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A imunoterapia do receptor de transplante alogenico de células estaminais com células
mononucleadas colhidas do sangue periférico do respectivo dador conheceu um impulso signi
ficativo nos últimos anos, principalmente no tratamento da recaída da doença hematológica
primúria e na prevenção e terapêutica de algumas complicações virais pós-transplante. Os
doentes em que esta técnica foi utilizada tinham recaída de leucemia mielóide cronica, tendo
sido re-induzida remissão completa na maioria dos casos. As principais complicações desta tera
pêutica são o desenvolvimento de doença do enxerto contra o hospedeiro e a aplasia medular.
Para limitar o aparecimento da primeira foram, até à data, desenvolvidas três estratégias: a
infusão de doses crescentes de leucocitos de dador, a depleção de celulas CD8+ e a infusão de
células portadoras do gene de cinase da timidina, que as torna sensiveis ao ganciclovir. As duas
principais complicações infecciosas pós-transplante tratadas com leucócitos de dador são as
doenças linfoproliferativas induzidas pelo vírus de Epstein-Barr e a infecção pelo cito
megalovírus. Na primeira, que surge com maior frequência em receptores de transplantes não
familiares e/ou nao compatíveis com depleção de células T, foram utilizadas com sucesso tanto
leucócitos não separados do sangue periférico como linfócitos T específicos para o vírus de
Epstein-Barr. Na prevenção da infecção a citomegalovírus, a infusão de clones de linfócitos T
específicos para o ~írus restaurou a imunidade específica para o vírus e impediu a sua reacti
vação no período pos-transplante.

Infusion of Donor Leukocytes after Allogenic Stem Celi Transplantation

Adoptive cellular immunotherapy with donor leukocytes of patients submitted to allogenic
stem celi transplantation has had significant success in the past few years, especially in the treat
ment of primary disease relapse and in the prevention and treatment of some post-transplant
infectious complications. Most patients treated with donor leukocytes had a relapse of chronic
myelogenous leukemia, which was successfully re-induced into remission. The most significant
toxicities of this treatment are the development of graft versus host disease and marrow aplasia.
Three strategies were developed to limit the former: the infusion of graded doses of donor leuko
cytes, the depletion of CD8~ cells and the transfer of donor leukocytes transvected with a timi
dine kinase gene, which renders these cells sensitive to gancyclovir. The post-transplant infec
tious complications treated successfully with donor leukocytes were Epstein-Barr virus-induced
lymphoproliferative disorders and cytomegalovirus infection. The former, arising most fre
quently in recipients of unrelated and/or mismatched T cell depleted grafts, were treated with
donor unseparated leukocytes or Epstein-Barr virus-specific T cells. Cytomegalovirus infection
in the early post tran plani period was largely prevented by the infusion of virus-specific T cell
clones, which restored donor-specific immunity to cytomegalovirus in the recipient.
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O transplante alogénico de medula óssea (TMO) é a te
rapêutica de escolha em síndromes de imunodeficiência
de transmissão hereditária, na aplasia medular e em algu
mas doenças hemato-oncológicas, em que se incluem a
leucemia mielóide crónica (LMC) e vários subtipos de
leucemia mieloblástica aguda (LMA). O sucesso final
desta técnica terapêutica é determinado por vários fac
tores. Depende, em primeiro lugar, da morbilidade e mor
talidade associadas ao procedimento e, em segundo, da
taxa de recaída pós-transplante. Enquanto que a toxicidade
e complicações decorrentes da TMO alogénica estão em
parte associadas ao desenvolvimento de doença do enxer
to contra o hospedeiro (DECH), a taxa de recaída pós-
transplante depende de vários factores, em que se incluem
a terapêutica inicial da doença oncológica, o regime de
condicionamento utilizado e, talvez com maior relevância
do que os precedentes, o estabelecimento de uma reacção
imunológica eficaz dirigida contra as células oncológicas,
denominada de reacção do enxerto contra a doença1.
É bem conhecido que os receptores de TMO com depleção

de células T têm não só uma incidência baixa de DECH,
corno também um aumento da taxa de recaída pós-trans
plante. o que sugere que as células T são mediadoras de am
bos os fenómenos.2 Por outro lado, sabe-se que os doentes
que recebem transplantes com depleção de células T não
totalmente compatíveis e/ou de dador não familiar apresen
tam uma reconstituição imunológica mais tardia e, por vezes,
incompleta, em comparação com os receptores de trans
plantes convencionais de células estaminais hematopoié
ticas3. Assim, não surpreende que alguns destes indivíduos
venham a desenvolver complicações infecciosas pós-trans
plante raramente observadas em receptores de TMO alogéni
co convencional, tal como o desenvolvimento de doenças lin
foproliferativas associadas ao vírus de Epstein-Barr (EBV)4.

Recentemente, a imunoterapia celular do receptor de
TMO com células mononucleadas do sangue periférico
do respectivo dador de medula óssea conheceu grande
impulso, fundamentalmente em dois campos bem
definidos: o tratamento de recaída pós-transplante da
doença hematológica primária e a profilaxia ou terapêu
tica de fenómenos associados a infecções virais que
emergem no período pós-transplante, tais como a doença
a citomegalovírus (CMV) e as doenças linfoproliferati
vas associadas ao EBV5-8.

UTILIZAÇÃO DE LEUCÓCITOS DE DADOR NA
RECAÍDA DA LEUCEMIA MIELÓIDE CRÓNICA

Resposta clínica
Em 1990, KoIb et ai descreveram a indução de remis

são completa hematológica e citogenética em três

doentes com LMC em recaída após um transplante con
vencional de medula óssea com a administração de
leucócitos colhidos do sangue periférico do respectivo
dador de medula óssea6. Estes doentes foram tratados
também com interferão alfa, tendo-se verificado, durante
o processo de transição da hematopoiese de receptor para
a de dador, pancitopénia transitória nos três doentes e
DECH em dois casos6.

Estes resultados foram posteriormente confirma
dos por outros investigadores9-’ 4. Globalmente, estes
estudos iniciais avaliaram cerca de meia centena de
doentes, a maioria dos quais em fase crónica da doença,
que receberam urna dose celular entre 0.34 e 12.3 xlO8
células por kilograma de peso, com indução de remissão
completa em cerca de 75% dos casos. Estes resultados
viriam a ser corroborados por duas grandes séries, urna
europeia e a outra americana 15.1 6~ o número mononu—
cleadas de células infundidas tem variado de estudo para
estudo. Na maioria dos centros em que se trataram
doentes com LMC em recaída pós-transplante adminis
trou-se o total das células colhidas por leucaferese, tendo
os doentes recebido urna dose celular considerável7, a
que não será alheia a elevada taxa de DECH associada.
Numa tentativa separar o efeito enxerto versus leucemia
da DECH, Mackinnon et ai infundiram doses crescentes
de leucócitos a doentes com LMC em recaída após trans
plante alogénico de medula óssea com depleção de célu
las T, tendo identificado a dose de 1 x iO~ células T por
kilograma de peso do receptor como a dose celular míni
ma capaz de induzir remissão completa na ausência de
DECH’7”8.

A taxa de respostas à infusão de leucócitos depende da
agressividade da recaída, sendo máxima em doentes com
recaída molecular ou citogenética da doença, em que se
aproxima dos 90%, intermédia nos doentes com recaída
em fase crónica (70-80%), e menor nos doentes com
recaídas biásticas de LMC, em que unicamente 20 a 25%
dos casos respondem à terapêutica’5. Todos estes estudos
sugerem que as respostas obtidas são duráveis, sendo, no
estudo europeu, a probabilidade de sobrevida aos cinco
anos de 55% para os doentes em recaída hematológica e
de 79% para aqueles com recaída citogenética de
LMC’5. Muitas das segundas recaídas em fase crónica
têm respondido a re-infusões de leucócitos de dador (H.
Kolb, comunicação pessoal).

O tempo mediano descrito para a indução de resposta
citogenética completa após a infusão de leucócitos de
dador é de cerca de 13 semanas (4-34 semanas)7’9’4.
Com a utilização de doses celulares menores, o tempo
mediano de resposta foi de 14 semanas (4-19 semana), o
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que sugere não existir uma correlação entre a dose celu
lar administrada e o tempo de resposta à terapêutica’7. Já
o tempo para a remissão molecular de doença pode ser
mais longo e chegar mesmo a um ano, aliás à semelhança
do que se verifica com o status molecular após a trans
plantação convencional de medula óssea’9.

Toxicidade da infusão de linfócitos
Na maioria dos estudos em que foram administradas

doses celulares elevadas de células mononucleadas do
sangue periférico de dador verificou-se uma toxicidade
considerável, que se manifestou essencialmente por dois
tipos de complicações, a DECH e a aplasia medular.
Estas manifestações clínicas ocorreram em 50 a 90% dos
casos e contribuíram de forma significativa para a eleva
da mortalidade associada a este procedimento, atingindo
nalgumas séries os 20%6.916.

A DECH observada nestes doentes parece ser mediada
pelo elevado número de células T aIo-reactivas no pro
duto de leucaferese infundido. Os doentes podem apre
sentar manifestações clínicas de DECH aguda ou cróni
ca. Na série europeia. 16% dos doentes desenvolveram
DECH aguda de grau 1, 25% de grau II e 14% de grau III
ou IV. Uma das manifestações clínicas mais frequentes
da DECH crónica neste contexto é o envolvimento da
mucosa da cavidade oral (observação pessoal).

Após a imunoterapia celular com leucócitos de dador,
mais de 50 a 60% dos doentes podem desenvolver um
quadro clínico de pancitopénia secundário a um período
de aplasia medular, provavelmente devido à baixa reser
va de células do dador no doente com recaída hema
tológica da sua doença primária7”5’16. Por vezes, estes
doentes necessitam de receber novo enxerto de células
estaminais para reverter este fenómeno7’15’16

Prevenção da DECH após a infusão de leucócitos
Até agora, foram utilizados três métodos para limitar a

emergência de DECH na sequência das infusões de
leucócitos de dador após a transplantação alogénica de
células estaminais. A primeira destas estratégias corres
pondeu à infusão de doses crescentes de leucócitos,
numa tentativa de identificar o menor número de leucó
citos capaz de induzir remissão de doença na ausência de
DECH17. Neste estudo, os doentes receberam inicial-
mente células mononucleadas do sangue periférico de
dador contendo 1 x l0~ células T por kilograma de peso,
sendo infundidas doses celulares crescentes em meio
1og10 de células T por kilograma todas as 4 a 8 semanas
na ausência de resposta, até à dose máxima de 5 x 108
células T por kilograma. Nesta série, 19 dos 22 doentes

tratados obtiveram remissão completa, após a infusão
das seguintes doses de células T por kilograma de peso:

1 x l0~ (n=8), 5 x l0~ (n=4), 1 x 108 (n=3) e 5 x 108
(n=4). Dos 17 doentes avaliáveis, 15 entraram em remis
são molecular ao testaram negativo para a proteína de
fusão bcr-ahl por RT-PCR. Dos 8 doentes que respon
deram à dose celular de 1 x lO7 células T por kilograma
de peso, unicamente um deles desenvolveu DECH
(hepática). Documentou-se DECH em 8 dos II doentes
tratados com doses de células T superiores a 5 x l0~ por
kilograma. A manifestação clínica mais frequente de
DECH crónica foi o envolvimento limitado da cavidade
oral sob a forma de liqueiz planos, o que aconteceu em 6
de 9 doentes. Neste contexto imunológico e de tolerância
pós-transplante, i.e. em transplantes alogénicos com
depleção de células T, doses celulares contendo 5 x l0~
ou mais células T por kilograma de peso do receptor
induziram DECH na maioria dos doentes, enquanto que
a dose celular de 1 x l0~ células T por kilograma de peso
do receptor induziu remissão completa de doença pouco
agressiva na ausência de DECH’7.

A segunda metodologia utilizada para limitar a
emergência de DECH correspondeu à depleção de células
CD8+ do produto de leucaferese20’21, dado que a infusão

de um produto com predomínio de células CD4+ poderia
exercer um efeito anti-leucémico sem induzir DECH. No
estudo de Giralt et al, foram tratados 10 doentes (1 em
recaída citogenética, 4 em fase crónica, 2 em fase acelera
da e 3 em fase blástica) com uma dose mediana de célu
las CD4+ de 4.35 x iü~ por kilograma de peso, contendo
uma mediana de 5 x iO~ células CD8+ por kilograma de
peso20. Dos 10 doentes tratados, 6 entraram em remissão
completa, em 50% dos casos sem DECH. No segundo
estudo de depleção de células CD8+, foram tratados 19
doentes com recaída de LMC (6 em recaída citogenética,
7 em fase crónica e 6 em fase avançada) com três doses
de células CD4~ por kilograma de peso: 3 x iO~ (n=l3),
10 x l0~ (n=2), 15 x l0~ (n=4)21. Dos 13 doentes com
recaída citogenética ou hematológica de doença, 11
obtiveram remissão completa (6 dos 8 tratados com 3 x
iO~ e 5 dos 5 tratados com doses celulares mais ele
vadas). Dos 6 doentes tratados com um número de célu
las CD4~ igual ou maior a 10 x l0~ células por kilogra
ma de peso, 4 desenvolveram DECH, o que sugere que
esta complicação pode também ter correlação com o
número de células CD4+ infundidas.

O terceiro método utilizado para limitar a emergência
de DECH foi desenvolvido pelo grupo de Milão e
baseia-se na transfecção de linfócitos T do dador com um
retrovírus incompetente portador do gene da cinase da
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timidina, o que torna estas células sensíveis ao ganci
clovir22, como se descreverá mais à frente.

Estudos de Quiinerisino
A maioria dos doentes que entram em remissão não têm

transcritos de RNA do gene quimérico bcr/abl detectáveis
por RT-PCR, o que ilustra bem a qualidade das remissões
induzidas pela imunoterapia celular com leucócitos de
dador após a transplantação alogénica de células estami
nais17. Esta perda de evidência molecular de doença
acompanha-se, ainda que detectada por técnicas de PCR
de menor sensibilidade, da reversão do estado de quimera
total de receptor ou mista para uma quimera total de
dador17. De facto, a análise da identidade dos linfócitos T,
que não pertencem ao clone neoplásico, antes e depois da
imunoterapia celular com leucócitos de dador, permite
avaliar a evolução do quimerismo no decurso da resposta
à terapêutica. Invariavelmente, quando se detecta panci
topénia e aplasia medular transitória algumas semanas
após a infusão de leucócitos (mais frequente em doentes
em recaída hematológica de LMC), que parece corres
ponder à supressão da hernatopoiese do receptor, docu
menta-se concomitantemente a transição para um
quimerismo total de dador nos linfócitos T purificados
(observação pessoal)’7. Estes dados sugerem que o resul
tado terapêutico da infusão de leucócitos de dador pode
resultar mais de um efeito aio-reactivo do que de uma
resposta específica anti-leucérnica.

Imunoterapia de receptores de TMO não familiares
e/ou imão HLA-comnpatíveis

Os receptores de transplantes não familiares também
respondem à infusão de leucócitos de dador14’17’20.
Embora tenham sido tratados relativamente poucos
doentes nestas circunstâncias, estudos preliminares suge
rem que a incidência de DECH possa ser mais elevada18.
Entre pares de dador/receptor não familiares e/ou não
totalmente compatíveis, existem, frequentemente,
divergências moleculares em antigénios polimórficos
idênticos pela tipagem serológica convencional, o que
condiciona uma maior probabilidade de DECH.
Provavelmente, a dose celular a utilizar neste contexto
imunológico será menor do que a utilizada entre familiares
HLA compatíveis.3 No entanto, estudos dose-resposta
entre dador e receptor não familiares e/ou não totalmente
HLA-compatíveis continuam por desenvolver.

O papel do interferão alfa na resposta à imnunotera
pia com leucócitos de dador

O interferão alfa é um modelador de resposta biológi

ca com actividade anti-proliferativa que tem a capaci
dade de induzir remissão completa hematológica e cito-
genética em, respectivamente, 50 e 30% dos doentes
em recaída de LMC após um transplante alogénico de
medula óssea7 O interferão alfa atrasa também a pro
gressão da recaída citogenética para recaída hematoló
gica nestes doentes. Embora alguns estudos sugiram
que o interferão alfa não influencia a taxa de remissão
completa ou a incidência de DECH após a imunoterapia
com leucócitos de dador, estes dados devem ser inter
pretados com alguma prudência, dado que, na maioria
dos casos, foram administradas doses elevadas de
leucócitos de dador, que em si mesmas induzem remis
são completa e DECH na generalidade dos
doentes17~18. Além disso, alguns doentes entraram em
remissão completa unicamente após a administração de
interferão alfa por não terem respondido à infusão de
leucócitos, o que sugere que, de alguma forma, o inter
ferão alfa possa potenciar o efeito aio-reactivo do en
xerto e das infusões de leucócitos, não se limitando a
sua acção a um simples efeito anti-proliferativo
leucémico (observação pessoal). Assim, podemos dizer
que o papel do interferão alfa na imunoterapia após a
transplantação alogénica de medula óssea continua, em
boa parte, por desvendar.

UTILIZAÇÃO DE LEUCÓCITOS DE DADOR NA
RECAÍDA DE OUTRAS DOENÇAS HEMATO-ON
COLÓGICAS QUE NÃO A LEUCEMIA MIELÓI
DE CRÓNICA

A maioria dos doentes tratados com leucócitos de
dador no período pós-transplante tinham recaída de
LMC. A cinética do clone oncológico assim o permite,
dado que a maioria dos doentes recai em fase crónica da
doença. As respostas em doentes com recaída de
leucemias agudas têm sido ocasionais e, em regra geral,
pouco duradouras.

Muitos dos doentes com leucemias agudas receberam
alguma forma de quimioterapia citotóxica, dado que a
agressividade da doença assim o exigia. Aparentemente,
os doentes com LMA respondem mais favoravelmente
do que aqueles com leucemia linfoblástica aguda.
Enquanto que a imunoterapia de doentes em recaída
hematológica é capaz de induzir remissão em menos de
20% dos doentes, mais de metade daqueles em que é
induzida remissão completa com a quimioterapia sobre
vivem pelo menos dois anos após a infusão de leucócitos
de dador7. Nestes casos podemos especular que a re
dução da massa tumoral com os fármacos citotóxicos é
essencial para que a imunoterapia celular desenvolva o
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seu efeito aio-reactivo e/ou específico dirigido contra
células leucémicas residuais.

PREVENÇÃO DA DOENÇA A CITOMEGALO
VÍRUS COM A INFUSÃO DE LINFÓCITOS T
ESPECÍFICOS

A infecção pelo CMV é uma das principais causas de
pneumonia intersticial fatal no doente submetido a um
transplante alogénico de medula óssea. Em Portugal este
problema é relevante se considerarmos que a maioria da
população adulta já teve contacto com o vírus. A única
forma de evitar com segurança a possível reactivação do
CMV tem sido a transfusão de produtos de sangue
CMV-, se ambos dador e receptor não apresentam evi
dência de infecção anterior pelo vírus.

Como profilaxia da infecção pelo CMV, Riddeil et ai
geraram clones de linfócitos T citotóxicos CD8+ de
dador específicos para o CMV, através da incubação de
linfócitos do sangue periférico com fibrobiastos autólo
gos infectados por este vírus, que depois foram estimula
dos in vitro com anticorpo monoclonal anti-CD3 (após o
isolamento do clone) para rápida expansão das células
específicas e subsequente administração aos doentes no
período precoce pós-transplante8. Estes investigadores
demonstraram que as infusões de células específicas para
o CMV restauraram nos doentes a imunidade específica
contra o vírus, não tendo sido registado qualquer caso de
infecção por este vírus ou de DECH8. Esta é, sem dúvi
da, uma das mais elegantes utilizações de leucócitos de
dador após um transplante alogénico de medula óssea,
permitindo a profilaxia específica de uma complicação
infecciosa grave pós-transplante.

IMUNOTERAPIA CELULAR DE DOENÇAS LIN
FOPROLIFERATIVA INDUZIDAS PELO VÍRUS
DE EPSTEIN-BARR

Características das doenças linfoprohferativas EB V’~
pós-transplante

As doenças linfoproliferativas induzidas pelo EBV são
uma complicação pouco frequente em doentes submeti
dos a transplante alogénico de medula óssea ou de órgãos
sólidos3, O denominador comum necessário à emergên
cia destas doenças linfoproliferativas após um trans
plante alogénico parece ser o compromisso grave da
imunidade celular. Assim, na ausência de células T, os
linfócitos B imortalizados pelo EBV proliferam de forma
não controlada. No início, esta linfoproliferação tende a
ser policlonal e muitas células B imortalizadas pelo EBV

multiplicam-se; mais tarde, são seleccionadas células
com maior capacidade proliferativa, adquirindo então
características oligoclonais. Nesta fase, com a persistên
cia ou agravamento da imunossupressão grave, um clone
celular imortalizado pelo EBV pode adquirir uma
capacidade proliferativa invulgar e sobrepor-se aos
demais, passando a existir critérios de monoclonalidade.
Do exposto, entende-se que é o estado de imunodefi
ciência associado a um transplante alogénico e não o
transplante propriamente dito que condiciona a emergên
cia das doenças linfoproliferativas EBVh

A incidência de doenças linfoproliferativas induzidas
pelo EBV em doentes submetidos a transplante alogéni
co de medula óssea é globalmente baixa. De facto, uni
camente 8 dos 506 (1,6%) doentes transplantados na
Universidade de Minnesota, e 15 dos 2475 (0.6%)
doentes transplantados em Seattle, desenvolveram esta
complicação23’24. Na primeira série. 6 dos 25 (24%)
receptores de transplantes não totalmente compatíveis
com depleção de células T e 1 dos 10 (10%) receptores
de transplante convencional de medula óssea de dador
compatível não familiar desenvolveram linfomas EBV+,
em contraste com 1 de 424 (0,2%) receptores de trans
plantes convencionais HLA-compatíveis23. Em Seattle.
4 dos 24 (16.7%) doentes tratados com OKT3 para trata
mento de DECH aguda grave e 2 dos 64 (3,1%) dos
receptores de transplantes com depleção de células T sur
giram com linfomas EBV+24. O aparecimento de DECH
aguda, em particular no contexto de transplantes não
compatíveis, parece constituir um factor de risco para a
emergência de doença linfoproliferativa pós-transplante,
dado que 3 dos 232 doentes com DECH grave tratados
em Seattle desenvolveram esta complicação.

O risco de doença linfoproliferativa EBV+ parece ser
máximo em receptores de transplantes em que a
depleção de células T seja realizada por anticorpos mo
nocionais que medeiem uma inibição específica das
células T, o que condiciona uma incidência de linforna
EBV+ entre os li e os 25%~. Em contraste, nos enxertos

em que se procede simultaneamente à depleção de lin
fócitos B e T, tal como com a utilização de aglutininas de
soja seguida de glóbulos vermelhos de carneiro, de anti
corpo Campath-l, ou de elutriação, a incidência desta
complicação é baixa (<2%), mesmo apesar da redução
significativa no número de células CD3+ infundidas3.
Este facto deve-se, provavelmente, a serem também
removidos 2 a 3 1og10 de linfócitos B, que contêm célu
las imortalizadas pelo EBV+.

Do ponto de vista clínico, estes processos linfoprolife
rativos surgem quase sempre nos primeiros 7 meses após
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o transplante e a larga maioria dos doentes apresenta

febre e linfadenopatias, frequentemente com localização
cervical, verificando-se em cerca de metade dos casos
infiltração hepática e espIénica3~25. Em seguida, pulmão,
rins e aparelho gastro-intestinal são os locais mais fre
quentemente envolvidos. Embora a quase totalidade dos
linfomas identificados em doentes submetidos a trans
plante alogénico de medula óssea tenham origem nas
células B do dador, existem alguns casos descritos com
origem em linfócitos B do doente, que têm surgido mais
de 1 ano após o transplante3. Invariavelmente, estas
doenças linfoproliferativas EBV+ apresentam-se como
linfomas de alto grau de malignidade e são monoclonais
em mais de 60% dos casos por análise do rearranjo dos
genes de imunoglobulina humana e/ou das sequências
terminais epissómicas do DNÀ viral3~26’27. À seme
lhança da generalidade das doenças linfoproliferativas
que surgem em receptores de órgãos sólidos, os linfomas
que se desenvolvem em doentes transplantados de medu
la óssea exprimem a maioria dos antigénios de infecção
latente conhecidos do EBV26~27. Estes processos linfo
proliferativos são quase invariavelmente refractários à
terapêutica convencional, nomeadamente à radioterapia
e/ou quimioterapia. Dos 23 doentes descritos por Shapiro
et ai e por Zutter et ai, 20 (87%) faleceram devido a esta
complicação23’24, o que ilustra bem a sua agressividade.

Imunoterapia celular de doenças linfoproliferativas
EBV+ após transplante de células estaminais

Em 1994, Papadopoulos et ai descreveram pela
primeira vez em 5 doentes o efeito terapêutico da infusão
de células mononucleadas colhidas do sangue periférico
do dador como forma de tratamento de doenças linfo
proliferativas induzidas pelo EBV, com origem em célu
las B do dador, que surgiram precocemente no período
pós-transplante no respectivo receptor de medula óssea4.
Até Julho de 1998, um total de 23 doentes foram trata
dos28. Todos receberam enxertos com depleção de célu
las T através da utilização sequencial de aglutininas de
soja e glóbulos vermelhos de carneiro. A quase totalidade
dos doentes foram tratados com irradiação corporal total,
tiotepa e ciclofosfamida, tendo também recebido ATG e
metilprednisolona para prevenção de rejeição do enxerto
no período pós-transplante28.

Todos os doentes apresentaram febre e adenopatias,
mais frequentemente no território cervical, e em quase
75% dos casos existiam também manifestações extra
ganglionares, com envolvimento relativamente frequente
dos pulmões, rins e aparelho gastro-intestinal. Em todos
os casos foi documentada a existência de uma linfopro

iiferação com características de linfoma de grandes célu
las B de alto grau de malignidade com morfologia
imunoblástica. A presença do EBV foi documentada por
sotithern blot e/ou PCR nos 23 casos.. A análise do rear
ranjo dos genes da imunoglobulina humana e/ou das ter
minações do DNA do EBV revelaram a existência de
lesões monoclonais em 14 dos 16 casos analisados, e
estudos de quimerismo confirmaram que estes processos
tinham origem nas células B do dador nos II casos tes
tados28.

Todos os doentes foram tratados com células mononu
cleadas do sangue periférico do respectivo dador, con
tendo uma dose de células CD3+ aproximada de 1 x 106
por kilograma de peso do receptor, o que corresponde a
um número de linfócitos T cerca de lO vezes superior à
dose necessária para a indução de DECH na altura do
transplante em doentes submetidos a um transplante
com depleção de células T de dador familiar HLA
compatível, mas aproximadamente lO vezes menor do
que o número de células administradas num transplante
convencional de medula óssea329. As infusões de
leucócitos foram bem toleradas, tendo-se verificado
regressão completa do linfoma em 20 dos 22 doentes
avaliáveis para resposta, com resolução dos sintomas e
sinais no primeiro mês após a imunoterapia com os
leucócitos. Nalguns casos com doença mais extensa e
envolvimento extra-ganglionar significativo, a resposta
completa foi documentada unicamente durante o segun
do mês após o tratamento. Globalmente, as infusões de
leucócitos foram complicadas em 3 casos com DECH
aguda (1 Grau 1 e 2 Grau II) e em 9 casos por DECH
crónica (5 extensa e 4 limitada). Dos 22 doentes tratados,
13 encontram-se vivos 3 a 42 meses após a infusão de
leucócitos, sem recorrência do mesmo. A causa de morte
mais frequente neste grupo de doentes foi a recaída da
sua doença hematológica primária.

Enquanto inovador, este fenómeno terapêutico carecia
de explicações biológicas satisfatórias, dado que se
desconhecia qual o efeito da administração de células
mononucleadas do sangue periférico de dador ao recep
tor de um transplante alogénico de medula óssea e, em
particular, qual as células efectoras que mediaram a
regressão de doença extensa.

Avaliação da função imuiiológica após a infusão de
leucócitos de dador

O trabalho de Small et al tentou de certa forma respon
der a algumas destas questões, ao examinar o imuno
fenótipo do sangue periférico e a função imune dos
doentes transplantados em períodos fixos após o trans-
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plante30. Nestes estudos, verificou-se que doentes trata
dos cem leucócitos do rcspecti~ o dador de medula óssea.
corno profilaxia ou tratamento de linfoma EBV+ ou
corno tratamento de recaída de LMC após o transplante,
tinham urna recuperação das contagens de células CD3+.
em particular daquelas com imunofenótipo CD4, mais
acelerada, que se iniciava cerca de 2 a 3 semanas após o
transplante. Do mesmo modo, as células T destes doentes
apresentavam respostas proliferativas a mitogénios, a
anticorpo monoclonal anti-CD3 e a supei-antigénios.
bem como urna produção de IL-2 em cultura, significati
varnente superiores àquelas obtidas com linfócitos T de
doentes não tratados com imunoterapia celular30. A
diferente reconstituição imiinológica é particularmente
notória nos primeiros 6 a 9 meses após o transplante.
período após o qual se verifica uma recuperação pro
gressiva e aceitável da função imune, mesmo em recep
tores de transplantes de dador não familiar com depleção
de células T. Assim, estes tesultados demonstram que a
infusão de leucócitos de dador ao respectivo receptor de
medula óssea acelera a sua recuperação irnunológica.
sendo de esperar que o risco de complicações decor
rentes da irnunossupressão diminua nestes doentes.

Lucas et ai investigaram a frequência de precursores
de linfócitos T específicos para o EBV em doentes sub
metidos a transplante alogénico de medula óssea com e
sem depleção de células T. e verificaram que urna per
centagem significativa de doentes, inclusive receptores
de transplantes convencionais de medula óssea. exibiam
frequências muito baixas de precursores destas células
nos primeiros 3 a 6 meses após o transplante. Este perío
do corresponde. como se viu, àquele de maior risco para
o desenvolvimento de doença linfoproliferativa induzida
pelo EBV31. No entanto, estes investigadores demon
straram também que a maioria dos doentes readquiria
frequências destas células efectoras idênticas às obser
vadas em indivíduos seropositi vos para o vírus depois do
sétimo mês após o transplante, altura em que o risco para
a emergência desta complicação é já pequeno.

Em conjunto. estes resultados sugerem que o linfócito
T específico para o EBV é a célula efectora das regres
sões linfornatosas observadas em receptores de trans
plante alogénico de medula óssea. No entanto, o conhe
cimento do verdadeiro papel desempenhado por estas
células. a sua caracterização imunofenotípica e citotóxi
ca, bem como a contribuição de outras possíveis células
efectoras nas regressões turnorais observadas, estavam
largamente por desvendar. Em particular. a cinética.
especificidade, necessidade ou não de entrar em contac
to com as células infectadas, bem como os mecanismos

de acção lo vivo das células efectoras permaneciam total
mente desconhecidos.

Modelos animais para o desenvolvimento e imnuno

terapia de doenças linfoprolzj’eraüvas humnamias EBV+
Com o ohjecti~o de esclarecei estes pontos. estabele

cemos modelos animais no ratinho scid para o desen
volvimento de doenças linfoprol iferativas humanas
induzidas pelo EBV. Neste modelo demonstrámos que
estes processos linfoproliferativos que se desenvolvem
no ratinho scid xenotransplantado com a inoculação de
linhas celulares humanas imortalizadas pelo EBV têm
características clínicas, morfológicas. imunofenotípicas
e moleculares idênticas àquelas que se desenvolvem em
doentes submetidos a um transplante alogénico de medu
la óssea32-33. Estudos de south~rn blot confirmaram a
monoclonalidade das lesões eni mais de 20 animais tes
tados.

Ao contrário do modelo humano, a administração de
células mononucleadas do sangue periférico, activadas
ou não com IL-2, ou de linfócitos T purificados, activa
dos ou não com anticorpo monoclonal anti-CD3, a rati
nhos .scid portadores de doença linfoproliferativa
humana autóloga induzida pelo EBV não tem qualquer
efeito terapêutico para um E/E milo iii vivo de 1 1. Estes

resultados sugerem que a frequência de precursores
específicos para o EBV deve ser maior na população
celular efectora para induzii um resposta terapêutica no
modelo animal~4-35. De facto, a administração de linfá
citos T específicos para o EBV. estimulados ia l’itiv com
a linha celular autóloga imortalizada pelo EBV, admi
nistrados por via iniraperitoneal ou intravenosa a rati
nhos scid portadores de doença linfoproliferativa
humana induzida pelo EBV autóloga, mas não alogénica.
para um E/E milo ia vivo de 1: 1, resulta num prolonga
mento de sobrevida estatisticamente significativo em
comparação com os respectivos grupos de conttolo34-36.

Experiências subsequentes demonstraram que os lin
fócitos T específicos para o EBV têm a capacidade de
infiltrar selectivamente os tumores EBV+ autólogos em
ratinhos s 14 poitadores de dois tumores EBV ~ suhcut~
neos. o autólogo e o segundo totalmente díspar ou
haplo-idéntico em relação ao autólogo35. Este padrão de
migração pieferencial verifica-se desde as primeiras 24
horas após a infusão das células efectoras nos animais.

Estudos finais viriam a demonsti-ar que a adminis
tração intraperitoneal de linfócitos T específicos para o
EBV purificados CD4~, com cilotoxicidade restringida
por antigérnos HLA de classe II. ou CD8+. com activi
dade citotóxica restringida por antigénios HLA de classe
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1, a ratinhos scid portadores de doença linfoproliferati
va humana induzida pelo EBV autóloga intraperi
toneal, para um E/T ratio iii vivo de 0,2: 1. resulta num
prolongamento de sobrevida estatisticamente signi
ficativo comparável àquele obtido com a adminis
tração de linfócitos T específicos para o EBV não sepa
rados37.

Em conjunto, os nossos estudos nos modelos animais
desenvolvidos identificam e caracterizam a actividade ia

i’itiv e ia vivo das células efectoras responsáveis pelas
regressões terapêuticas verificadas nos receptores de
transplante alogénico de medula óssea.

IMUNOTERAPIA COM LEUCÓCITOS DE DA-
DOR TRANSFECTADOS

O principal risco decorrente da infusão de receptores
de transplantes alogénicos de medula óssea com células
mononucleadas do sangue periférico do respectivo
dador é o desenvolvimento de DECH grave. Conforme
foi demonstrado por estudos recentes de imunoterapia
celular, este risco é relativamente pequeno com a
administração de uma dose controlada de leucócitos
após um transplante alogénico de medula óssea de um
dador familiar HLA-compatível3~17. No entanto, é
necessário não esquecer que uma percentagem signi
ficativa dos doentes com doença linfoproliferativa pós-
transplante receberam um enxerto de um dador não
totalmente compatível e/ou não familiar, existindo,
neste contexto, um risco acrescido de DECH. De facto,
Heslop et ai descreveram um caso de um receptor de
um transplante familiar com disparidade em dois
antigénios HLA que desenvolveu DECH de grau IV
após infusão de leucócitos de dador para tratamento de
um linfoma EBV+ que surgiu 8 meses após o trans
plante.38 Para circundar o obstáculo da DECH, duas
estratégias foram desenvolvidas até à data, ambas uti
lizando vectores retrovirais, no intuito de enriquecer a
frequência de células específicas para o EBV e remover
células aio-reactivas.

O primeiro método, envolveu a utilização de linfócitos
T específicos para o EBV do dador. gerados ia i’itro

durante algumas semanas e transfectados subsequente-
mente com um retrovírus incompetente portador do gene
da resistência à neomicina (neo®)39. Em seguida, estas
células foram administradas aos receptores de trans
plante alogénico de medula óssea, na dose aproximada
de 1 a 10 x l0~ células CD3~ por metro quadrado de
superfície corporal com intuito terapêutico em 3 casos e
profiláctico em todos os outros. Nos doentes com doença
linfoproliferativa verificou-se uma resolução rápida dos

sintomas nas primeiras duas semanas após o transplante.
obtendo-se resolução completa do quadro clínico quatro
semanas após a infusão. Dado que na população das
células infundidas 1 a 5% estavam eficazmente transfec
tadas, foi possível detectar a presença destas células
efectoras no sangue dos doentes tratados mais de 12
meses após a sua infusão. Estes resultados confirmam no
homem muitas das observações por nós descritas no ra
tinho xenotransplantado. em particular a sobrevivência
prolongada ia vivo das células efectoras. Uma obser
vação relevante deste estudo foi a de que estas infusões
não se acompanharam de DECH, mesmo em receptores
de transplantes de dador não compatível e/ou não fami
liar39.

A segunda estratégia utilizada até à data para reduzir o
risco desta complicação também envolveu o desenvolvi
mento de linfócitos T específicos para o EBV. mas por
uma outra metodologia. Nestes estudos, o grupo de
Milão transfectou células reactivas contra o EBV,
durante os primeiros dias de cultura com a linha celular
autóloga imortalizada pelo EBV, com um retrovírus
incompetente que codificava simultaneamente uni recep
tor mutante para o factor de crescimento neuronal
(NGFR - nerve growth actor receptor), o que permite a
sua detecção e selecção com um anticorpo monoclonai, e
o gene de cinase da timidina do herpesvírus, que torna
estas células sensíveis ao ganciclovir2240. Devido à pre

sença deste receptor mutante na sua superfície, foi pos
sível isolar estas células por irnuno-adsorção e admi
nistrá-las a 2 doentes submetidos a um transplante
alogénico de medula óssea que tinham desenvolvido
doença linfoproliferativa induzida pelo EBV no período
pós-transplante. Tal como nos estudos até agora
descritos, verificou-se uma resolução completa das ma
nifestações clínicas após a infusão dos linfócitos.
Curiosamente, 2 semanas após a infusão, aproximada
mente 13% dos leucócitos do doente eram células CD3+,
predominante, mas não exclusivamente, CD8+ e
NGFR+, o que revela uma proliferação significativa das

células infundidas. Ao contrário do estudo de Rooney et
ai, estas células tinham sido geradas em culturas a curto
prazo e continham uma percentagem apreciável de célu
las alo-reactivas. De facto, uni dos doentes desenvolveu
DECH aguda que regrediu com a administração de gan
ciclovir. Estes dois modelos descrevem já urna pro
gressão em relação ao modelo descrito nos nossos estu
dos clínicos,3 e utilizam muitos dos princípios por nós
desenvolvidos no ratinho .çcid3437. Este último método
foi também empregue em alguns doentes com recaídas
pós-transplante de LMC e de leucemias agudas.4°
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