com o surgimento da doenca.

113



Discussao:

Segundo a literatura, a prevaléncia de DECHa dstéachente relacionada a
incompatibilidade de HLA. A doencga ocorre em celea35-45% dos pacientes que
receberam células de doadores compativeis (Loisealy 2007; Ratanatharathoret
al., 1998), e cerca de 60-80% em pessoas que recedlemmgnos um antigeno de
doadores HLA-mismatched néo relacionados (Flomerdteal, 2004; Petersdo#t al,
1995; Anasettiet al, 1989). Quando a fonte de células é SCUP, mesmo 1
incompatibilidade de HLA n&o implica necessariareem ocorréncia de DECHa, ou
seja, ha uma diminuicdo da ocorréncia de DECHadpanfonte de células € SCUP
(Barker & Wagner, 2003). Os pacientes que receb@WFStém menos chance de
desenvolver DECHa que o0s pacientes que recebemagéila MO e SPM,
respectivamente (Kumat al, 2008).

Neste trabalho, a correlacdo do aparecimento daHaEIn pacientes de acordo
com as diferentes variaveis clinicas apresentarderedcas significativas quando
comparados a ocorréncia de DECHa e a compatibdidddA, e a ocorréncia de
DECHa e a relacdo dos doadores.Também encontraifesengas estatisticamente
significativas quando comparamos a ocorréncia d€Hd=de pele e diferentes fontes
de células ou o estagio da doenca de base, e @wocarde DECHa de TGI e idade dos
pacientes. Essas relagcbes de parentesco e idadedadmores sdo 0S mesmos
encontrados na literatura (Jacobsohn, 2008; Jamn2@d8; Jourdaet al, 2005). No
entanto, encontramos algumas diferencas quando azamps com os dados
encontrados na literatura, no caso de compatibdéiddLA (completo x incompleto)
(Loiseauet al, 2007; Petersdot al, 1995) e fonte de células (MO x SP) (Johnston,
2008; Kumaret al, 2008).

Em relacdo a compatibilidade de HLA, nossa coodsspi 12 pacientes que
receberam transplante com pelo menos 1 incompdsitié de HLA e 88 pacientes que
receberam transplante com compatibilidade totalida&. Surpreendentemente, apenas
16,67% do grupo que possui incompatibilidade de Hie&envolveu DECHa, enquanto
no grupo HLA completo 60,23% apresentaram a doddgagrupo HLA incompleto,
esta diferenca ocorreu provavelmente porque dedsespacientes com HLA
incompativel, 7 pacientes receberam transplanteéiidas originadas de SCUP (1
doador relacionado e 6 doadores nao relaciona@oslps 5 pacientes restantes, 2
pacientes morreram antes do D+28, ou seja, nacativéempo para desenvolver a

doenca. Isso explica a baixa incidéncia de DECHsengrupo, ja que, segundo a
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literatura, o uso da SCUP no transplante acarrataraa menor incidéncia de DECHa
(Kumaret al, 2008).

No entanto, no grupo HLA completo, 53 pacientesedeslveram DECHa,
representando quase 100% dos casos de DECHa. Qaaatisamos este grupo de
acordo com o estado da doenca de base, houve una prevaléncia de DECHa no
grupo DNM (doengas ndo malignas), e a maior inad@éune DECHa ocorreu em
pacientes com neoplasias em estado avancado. Atsm, &4,1% desses 53 pacientes
receberam células de MO, 33,9% receberam célulaSRi, e somente 1 paciente
recebeu células de sangue SCUP (2%). Juntos, estalados indicam que néao
somente o HLA influencia para a incidéncia de DEChhas também o estagio da
doenca de base e a fonte de células utilizadasgoremsplante sdo importantes para
calcular o risco de DECHa.

Quando estes pacientes foram divididos de acordo @adrgdo afetado pela
doenga, houve uma maior incidéncia de DECHa de pelgrupo DMA (doencas
malignas avancadas) do que no grupo LM (linfomasedomas). Ndo houve diferenca
significativa para outros grupos de doencas. Emaomis também diferencas
estatisticamente significativas quando comparanmsoaéncia de DECHa de pele e as
fontes de células utilizadas. A fonte de céluldlizatia na maioria destes pacientes foi
de MO, e de acordo com a literatura, a prevalédeiaocorréncia de DECHa nos
pacientes que recebem células da MO ou SP € a n{gsmmaret al, 2008).

Nés também observamos uma prevaléncia maior de RE@H trato
gastrointestinal em pacientes mais velhos do queamentes mais novos. Neste caso,
a idade influencia diretamente na ocorréncia daB&EGe TGI.

A sobrevida global dos nossos pacientes foi de %8s 3 anos de
acompanhamento. Quando nds separamos esses madierieordo com a gravidade da
doenca de base, observou-se que a sobrevida globgbacientes diminui de acordo
com a gravidade da doenca. Estes dados estdo dormsmiade com os dados do
National Marrow Donor Program (NMDP) que mostra udta de 63,5% para o grupo
DMP (cerca de 65% para todos e 62% para a LMA emema remissao) no primeiro
ano apos o transplante, 41,5% para o grupo DMA08é e 55% para 0s grupos DNM
e LM, respectivamente. Todos esses OS se refeiadivdduos com mais de 18 anos.
Em nossa analise, quando os casos foram separadiolage e doenca de base, todas as
OS encontradas foram semelhantes aos dados da NiHABs ndo mostrados). NOs

nao encontramos diferengas significativas entréO8sao dividir os pacientes que
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desenvolveram DECHa ou ndo, mostrando que, apasatadincidéncia de DECHa em
NOSSO grupo, esta incidéncia nao foi significapaea a mortalidade.

Uma vez que identificamos quais variaveis cliniemséavam influenciando
diretamente o aparecimento da DECHa, nds passamasalgsar os paramentros
moleculares e celulares, associando a estas viaridir@icas. Segundo a literatura, em
modelos animais, citocinas e quimiocinas estaotatitente relacionados com a
DECHa, uma vez que esta é uma doenca inflamatyadckiet al, 2005). O estudo
de moléculas que possam estar influenciando nacd@ampre foi voltado a procura de
moléculas envolvidas no processo de inflamacdod®essim, nos iniciamos este
estudo também procurando o envolvimento destasculak® inflamatérias no papel da
doenca.

Nés observamos que 0s niveis séricos de algun@snats e quimiocinas estao
correlacionados com a ocorréncia de DECHa apésarmsptante alogénico. Nossos
resultados mostraram que a concentracéo plasnaiifeNy esta elevada em pacientes
com DECHa no D+14, sugerindo que esta molécula ped&m marcador precoce da
doenca. Observamos também um aumento de IL-5 e M@R-pacientes com DECHa
que receberam condicionamento mieloablativo. Bliente, quando separamos esses
pacientes de acordo com o 6rgao afetado pela DE@¢tzobrimos que o IFM-esta
fortemente associado com a ocorréncia de DECHaetee o D+14, mas quando
avaliamos esta citocina em bidpsias de pele, n@ongémmos diferencas entre 0s
pacientes que desenvolveram a doenca ou ndo. Aksm, @ aumento da concentragédo
plasmatica da quimiocina IL-8 no D+14 esta assac@un o aparecimento de DECHa
de TGI

INF-y € uma citocina liberada em resposta ao regime aelidonamento
realizado para o transplante, causando a destrde&&ecidos. Imamura e colaboradores
mostraram que 0s niveis séricos de WNém pacientes com DECHa aumentaram com
menos de 14 dias ap0s o inicio da doenca e queapmamente reduzido com a
regressdo da mesma (Imamatal, 1994).

A fim de definir um ponto de corte acima do quati@mos identificar aqueles
pacientes em risco, foi utilizada a mediana de ii@ina encontrada no D-8. Esta
medida mostrou-se util em 68,2% dos pacientes gssupam INF¢ superior a 12,75
pg/ml no D+14 e que desenvolveram algum grau deHXE@pesar disto, 31,8% dos

pacientes que apresentaram N&baixo do ponto de corte tiveram DECHa.
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Observamos também que o aumento de yNi®- soro foi associado com um
regime mieloablativo. Neste caso, 77,4% dos pagseque tiveram INF-superior a
12,75 pg/ml desenvolveram DECHa. Além disso, tambaoontramos associagao entre
a IL.-5 e DECHa em pacientes que receberam um dondimento mieloablativo.
Pacientes que desenvolveram DECHa depois de recehaicionamento mieloablativo
e possuiam niveis séricos de IL-5 maiores que ggitl no D+14 representam 65,8%
dos casos.

E bem sabido que a IL-5 € uma citocina essencigh pa crescimento e
diferenciagdo de eosinofilos (Fujiet al, 2006). Outros estudos demonstraram
associacao entre eosinofilia, IL-5 e ocorréncidD&8&CH aguda e crbénica (Imottd al,
2000; Daneshpouyet al, 2002). Daneshpouy e colaboradores demonstraraen qu
gquando o0s pacientes apresentavam sinais de DECHabiépsias do trato
gastrointestinal, eosindéfilos estavam presentesasdsiopsias e IL-5 estava presente em
eosinofilos ativados, sugerindo um mecanismo amd¢Daneshpougt al, 2002). Por
outro lado, Imoto e colaboradores mostraram quenaemtracédo plasmatica de IL-5 &
maior que 100 pg/ml em pacientes com DECHa durargerto da doenca, indicando
gue, neste momento, o 6rgdo afetado produz akessrde IL-5 (Imotaet al, 2000).

Em nosso trabalho, ndo pudemos verificar a relagdti-5 e DECHa de TGI
provavelmente devido ao nimero reduzido de paceasim DECHa de TGI. Por outro
lado, niveis séricos elevados de IL-5 mostrararasseciados com pacientes acima de
18 anos de idade. DECHa de TGl j& foi correlacionadm pacientes mais velhos
(Daneshpouyet al, 2002). Além disso, vimos que o risco de DECHaT@d esta
associado a pacientes acima de 18 anos de idasien,As associacdo da idade e IL-5
em Nnossos pacientes pode ser conseqiéncia de amrised de DECHa de TGI.

Um ponto relevante €é que, embora o0s dois marcadagstejam
significativamente mais elevados no D+14 em paegergubmetidos a um regime
mieloablativo, eles sdo independentes um do otnguanto INFy pode ser usado
como um biomarcador plasmatico precoce para DECHapele em pacientes
submetidos a mieloablagéo, IL-5 tem um uso maisit@spacientes acima de 18 anos
de idade que foram submetidos a mieloablagao.

Esta medida foi extremamente importante para detemisco de desenvolver
DECHa. Diversos estudos no decorrer dos anos vénomgrando a importancia do

IFN-y e da participacdo do IL-5 no desenvolvimento d&€BE. Porém, nenhum destes
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estudos mostrou uma quantificacdo desta molécwdgpqdesse ser aplicada na clinica
médica como preditor de risco de desenvolvimentDEEHa. Neste estudo, nés vimos
que pacientes que possuem um aumento da concenplasénatica de IFN-e IL-5 no
D+14 acima da mediana encontrada no D-8 destes osepatientes tem um risco
aumentado de desenvolver DECHa, e esta quantiigagde ser levada para a clinica
de modo a investigar se os pacientes com \JRN-IL-5 elevados no D+14 vao
desenvolver DECHa.

J& as quimiocinas inflamatorias sdo moléculas gprecomo funcdo promover a
migracdo dos leucécitos para os sitios de inflama8ao produzidas por macrofagos e
células epiteliais em resposta a citocinas praimdiigrias, como TN, INF-y e IL-1.

Alguns estudos mostram relacdo entre algumas qcinai® e DECHa. Hori e
colaboradores mostraram através de tecnologia gimita que camundongos com
DECHa possuem altos niveis de IL-8 no plasma (Hdrial, 2008). Ja Piper e
colaboradores analisaram 9 citocinas e 6 quimigcdiferentes, e encontraram apenas
diferencas significativas de IP-10 e no seu recep¥CR3 em bidsias de pele (Pipdr
al., 2007). Outros estudos demostraram a participdeaoutras quimiocinas, porém a
maioria destes estudos foi realizada em modeloanim

Em nosso estudo, analisamos 4 quimiocinas e vimmes3gdelas encontram-se
alteradas no plasma de pacientes com DECHa. Vimesocaumento de MCP-1 esta
relacionado com o surgimento da doenca em pacieqiesreceberam regime de
condicionamento mieloablativo. O aumento da comagéab plasmatica de IL-8 esta
relacionada com o surgimento da DECHa de TGI.

Esta relagéo foi obtida a partir do estabeleciméetam ponto de corte para as
quimiocinas, da mesma forma que fizemos com a<iodse. NOs encontramos a
mediana no D-8 de cada quimiocina e estabelecestas@dida como 0 Nnosso ponte
de corte. N6s observamos que o0 aumento da conc&otplasmatica de MCP-1 acima
de 175 pg/ml, e de IL-8 acima de 26 pg/ml podendipez o risco de ocorrer DECHa
no D+14.

Surpreendentemente, analisando a quimiocina IR#i@®s que o aumento desta
molécula no D+14 diminui o risco do paciente desérer DECHa. A quimiocina IP-
10 é induzida pelo aumento de INFApesar de IP-10 ser considerado uma quimiocina

inflamatoria, estudos recentes com doencgas aut@swem mostrando que esta
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molécula tem efeitos pleiotropicos, com efeitosaganistas (Leet al, 2009). Por isso
sd0 necessarios mais estudos com esta moléculagpdiear seu verdadeiro papel.

Uma vez que estas moléculas inflamatoérias sacalilaer por células ativadas do
sistema imune, outro ponto importante na nossasimgagao foi a relacdo do aumento
ou diminuicdo destas populagdes celulares comco de desenvolver DECHa. Como
falamos anteriormente, a DECHa é uma doenca megiaddatores imunoldgicos,
resultante de uma complexa interacdo entre a iradeidadaptativa do doador e
receptor. Células T CD4e CD8 derivadas do doador tém sido classicamente
consideradas as principais células efetoras quesiamada patogénese da DECHa. De
fato, a remocdo de células T de enxertos trangmast em pacientes previne o
desenvolvimento de DECHa, porém aumenta a incidédei rejeicdo do enxerto e
recidiva da doenca (Ho e Soiffer, 2001). Nos ulsnamos, pesquisas basica e clinica
tém fornecido uma compreensdo mais detalhada décutes e os tipos de células
envolvidas na biologia da DECHa.

Em nosso estudo vimos que ocorre uma diminuicd® lag inicio do
acompanhamento de todas as populacdes celulaesgua ocorre devido ao regime de
condicionamento. Apos o D+14, as populagfes celsilgéio lentamente recuperando-
se. N6s nao encontramos diferencas estatisticamsigi@ficativas que possam
correlacionar o aumento de linfocitos T com o agarento da DECHa. Mas, nos
observamos que a diminuicéo de linfécitos B no Dedfa associado a um maior risco
de DECHa. Além disso, observamos também que queradi@zamos uma razao entre
células NK/linfécitos B, esta relacédo diminui emtgedias 14 e 45 nos pacientes que ndo
desenvolveram DECHa e aumenta nos pacientes qeewdgeram a doenca, e esse
aumento coincide com um maior risco de desenvdsLHa no D+45.

As células B sao ceélulas centrais da resposta imwnmaoral. Elas séo
especializadas na produgcdo de anticorpos para fgiopar uma defesa contra as
bactérias, virus e antigenos protéicos nocivosocasntoxinas. Na ultima década, essa
visdo, que incidiu sobre a importancia das cél@gsara a resposta imune humoral,
mudou radicalmente. Evidéncias sugerem que alémcélatas B serem células de
producdo de anticorpos, elas também participam dEanismos importantes
independentes desta produgcdo, como a apresentac@mtigenos e a producdo de
citocinas e quimiocinas (von Bergwelt-Baildeth al, 2002; Harriset al, 2000). As
células B podem, portanto, configurar o tipo ergdala resposta do sistema imune pela

ativacdo e recrutamento de outras células do sastenunologico. Por exemplo,
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bY

anadloga a subpopulacdes de células T efetoras®,CBarris e colaboradores
identificaram dois subtipos celulares B distintdsnominado células B efetoras 1 (BE1)
e células B efetoras 2 (Be2), que regulam difeedmante respostas de células T pela
producao de diferentes conjuntos de citocinas {$laral, 2000).

Ja as células NK sdo células especializadas denssimune inato e suas
funcdes efetoras sdo dependentes de perforina g ([Morettaet al, 2009). Essas
células atuam reconhecendo antigenos atraves deesmptores KIR, e no transplante,
paciente e doador que possuem compatibilidade dee tdlo necessariamente possuem
compatibilidade KIR. Por outro lado, diversos estidém mostrando que as células
NK parecem ajudar na “pega” do transplante, reduzenmcidéncia de DECH e
diminuiem a recaida das doencgas de base (Maiedtia 2009).

NOs observamos que a relacdo NK/B diminui nos péese que nado
desenvolvem a doenca e aumenta nos pacientes sgirevddyem DECHa entre os dias
+14 e +45. Uma hipoétese para isto é que com oastaimento da doenca, ocorre uma
diminuicdo de linfécitos B. Com esta diminuicdomdiui a quantidade de IL-10
liberada e, como consequiiéncia, ocorre 0 aumenteélaks NK para que o sistema
imunologico tente conter o avanco da DECHa.

Além de células T e B, outra populacdo que parsta associada diretamente
com a ocorréncia de DECHa é a populacdo de céluleegulatorias. As células T
regulatdrias sdo uma subpopulacdo de linfocitoD#F ' Cque marca positivamente para
CD25 e FoxP3 (Sakaguchiet al, 2007). Estas células tém sido relatadas como
associadas com a ocorréncia de DECHa. A deplec@®ba deubpopulacdo em
camundongos acelera a ocorréncia de DECHa (Saloghoal, 2006). NOs nao
analisamos diretamente esta populacdo celular,amagsamos a populacdo de células
CD4'CD25, onde estdo contidas as células T regulatérias N encontramos
nenhuma relacdo estatistica em nossa populacdostddoecom o aumento ou
diminuicdo das células CD@D25". Porém, mais estudos precisam ser realizados com
essa populacao celular, inclusive o estudo utitlealfoxP3, para certificar que se trata
realmente da populacdo de células T regulatori@sedemos, portanto, continuar com
0 estudo destas populacdes, além de estudar qudpadacdes tais como células T
ativadas e populacdes de células dendriticas.

Conforme dito no decorrer desta discussdo, muitskides procurando
potenciais biomarcadores da DECHa tem sido rea&adf@ecentemente, alguns estudos

utilizando tecnologia protedmica de diversos flgidmrporais vém sendo utilizados
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para tentar encontrar moléculas associadas concio ida DECHa (Paczesrst al,
2009; Weissingeet al, 2007; Srinivasast al, 2006).

Andlise protebmica tem sido empregada a fim dectenaar e identificar
moléculas importantes para as diferentes doengasihilitando a identificacdo precoce
de biomarcadores. Uma técnica que permite repiutiddde e a analise de todos os
polipeptideos presentes em amostras bioldgicas leaayp dentro de um prazo
relativamente curto € a analise por gel bidimersienespectrometria de massas (MS-
MS). Através da tecnologia protedmica, com gelrbalhcional, € possivel verificar as
proteinas expressas no momento da sua extracao.

Noés analisamos amostras de células mononuclearsardjue periférico de 15
pacientes com DECHa pela tecnologia de gel 2D/éspeetria de massas. O perfil
protéico destes pacientes varia muito, uma vezegtes pacientes possuiam diferentes
doencas de base e receberam diferentes tipos d#icioolmento. No entanto,
identificamos todas as proteinas encontradas Haké&os pacientes e comparando
com o perfil protedbmico de células mononuclearesalggue periférico de doadores
saudaveis foi possivel identificar 30 proteinaserdifcialmente expressas entre
pacientes e doadores. Esta foi a primeira analisgee@mica realizada com células
mononucleares de sangue periférico em pacientes BB@Ha, uma vez que na
literatura existem algumas andlises protedmicafiudidos de pacientes com DECHa.
Andlises com urina e plasma de pacientes com DE&faam realizadas, porém essas
analises foram pouco elucidativas (Paczesnhyl, 2009; Weissingeet al, 2007;
Srinivasaret al, 2006; Kaiseet al, 2004).

Algumas destas proteinas que estavam alteradascdaaio actina, tubulina,
vinculina, participam da estruturacao celular. Isgbica que células mononucleares de
pacientes com DECHa perdem a estruturacdo cehltarando a forma da célula. No
entanto, outras proteinas diferencialmente expmes®a destacam como possiveis
candidatas a terem um papel no desenvolvimento H&Ha, como as proteinas
galectina-1, proteina DJ-1, calreticulina e praein-3-3.

A galectina-1 € uma proteina que pertence a fam@s galectinas, proteinas que
possuem alta afinidade por beta-galactosideoss pstéeinas possuem uma sequencia
conservada de dominios que se ligam a carboid(@i@s) (Leffler et al, 2004). As
galectinas estédo envolvidas na regulacdo da furhgsideucécitos (Stowedit al, 2008).
Estudos anteriores demonstraram que a Gal-l1 exipotente atividade

imunossupressora adaptativa in vivo (Baeinal, 2003; Santuccét al, 2003; Santucci
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et al, 2000). Outros estudos sugerem que a Gal-1 podelarco sistema imunoldgico
pela indugéo de apoptose em células T ativadaslgRetral, 1995).

Os efeitosn vivo de Gal-1 podem ser resultados de alteracdes massgo de
IL-10 e IFNy em células T, alterando diretamente a viabiliddde células T. IL-10
apresenta potente atividade imunossupressorandaba ativacdo de células T e a
secrecao de citocinas Thl, e diminuindo receptbees-estimulacdao em APCs (Moore
et al, 1993; de Waal Malefyet al, 1991). A capacidade de Gal-1 para induzir a
producao de IL-10, uma citocina chave envolvidasumgdo de células T reguladoras
(Stowell et al, 2008), pode refletir mecanismos que permitamlagld reguladoras
suprimir o sistema imune in vivo. Curiosamente pameiros estudos demonstrando
que Gal-1 suprime a imunidade adaptativa sugerenpapel supressor para células T
(Stowell et al, 2008). Estes estudos, portanto, sugerem que Gapilme as respostas
imunes adaptativas, alterando a producdo de c#scsem afetar diretamente a
viabilidade das células T.

Varios estudos vém demonstrando a relagdo entreHaEE galectina-1,
principalmente no que diz respeito a células masarajs. Células mesenquimais sédo
células tronco multipotentes, originadas na medat®ea e capazes de se difereniaiar
Vivo e in vitro em tecidos de origem mesenquimal. Elas influendilnetamente nas
células T, inibindo a proliferacdo de células Vadias e induzindo a proliferacdo das
células T regulatérias (Wang e Zhao, 2009). Aslaélinesenquimais possuem alta
expressdo de galectina-1 e provavelmente o efeitoassupressor destas células €
mediado por galectina-1 (Lepelletetral, 2009; Kadriet al, 2005).

Em nosso estudo, nds verificamos uma diminuicdotaial auséncia da
expressao de GAL-1 em pacientes que apresentarddH®Euando comparados com
o perfil protéico de doadores saudaveis. Uma vez\guificamos também que INF-
encontra-se aumentado em pacientes com DECHa, #.dueencontra-se diminuido
nestes pacientes, podemos sugerir que GAL-1 estticipando ativamente no
estabelecimento da doenca. Ainda mais, podemospekar para a participacdo de
células T regulatérias no aparecimento da doenca.

Outra proteina diferencialmente expressa em na@ssses € a proteina DJ-1,
ou PARKY. Esta proteina € expressa em diversodogce essa expressao pode ser
induzida por estimulo de fatores de crescimenta.eSta intimamente relacionada com
0 aparecimento do mal de Parkison e recentementes$ociada ao aparecimento de
tumores pulmonares, cancer de prostata e leucéiakahashet al, 2001).
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A PARKY interage com diversas outras PARKs e corprateina MIZ-1
(Takahashket al, 2001). MIZ-1 é um fator de transcricdo que suprseletivamente a
ativacdo de JNK1, induzida por TNF{Liu et al, 2009). A JNK1, um membro da
familia MAPK, tem um papel importante na regulagio atividade de TNk, tais
como inflamacé&o, morte celular e tumorigenese étial, 2009). Uma vez que ocorra a
interacdo de MIZ-1 e PARKY7, a atividade de T&E-diminuida.

Em nossas analises nés observamos que a prot&Rid7Pencontra-se muito
diminuida em pacientes que apresentavam DECHaarRorté de se esperar que a
atividade de TNFx nestes pacientes esteja aumentada. Apesar de endmst
encontrado diferengas estatisticamente signifiaatpara TNt e 0 aparecimento da
doenca, outros grupos vem demonstrando que umrihaspais mediadores da DECHa
é a citocina TNFe (Xun et al, 1994; Ferrara, 1993).

Ja a calreticulina é uma proteina diretamente gitaha regulacdo dos canais
de célcio do reticulo endoplasmético (Clatlkal, 2002). A calreticulina € uma proteina
chaperona ligadora de €docalizada predominantemente no reticulo endoptism
A calreticulina regula a ativacdo de células T fpadas (Porcelliniet al, 2006). Em
Nossos pacientes a calreticulina estava aumentadelacédo a doadores saudaveis. Este
aumento provavelmente ocorre devido ao aumentoivdezao de células T, mediadoras
da DECHa conforme descrito na literatura.

Nosso ultimo alvo de estudo neste trabalho foichgma 14-3-8. Esta proteina
interage com o receptor de IL-9, o0 mesmo receptotLeB. Em nossos estudos, nés
vimos que esta proteina esta diminuida em pacieor@sDECHa, assim como vimos
que pacientes com DECHa tem IL-8 aumentado, poeim significancia estatistica.
Mais estudos protedmicos devem ser realizados quarrmar a participacédo desta e
das outras proteinas na DECHa.

Assim, vimos que existem moléculas inflamatoriasn&o inflamatorias,
populacdes celulares e variaveis clinicas que podgfaenciar diretamente no
aparecimento da DECHa. Além disso, alguns dess@snp&ros podem ser utilizados
para predizer o aparecimento da DECHa. Uma veaddastado estes paramentros,
podemos montar um score que prediga se determipadente ira desenvolver a
doenca ou ndo. Pacientes que possuam doenca daevaes@ada, idade maior que 18
anos e recebendo SPM ja possuem um maior riscoedendolver DECHa. Se

possuirem IFN¢ e IL-5 aumentados, o risco de desenvolver DECHaeata. Com o
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aumento das quimiocinas IP-10 e IL-8 ocorre um m@sco de desenvolver DECHa de
TGI. Acompanhando as populacdes celulares, umandigdio de linfécitos B e

aumento de células NK entre os dias 14 e 45 pnedzesco de desenvolver a doenca.
Com essas informacdes, pretendemos tracar umadechaaliacdo que nos forneca um

score para predizer o risco de determinado pactE®envolver ou ndo a DECHa.
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- As variaveis match de HLA, idade do pacientelagdo do doador interferem
no risco do paciente desenvolver DECHa. Ja asvasidonte de células e doenca de
base interferem no risco do paciente desenvolidE@Ha de pele e a variavel idade do
paciente aumenta o risco de desenvolver DECHa de TG

- A elevacdo dos niveis séricos das citocinas \NFH.-5 no D+14 acima de
12,74 e 4,70 pg/ml respectivamente aumenta o deatesenvolver DECHa.

- A elevacéo dos niveis séricos no D+14 das quimés IP-10 e IL-8 acima de
150 e 26 pg/ml respectivamente aumentam o risctesenvolver DECHa de TGI.

- Em biopsias de pele nédo é possivel utilizar @€icias e quimiocinas estudadas
como biomarcadoras da DECHa.

- Existe uma relacdo entre células NK e célulasoBriaco de desenvolver
DECHa. Pacientes tem um risco aumentado para DEQGiEndo tem elevada
porcentagem de células B logo apds o TCTH e, adaeglie a porcentagem de células
NK aumentam, sofrem decréscimo de linfécitos B.

- Existem proteinas diferencialmente expressas grdcientes com DECHa e
doadores saudaveis. Destas, nds sugerimos quetasnps galectina-1, calreticulina,

DJ-1 e 14-3-8 tenham participagédo no desenvolvimento da doenca.
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Anexo 1
Tabela dos dados clinicos e bioldgicos dos pacienfmrticipantes deste

projeto
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Tabela Al — Dados clinicos dos pacientes deste e&tu

DCA

o CLASS DATA FONTE TIPO PROF DECH DIA EST DIA CAUSA

N SEXO ID BREE DCA T™MO CEL PARENTE HLA CONDIC COND DECH SN DECH PELE FIGADO TGI DECH OBITO OBITO OBITO
Hemopatias

1 Masc 45 LMA malignas 23-dez-2005 SP Sim Completo BuCy Mieloablativo CSA Sim 45 Sim aoN Nao 2 Sim 67 Infecgao
avancadas

2 Fem 47 LNH Lnfomas e 1gjan200¢  SP Sim  Completo CyFly  nMemsidade g, Nz, - - - - Sim 33 Infecgéo
ielomas reduzida
Hemopatias

3 Masc 33 LMA malignas 24-jan-2006 MO Sim Completo BuCy Mieloablativo CSA Néo - - - - - Sim 13 Infeccao
precoces

4 Masc 29 AAS ng“:]‘i’gpr";‘gss 15-fev-200¢ MO Sim Completo  Cy  Mieloablativc ~ CSA Sim 28 Sim N&o Nao 2 N&o - -
Hemopatias 15-mar-

5 Masc 39 LLA malignas 2006 SP Sim Completo CyTBI Mieloablativo CSA+MTX Nao - - - - - Sim 23 Infeccéo
precoces
Hemopatias o

6 Fem 35 LMA malignas 2006 MO Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Sim 57 Sim Nao Sim & Sim 558 DECH
precoces

7 Fem 31  LNH Linfomas & 41 apro006 P Sim  Completo  CyFu Mensidade oo yry N - - - - - Sim 3  Toxicidade
Mielomas reduzida
Hemopatias

8 Masc 23 LMC malignas 19-abr-2001 MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Né&o - - - - - Né&o - -
precoces
Hemopatias ATGCy

9 Fem 35 LMA malignas 25-abr-2006 MO Nao Completo TBI Mieloablativo CSA+MTX Nao - - - - - Sim 20 Toxicide
avancadas
Hemopatias

10 Masc 17 LMA malignas 21-jun-200¢ MO Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Nao - - - - - Sim 87 Recaida
avancadas
Hemopatias

11  Masc 10 LMA malignas 29-jun-2006 MO Sim Completo BuCy Mieloablativo CAFX Sim 28 Sim Néo Néo 2 Néo - -
avancadas
Hemopatias

12 Masc 6 LLA malignas 29-jun-200¢ MO Sim Completo  CyTBI Mieloablativc CSA Sim 28 Sim Nao Nao 1 Sim 276 Recaida
avancadas

13 Masc 53 MM Linfomas e 0l:ago- — gp Sim Completo  FluMel 'Mensidade oo vty Sim 84 sim NZo Sim 2 sim 320 Recaida
Mielomas 2006 reduzida
Hemopatias 16-ago-

14 Fem 10 LMA malignas 2006 MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 63 Sim Nao Néo 2 Sim 145 DECH
avancadas

15 Masc 10  LNH Lnfomase 23800 mo sm  Completo  CyFu "MeMMAde coauymrx Nao - - - - - Nao - -

16 Fem 10  AF Femopatias  13.set2000 MO Sim  Completo  cy  'nMemsidade o yrx Nao - - - - - N0 - -
enignas reduzida

17 Masc 28  AAS Hgm‘.’pa“as 19-set-2006 MO sim Completo ~ ATGCy Mensidade cqpiury  sim 100 Sim N&o N&o 2 N&o - -
enignas reduzida

18 Fem 25 M Linfomas & g3 200 SP Sim  Completo CyFly  Memsidade oo yry Nao - - - - - sim 468 Recaida
Mielomas reduzida

vl



o CLASS DATA TIPO PROF DECH DIA CAUSA
X H=2e DCA TMO PARENTE IRILA clanpie COND DECH SN OBITO OBITO
19 Fem Femopatas  11-out-2006 sim  Completo ATGCy Mersidade cqn Ty Nao - -
enignas reduzida
Hemopatias
20 Fem malignas 18-out-200¢ Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA Néo - -
precoces
Hemopatias
21 Masc malignas 18-out-2006 Sim Completo MelTBI  Mieloablativo BS Sim 261 DECH
avancadas
22  Masc L’\'/'l}feolgnr::se 226%07\" Sim Completo  CyTBI  Mieloablative CSA+MTX  Sim - -
23 Fem Hgg]?gﬁgss 09-jan-2007 Sim Completo Cy  Mieloablativo CSA+MT Sim 36 DECH
Hemopatias ATGCy
24 Fem malignas 17-jan-200" Nao Completo TBI Mieloablative CSA+MTX Nao 81 Infeccao
precoces
25 Masc Femopatas  17jan-2007 sim  Completo ATGCy Mensidade  conyTx sim - -
enignas reduzida
Hemopatias
26  Masc malignas 12-fev-2007 Sim Completo  MelTBI  Mieloablative CSA+MTX Néo 120 Recaida
avancadas
Hemopatias
27 Masc malignas 28-fev-2007 Sim Completo CyTBI Mieloablativo CEMTX Sim - -
avancadas
28 Masc Iﬂ}gg]ri:\se Ogbnoq?r- Sim Completo  CyFlu Ir:t:(;\j;tijgge CSA+MTX  Sim 64 Infecgdo
Hemopatias 09-mar-
29 Fem malignas 2007 Sim Completo BuCy Mieloablativo CSA+MTX N&o - -
precoces
Hemopatias .
30 Masc malignas Zgbnoq?r- Sim Completo  CyTBI Ir:t:(;\j;tijgge CSA+MTX  Né&o - -
avancadas
Hemopatias
31 Masc malignas 04-abr-2007 Sim Completo BuCy Mieloablativo C3AFX Sim - -
avancadas
Hemopatias
32 Masc malignas 04-abr-200° Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim - -
avancadas
Hemopatias
33 Fem malignas 04-abr-2007 Sim Completo BuCy Mieloablativo C3ARX Nao - -
precoces
Hemopatias 24-mai-
34  Masc malignas 2007 Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Néo - -
precoces
35  Masc Linfomas & 04-un-2007 Sim  Completo  FluMel MeMSidade cqp Ty Nao - -
ielomas reduzida
36 Masc Hgg:}?gfgjs 11-jul-2007 Sim Completo  BuCy  Mieloablativc CSA+MTX  Sim - -
37 Masc Hemopatas  25.ul-2007 sim  Completo ATGCy 'Mersidade  conyvTx  Nao 40 Toxicidade
enignas reduzida
38 Masc Iﬂ}gg]ri:\se 126%%0' Sim Completo  CyFlu Ir:t:(;\j;tijgge CSA+MTX  Sim - -

LYT



DCA

o CLASS DATA FONTE TIPO PROF DECH DIA EST DIA CAUSA

N° SEXO ID BREE DCA ™O CEL PARENTE HLA CONDIC COND DECH SN DECH PELE FIGADO TGI DECH OBITO OBITO OBITO
Hemopatias

39 Fem 49 LLA malignas 11-set-2007 MO Sim Completo CyTBl  Mieloablativo CBATX Sim 26 Sim Néo Sim 2 Sim 41 Toxicidade
precoces
Hemopatias

40 Masc 47 LLA malignas 18-set-200 MO Sim Completo  BuMel Mieloablative CSA+MTX Sim 28 Sim Sim Sim 4 Sim 104 Infeccao
avancadas

41 Fem 20  AAS HEQ?S,?S?S 31-0ut:2007 MO Nao  Incompleto “TS=  Mieloablativo CSA+MTX  Ndo - - - - - Sim 25 Infecgéo

42 Masc 20  LNH Linfomas e - 05-nov- gp Sim  Completo CyFu  Mensidade ooayvTy Sm 56 Sim Sm Sim 3 Sim 77 Recaida
Mielomas 2007 reduzida
Hemopatias 07-nov-

43 Fem 45 SMD malignas 2007 MO Sim Completo BuCy Mieloablativo CSA+MTX Sim 23 ins Nao Nao 2 Sim 155 Infeccéo
precoces
Hemopatias 28-nov-

44 Fem 31 LLA malignas 2007 MO Sim Completo  CyTBI  Mieloablativc CSA+MTX Sim 28 Sim Néo Sim 2 Sim 63 Toxicidade
avancadas
Hemopatias

45 Fem 14 LLA malignas 03-jan-2008 MO Sim Completo CyTBI Mieloablativo C8ATX Sim 35 Sim Nao Nao 2 Sim 59 Recaida
avancadas
Hemopatias ATGCy

46 Masc 20 LMA malignas 14-jan-200¢ SCUP Néo Incompletc T8I Mieloablative CSA+MMF  Nao - - - - - Sim 27 Infecgao
avancadas
Hemopatias ATGCy

a7 Masc 12 LLA malignas 17-jan-2008  SCUP Né&o Incompleto TBI Mieloablativo CSA+MMF Sim 26 Sim Nao Sim 3 Néo - -
avancadas

48 Fem 7  AAS Hemopatias g 100200t ScUP  Nao  Completo TGV Mieloablaie ~ CSA  Sim 22 Sm  Nio  Nao 3 Nao - -
benignas TBI
Hemopatias

49 Fem 31 LMA malignas 23-jan-2008 SP Sim Completo BuCy Mieloablativo C®ARX Sim 16 Sim Nao Nao 2 Nao - -
precoces
Hemopatias

50 Masc 36 LMA malignas 24-jan-200¢ SP Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 18 Néo Néo Sim 2 Néo - -
precoces
Hemopatias

51 Masc 22 LMC malignas 21-fev-2008 SP Sim Completo BuCy Mieloablativo ~ CSARX Sim 13 Sim Nao Sim 2 Nao - -
avancadas

52 Fem 24  LH Linfomas & 55 fev.200¢  SP Sim Completo  CyFly  'Mensidade oo iyry  sm 20 Nao Ndo  Sim 3 Né&o - -
Mielomas reduzida
Hemopatias

53 Masc 5 LLA malignas 27-fev-2008 MO Sim Completo CyTBI Mieloablativo CEMTX Nao - - - - - Nao - -
precoces

54 Masc 37 AAS/SMD Hgm‘?Pa"aS ooy MO Sim Completo  BuCy Mieloablativc CSA+MTX  Sim 28 Sim Sim Sim 4 Sim 39 Infecg&io
enignas 2008
Hemopatias

55 Masc 8 LLA malignas Ogbggr— SCUP Nao Incompleto ATI_GBFy Mieloablativo CSA+MTX  Né&o - - - - - Nao - .
avancadas

20 Hemopatias 12-mar- :

Masc 13 LLA malignas 2008 MO Sim Completo  CyTBI Mieloablative CSA+MTX Nao - - - - - Néo -

precoces

8T



DCA

o CLASS DATA FONTE TIPO PROF DECH DIA EST DIA CAUSA

N° SEXO ID BREE DCA ™O CEL PARENTE HLA CONDIC COND DECH SN DECH PELE FIGADO TGl DECH OBITO OBITO OBITO
Hemopatias 19-mar-

57 Masc 39 LMC malignas 2008 MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 14 Néo Néo Sim 2 Néo - -
avancadas
Hemopatias oy

58 Masc 5 LLA malignas 2008 SCUP Nao Incompletc  CyTBI Mieloablative ~ MTX+FK Nao - - - - - Sim 37 Toxicidade
avancadas
Hemopatias ATGCy

59 Masc 26 LLA malignas 16-abr-200i MO Néo Completo T8I Mieloablative CSA+MTX Sim 22 Sim Sim Sim 4 Sim 47 DECH
avancadas

60 Masc 15  AAS Hemopatias g .po00; s Sim Completo cyTml  Inensidade op vy gim 50 Sim N&o N&o 2 Nzo 5 -
benignas reduzida
Hemopatias

61 Fem 52 LLA malignas 24-abr-200i SP Sim Completo  CyTBI  Mieloablativec CSA+MTX Sim 48 Sim Néo Sim 3 Sim 213 Infeccéo
avancadas
Hemopatias ;

62 Fem 31 SMD malignas Ogbrggl- MO N&o Completo A'_Il'_(élcy Mieloablative CSA+MTX  Nao - - - - - N&o - -
precoces
Hemopatias 16-mai-

63 Fem 29 SMD malignas 2008 SP Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 59 Néo Néo Sim 2 Néo - -
precoces
Hemopatias 28-mai-

64 Masc 8 LLA malignas 2008 MO Sim Completo  CyTBI Mieloablative CSA+MTX Nao - - - - - Néo - -
avancadas

65 Fem 20 LM Linfomase o) o006 MO Ndo  Incomplett ATCY  \ieoablatve CSA+MTX  Ndo - ; ; ; ; Sim 23 Infecgiio
Mielomas FluTBI
Hemopatias

66 Fem 13 LMMJ malignas 12-jun-200¢ MO Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Sim 33 Sim Nao Néo 1 Néo - -
precoces
Hemopatias

67 Masc 12 LLA malignas 18-jun-200¢ MO Sim Completo  CyTBI  Mieloablativec CSA+MTX Néo - - - - - Néo - -
avancadas
Hemopatias ATGCy

68 Masc 44 LMC malignas 19-jun-200¢ MO Nao Incompletc TBI Mieloablativc CSA+MTX Sim 36 Sim Sim Nao & Sim 74 Desconhecic 1
avancadas
Hemopatias ATGCy

69 Masc 11 LLA malignas 03-jul-2008  SCUP Nao Incompletc T8I Mieloablative CSA+MTX Néo - - - - - Néo - -
avancadas

70 Fem 21  HPN Hgm‘.’pat'as 09-jul-2008 MO Sim  Completo Bucy  MeMSidade oo yTx  Sm 14 Nao  sim Sim 3 Sim 83 DECH
enignas reduzida
Hemopatias

71 Masc 23 LLA malignas 10-jul-2008 MO Sim Completo  CyTBI  Mieloablativec CSA+MTX Néo - - - - - Néo - -
precoces
Hemopatias

72 Masc 46 LLA malignas 23-jul-2008 MO Sim Completo  CyTBI Mieloablative CSA+MTX Sim 41 Sim Nao Néo 3 Néo - -
precoces

73 Fem 25  HPN Hg;?gsgss 24ul-2008 MO Ndo  Completo ATT(;CV Mieloablativc CSA+MTX Nio - ; ; ; ; Sim 47 Toxicidade

74 Masc 37  LNH Linfomas e g 15008  sP Sim  Incomplett CyFlu  nensidade o) vy NEo - - : - - N&o - -
Mielomas reduzida

75 Hemopatias

Masc 36 LMC malignas 30-jul-2008 MO Sim Completo BuCy Mieloablativc CSA+MTX Sim 45 Sim Nao Sim 4 Sim 123 Recaida

precoces

671



DCA

o CLASS DATA FONTE TIPO PROF DECH DIA EST DIA CAUSA

N° SEXO ID BREE DCA ™O CEL  PARENTE HLA CONDIC COND DECH SN Decn PELE FIGADO TGl pech 9B TO gm0 OBITO
Hemopatias

76 Masc 53 LMC malignas 30-jul-2008 MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Néo - - - - - Néo - -
precoces
Hemopatias 01-ago-

77 Masc 46 LMA malignas 2008 SP Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Sim 40 Sim Nao Sim & Sim 73 Infeccao
avancadas
Hemopatias

78 Fem 49 LMC malignas 24-set-200¢ SP Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Néo - - - - - Né&o - -
precoces
Hemopatias ATGCy

79 Masc 5 LLA malignas 25-set-200¢  SCUP Sim Incompletc TBI Mieloablative CSA+MMF  N&o - - - - - Né&o - -
avancadas

80 Masc 36  AAS Hemopatias o) o200 MO Sim Completo  ATGCy 'Mensidade  cqopivirx Nao - - - - - Sim 15 Infecgéo
benignas reduzida

81 Masc 45  LH Linfomas & g5 0200t SP Sim Completo cytl  'Mensidade oo yry sim 150 Nao Sim N&o 2 Né&o - -
Mielomas reduzida

82 Masc 21  LH Linfomas € - o, outo00¢  sP Sim Completo  cytBl ~ Mensidade cqpivrx  Sm 100 Sim Sim Nao 2 Nao - -
Mielomas reduzida
Hemopatias

83 Masc 41 LMA malignas 23-0ut-200¢ MO Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Sim 59 Sim Nao Néo 2 Néo - -
avancadas
Hemgpatias 26-nov- ) Intensidade 5 %

84 Masc 55 LMMC malignas 2008 SP Sim Completo  FluMel reduzida CSA+MTX Néo - - - - - Néo - -
avancadas
Hemopatias

85 Masc 29 LMC malignas 03-dez-200 MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 37 Sim Sim Néo 2 Néo - -
precoces
Hemopatias ATGCy

86 Masc 17 LMA malignas 05-dez-200 MO Nao Incompletc TBI Mieloablativc CSA+MTX Nao - - - - - Néo - -
avancadas
Hemopatias

87 Masc 47 LMA malignas 17-dez-200 MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 40 Sim Néo Néo 1 Néo - -
precoces

88 Fem 36  LH Linfomas € 10 46,200  SCUP Nio  Incompletc TCSY  Mieloablative CSA+MTX — Néo - - - - - Nao - -
Mielomas TBI

89 Masc 12  AAS Hemopatias 7 1o 500¢ MO Sim Completo ATGcy IMensidade aqivTx sim 50 Sim N&o N&o 1 Nzo 5 -
benignas reduzida

90 Masc 23  LH Lnfomas e 16jan200¢  SP Sim  Completo cyrel  Mensidade oqpury sim 24 sim sim Nao 2 N0 - -
ielomas reduzida
Hemopatias

91 Masc 32 LMA malignas 27-jan-200¢ MO Sim Completo BuCy  Mieloablativc CSA+MTX Sim 17 Néo Néo Sim 4 Néo - -
avancadas
Hemopatias

92 Masc 12 LMA malignas 28-jan-200¢ MO Sim Completo BuCy Mieloablative CSA+MTX Sim 34 Sim Nao Néo 2 Néo - -
avancadas
Hemopatias

93 Masc 19 SMD malignas 05-fev-200¢ MO Sim Completo Flu Mieloablative CSA+MTX  Nao - - - - - Néo - -
avancadas

04 = Linfomas e ) . . ) x ~ ) -

em 25 LH Mielomas 09-fev-200¢ SP Sim Completo BuCy Mieloablativc CSA+MTX Sim 24 Nao Nao Sim 4 Néo - -

9% Masc 51 MM L,\'/?fomase 09-fev-200¢  SP Sim  Completo FluMel Nensidade oo vy NEo - - : - - Sim 49 Infecgdo

ielomas reduzida
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DCA

CLASS DATA FONTE TIPO PROF DECH DIA EST DIA CAUSA

[

N SEXO ID BREE DCA T™MO CEL PARENTE HLA CONDIC COND DECH SN DECH PELE FIGADO TGI DECH OBITO OBITO OBITO
Hemopatias

96 Masc 22 LLA malignas 18-fev-200¢ MO Sim Completo  CyTBI  Mieloablativec CSA+MTX Sim 68 Sim Néo Néo 2 Néo - -
avancadas

97 Masc 8  AAS Hemopatias 12-mar- o Nio  Completo ATGBU Inensidade o) yry  sim 25 sim N Nao 2 N&o - -
benignas 2009 CY reduzida
Hemopatias

98 Fem 5 LLA malignas lggggr' MO N&o Completo A'_Fr(él(iy Mieloablativae CSA+MTX  Nao - - - - - N&o - -
precoces

99 Fem 26  AAS Hemopatias  25-mar- o Sim  Completo ATGCy 'Menmsidade - ypy Nio - - - - - N0 - -
benignas 2009 reduzida
Hemopatias

100 Masc 26  SMD malignas z%ggr' MO Nio  Completo ATT(élcy Micloablativc CSA+MTX Sim 23 Sim Ssim Sim 2 N&o ; ;
precoces

Legenda: ID — idade; DCA DE BASE — doenca de b@s#§SS DCA — classificacdo da doenca; FONTE CEL ntdade células; CONDIC - regime de condicionamento;

TGT

TIPO CONDIC - tipo de condicionamento; PROF DECHbrefilaxia da DECH; DECH SN — ocorréncia de DECHSim; N — ndo); DIA DECH - dia de
ocorréncia da DECHa; PELE, FIGADO, TGI — érgdooderréncia da DECHa; EST DECH — estadiamento daHRE®asc — masculino; FEM — feminino; AAS
— anemia aplastica severa; LLA — leucemia linfafitasaguda; LMA — leucemia mielocistica aguda; LM@ucemia mieloide cronica; LH — linfoma de Hodgki
LNH — linfoma ndo Hodgkin; MM — mieloma mudltiplo;®N — hemoglobiniria paroxistica noturna; SMD — simte mielodisplasica; LB — leucemia bifenotipica;
LMMJ — leucemia mielomonaocitica juvenil; LMMC — leemia mielomonocitica cronica; AF — anemia de FanddO — medula 6ssea; SP — sangue periférico;
SCUP — sangue de corddo umbilical e placentario; €glofosfamida; TBI — do ingléstal body irradiation— irradiacéo corporea total; ATG — antitimoglobati

Bu — bussulfan; Flu — fludarabina; Mel — melphal@BA — ciclosporina; MTX — metotrexate; MMF — mieablato mofetil.
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( m—\ i MINISTERIO DA SAUDE

i Instituto Nacional de Cancer
ik ; . Comité de Etica em Pesquisa-INCA
INCA
Dr. William Saad Hosne Rio de Janeiro, li de julho de 2006

Coordenador do Grupo de Trabalho - CONEP-MS
Ministério da Saude - Conselho Nacional de Saude
Bloco G - Anéxo - Ala B - 1° andar - Salas 128 a 147
70058-901 - Brasilia - DF

Registro CEP n° 033/06 (Este n°® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: Moléculas envolvidas no enderecamento de células tronco humanas

Prezado Doutor

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer, encaminha a V.S? através de seu
Presidente, os documentos que fazem parte do protocolo de pesquisa intitulado: Moléculas
envolvidas no enderecamento de células tronco humanas, tendo como Pesquisador Principal nessa
Institui¢do, a Dra. Eliana Saul Furquim Wemeck Abdelhay, por ter sido este estudo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Institui¢io em 07 de julho de 2006.

Relacionamos os documentos anexos:

o Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres humanos
e Parecer consubstanciado do CEP-INCA

Atenciosamente

Dra. Adriana Scheliga

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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Termo de Consentimento Informado Livre é Esclarecido ao Paciente

E necessirio que o (a) senhor (a) leia atentamente e entenda o estudo antes de assinar este
documento. Por isso, caso o(a) senhor(a) niio entenda qualquer palavra ou informago, por favor

peca explicacdes detalhadas para o profissional do servigo.

Nome do estudo: “AVALIACAO PRECOCE DA DOENGA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO

ATRAVES DE EXAME HISTOPATOLOGICO DA PELE E IMUNOHISTOQUIMICA SERIADAS.”

Objetivo do estudo:

A doenga enxerto contra hospedeiro é uma das complicagdes mais importantes que ocorre apds
o transplante de células tronco hematopoéticas(medula 6ssea). Pode se manifestar na pele com o
aparecimento de manchas vermelhas em face , tronco € membros , assim como em outros 6rgdos como
o figado , a boca, o estdmago, o intestino e os pulmdes. Se utilizam medicagdes na prevengdo desta
complicagéo. O tratamento em geral ¢ feito com medicagSes que diminuem a imunidade do paciente,
aumentando o risco de infecgdes .

O objetivo principal deste estudo ¢ verificar através de exames especializados(histopatologia €
imunohistoquimica) a forma como aparece a doenga. Para tal sdo necessarias bidpsias seriadas de pele,
além de coletas simultineas de sangue, para identificar precocemente, antes mesmo que a doenga
enxerto contra hospedeiro se manifeste clinicamente. Para isso faremos a retirada de pequenas amostras
de pele no tamanho de 2,5 mm , que serfio coletadas no dias —8 (antes do transplante), 0(dia do
transplante) e nos dias +14, +28 e +100( apds o transplante).

Riscos:

O presente estudo ndo oferece nenhum risco para o paciente, pois esse procedimento faz parte
da rotina do servigo do CEMO.



“AVALIACAO PRECOCE DA DOENCA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO ATRAVES DE
EXAME HISTOPATOLOGICO DA PELE E IMUNOHISTOQUIMICA SERIADAS.”

TERMO DE CONSENTIMENTO VOLUNTARIO:

Concordo em ser submetido as bidpsias de pele necessarias, desde que seja respeitado sempre a
confidencialidade dos dados contidos na ficha, bem como a minha identidade.

Entendo que néo receberei nenhuma compensago financeira, ou qualquer tipo de doagio, pela
participag@o no estudo.

Confirmo ter lido e entendido completamente todas as informagdes, a natureza do estudo e

voluntariamente concordo em participar do mesmo.

Nome do(a) paciente:
Idade: Sexo: Cor:

Assinatura do(a) doador(a): data: / /

Nome da testemunha:
Assinatura: data: / /

Nome do(a) profissional responsavel pela bi6psia:
Assinatura: data: / /

Nome do(a) pesquisador(a) responsivel:
Assinatura: data: / /
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Termo de Consentimento Informado Livre e Esclareciranto aos Pacientes

E necessario que o (a) senhor (a) leia atentaneeatgenda o estudo antes de assinar
este documento. Por isso, caso o (a) senhor (a)enfenda qualquer palavra ou

informacéo, por favor peca explicacbes detalhades @ profissional do servico.

Nome do estudo: “AVALIACAO DA DOENCA ENXERTO CONTRA
HOSPEDEIRO AGUDA ATRAVES DE EXAMES ESPECIFICOS DBRISGUE.”

Objetivo do estudo:

A doenca enxerto contra hospedeiro aguda € umacdamplicacbes mais
importantes que ocorre apos o transplante de séiidaco hematopoiéticas (medula
0ssea). Pode se manifestar na pele com o apard¢oigemanchas vermelhas na face,
tronco e membros, assim como em outros 6rgdos cofigado, a boca, o estbmago, o
intestino e os pulmdes. Se utilizam medicacdes regepcdo desta complicagdo. O
tratamento em geral é feito com medi¢cdes que diemma imunidade do paciente,
aumentando o risco de infeccdes

O objetivo principal deste estudo é verificar dagio das populagdes celulares
sanguineas em dias pré-selecionados, além de analissariagdo de substancias
secretadas por essas populacdes. Para tal, € arecegse se retire amostras de sangue
do paciente antes e apos o transplante nos diag D@® (pré-transplante), e nos dias
D+14, D+28, D+45, D+100, D+180 e D+360 (pés-traasts).

Riscos:

O presente estudo nao oferece nenhum risco papacente, pois esse

procedimento faz parte da rotina do servico do CEMO



Confidencialidade:

Todos os dados provenientes deste estudo e omatwes pacientes serdo
processados de forma andnima, sem 0 nhome ou enddwegarticipantes. A protecao
dos dados sera inteiramente garantida mesmo em dmguublicacdo em revistas

cientificas.

Participacdo Voluntéria:

O seu consentimento para a participacdo no estudoe e voluntario e nao
havera nenhuma forma de pagamento. Também nadr@&xistustos por parte do
paciente para que seja realizado o estudo. Poursarparticipacdo voluntaria, o (a)
senhor (a) ndo sofrerd nenhuma penalidade castén@sua autorizacao.

Em caso de duvidas:

Em caso de duvidas, entrar em contato com a Rhaaka Scheliga do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA, no telefone 3233-18580om o pesquisador
responsavel por esse estudo, o Dr. Luis Fernan&lviaBouzas, no CEMO/INCA, no

telefone 2506-6215.



“AVALIACAO DA DOENCA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO AGUD A
ATRAVES DE EXAMES ESPECIFICOS DE SANGUE.”

TERMO DE CONSENTIMENTO VOLUNTARIO

Concordo em doar uma pequena quantidade do mguesgara pesquisa, desde
gue seja sempre respeitada a confiabilidade dossdamhtidos na ficha, bem como a
minha identidade.

Entendo que nédo receberei nenhuma compensacéadireg ou qualquer tipo
de doacéo, pela participacao no estudo.

Confirmo ter lido e entendido completamente toassnformagdes, a natureza

do estudo e voluntariamente concordo em partidpanesmo.

Nome do paciente:

NUmero do Prontuario: :Data

Assinatura do paciente:

Nome da testemunha:

Assinatura:

Nome do profissional responséavel pela coleta:

Assinatura:

Nome do pesquisador responsavel:

Assinatura:




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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