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RESUMO

A imunoterapia do receptor de transplante alogénico de células estaminais com células
mononucleadas colhidas do sangue periférico do respectivo dador conheceu um impulso signi-
ficativo nos dltimos anos. principalmente no tratamento da recaida da doenca hematoldgica
primdria e na prevengiio e terapéutica de algumas complicacdes virais pds-transplante. Os
doentes em que esta técnica foi utilizada tinham recaida de leucemia mieldide crénica, tendo
sido re-induzida remissdo completa na maioria dos casos. As principais complicagdes desta tera-
péutica sdo o desenvolvimento de doenga do enxerto contra o hospedeiro e a aplasia medular.
Para limitar o aparecimento da primeira foram, até i data, desenvolvidas trés estratégias: a
infusiio de doses crescentes de leucécitos de dador, a deplegdo de células CD8* e a infusdo de
células portadoras do gene de cinase da timidina, que as torna sensiveis ao ganciclovir. As duas
principais complicagbes infecciosas pés-transplante tratadas com leucéeitos de dador sio as
doengas linfoproliferativas induzidas pelo virus de Epstein-Barr e a infeccdo pelo cito-
megalovirus. Na primeira, que surge com maior frequéncia em receptores de transplantes néo
familiares e/ou nao compativeis com deplegio de células T, foram utilizadas com sucesso tanto
leucdeitos ndo separados do sangue periférico como linfécitos T especificos para o virus de
Epstein-Barr. Na prevencdo da infecgdo a citomegalovirus, a infusdo de clones de linfécitos T
especificos para o virus restaurou a imunidade especifica para o virus e impediu a sua reacti-
vagiio no periodo pos-transplante.

S MM AT R N R e e
Infusion of Donor Leukocytes after Allogenic Stem Cell Transplantation

Adoptive cellular immunotherapy with donor leukocytes of patients submitted to allogenic
stem cell 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-transplant 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 Gssea (TMO) é a te-
rapéutica de escolha em sindromes de imunodeficiéncia
de transmissiio hereditdria, na aplasia medular e em algu-
mas doencas hemato-oncoldgicas, em que se incluem a
leucemia mieldide crénica (LMC) e vérios subtipos de
leucemia mielobldstica aguda (LMA). O sucesso final
desta técnica terapéutica € determinado por viérios fac-
tores. Depende, em primeiro lugar, da morbilidade e mor-
talidade associadas ao procedimento e, em segundo, da
taxa de recaida pés-transplante. Enquanto que a toxicidade
e complicacdes decorrentes da TMO alogénica estdo em
parte associadas ao desenvolvimento de doenga do enxer-
to contra o hospedeiro (DECH), a taxa de recaida pds-
transplante depende de vdrios factores, em que se incluem
a terapéutica inicial da doenga oncolégica, o regime de
condicionamento utilizado e, talvez com maior relevincia
do que os precedentes, o estabelecimento de uma reacgio
imunoldgica eficaz dirigida contra as células oncoldgicas,
denominada de reaccdo do enxerto contra a doenga!.

E bem conhecido que os receptores de TMO com depleciio
de células T t8m ndo s6 uma incidéncia baixa de DECH,
como também um aumento da taxa de recaida pos-trans-
plante, o que sugere que as células T sdo mediadoras de am-
bos os fenémenos.? Por outro lado, sabe-se que os doentes
que recebem transplantes com deplegiio de células T ndo
totalmente compativeis e/ou de dador ndo familiar apresen-
tam uma reconstituiciio imunoldgica mais tardia e, por vezes,
incompleta, em comparagdo com os receptores de trans-
plantes convencionais de células estaminais hematopoié-
ticas3. Assim, niio surpreende que alguns destes individuos
venham a desenvolver complicages infecciosas pds-trans-
plante raramente observadas em receptores de TMO alogéni-
co convencional, tal como o desenvolvimento de doengas lin-
foproliferativas associadas ao virus de Epstein-Barr (EBV)*.

Recentemente, a imunoterapia celular do receptor de
TMO com células mononucleadas do sangue periférico
do respectivo dador de medula Gssea conheceu grande
impulso, fundamentalmente em dois campos bem
definidos: o tratamento de recaida pés-transplante da
doenga hematoldgica primdria e a profilaxia ou terapéu-
tica de fendmenos associados a infecgdes virais que
emergem no periodo pds-transplante, tais como a doenga
a citomegalovirus (CMV) e as doengas linfoproliferati-
vas associadas ao EBV3-8,

UTILIZACAO DE LEUCOCITOS DE DADOR NA
RECAIDA DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA
Resposta clinica
Em 1990, Kolb et al descreveram a indugéio de remis-
sio completa hematoldgica e citogenética em trés
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doentes com LMC em recaida apds um transplante con-
vencional de medula 6ssea com a administragio de
leucécitos colhidos do sangue periférico do respectivo
dador de medula 6ssea®. Estes doentes foram tratados
também com interferdo alfa, tendo-se verificado, durante
o processo de transi¢do da hematopoiese de receptor para
a de dador, pancitopénia transitéria nos tu€s doentes e
DECH em dois casos®.

Estes resultados foram posteriormente confirma-
dos por outros investigadores®-'4. Globalmente, estes
estudos iniciais avaliaram cerca de meia centena de
doentes, a maioria dos quais em fase crénica da doenga,
que receberam uma dose celular entre 0.34 e 12.3 x108
células por kilograma de peso, com indugdio de remissao
completa em cerca de 75% dos casos. Estes resultados
viriam a ser corroborados por duas grandes séries, uma
europeia e a outra americana!3-16. O nimero mononu-
cleadas de células infundidas tem variado de estudo para
estudo. Na maioria dos centros em que se trataram
doentes com LMC em recaida pés-transplante adminis-
trou-se o total das células colhidas por leucaferese, tendo
os doentes recebido uma dose celular considerdvel’, a
que ndo serd alheia a elevada taxa de DECH associada.
Numa tentativa separar o efeito enxerto versus leucemia
da DECH, Mackinnon et al infundiram doses crescentes
de leucécitos a doentes com LMC em recaida apds trans-
plante alogénico de medula 6ssea com deplecio de célu-
las T, tendo identificado a dose de 1 x 107 células T por
kilograma de peso do receptor como a dose celular mini-
ma capaz de induzir remissdo completa na auséncia de
DECH!7.18,

A taxa de respostas 2 infusdo de leucdcitos depende da
agressividade da recaida, sendo mdxima em doentes com
recaida molecular ou citogenética da doenga, em que se
aproxima dos 90%, intermédia nos doentes com recaida
em fase crénica (70-80%), e menor nos doentes com
recaidas bldsticas de LMC, em que unicamente 20 a 25%
dos casos respondem 2 terapéutical3. Todos estes estudos
sugerem que as respostas obtidas sio duréveis, sendo, no
estudo europeu, a probabilidade de sobrevida aos cinco
anos de 55% para os doentes em recafda hematolégica e
de 79% para aqueles com recaida citogenética de
LMC!5, Muitas das segundas recaidas em fase crénica
tém respondido a re-infusdes de leucéeitos de dador (H.
Kolb, comunicacio pessoal).

O tempo mediano descrito para a indugfio de resposta
citogenética completa apés a infusdo de leucécitos de
dador é de cerca de 13 semanas (4-34 semanas)?-9-14,
Com a utilizacdo de doses celulares menores, o tempo
mediano de resposta foi de 14 semanas (4-19 semana), o
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que sugere ndo existir uma correlagiio entre a dose celu-
lar administrada e o tempo de resposta & terapéutical’. Ja
o tempo para a remissdo molecular de doenga pode ser
mais longo e chegar mesmo a um ano, alids & semelhanga
do que se verifica com o status molecular apds a trans-
plantagdo convencional de medula dsseal®.

Toxicidade da infusdo de linfocitos

Na maioria dos estudos em que foram administradas
doses celulares elevadas de células mononucleadas do
sangue periférico de dador verificou-se uma toxicidade
considerdvel, que se manifestou essencialmente por dois
tipos de complicagdes, a DECH e a aplasia medular.
Estas manifestag@es clinicas ocorreram em 50 a 90% dos
casos e contribuiram de forma significativa para a eleva-
da mortalidade associada a este procedimento, atingindo
nalgumas séries os 20%9-9-16,

A DECH observada nestes doentes parece ser mediada
pelo elevado niimero de células T alo-reactivas no pro-
duto de leucaferese infundido. Os doentes podem apre-
sentar manifestagdes clinicas de DECH aguda ou créni-
ca. Na série europeia, 16% dos doentes desenvolveram
DECH aguda de grau I, 25% de grau Il e 14% de grau 111
ou IV. Uma das manifestagdes clinicas mais frequentes
da DECH crénica neste contexto é o envolvimento da
mucosa da cavidade oral (observagio pessoal).

Ap6s a imunoterapia celular com leucécitos de dador,
mais de 50 a 60% dos doentes podem desenvolver um
quadro clinico de pancitopénia secundério a um periodo
de aplasia medular, provavelmente devido a baixa reser-
va de células do dador no doente com recaida hema-
tolégica da sua doenca primdria’-15.16, Por vezes, estes
doentes necessitam de receber novo enxerto de células
estaminais para reverter este fenémeno’-13-16,

Prevencdo da DECH apds a infusdo de leucdcitos

Até agora, foram utilizados trés métodos para limitar a
emergéncia de DECH na sequéncia das infusdes de
leucéeitos de dador apés a transplantagdo alogénica de
células estaminais. A primeira destas estratégias corres-
pondeu a infusfio de doses crescentes de leucdcitos,
numa tentativa de identificar o menor nimero de leucd-
citos capaz de induzir remissio de doenga na auséncia de
DECH!7. Neste estudo, os doentes receberam inicial-
mente células mononucleadas do sangue periférico de
dador contendo 1 x 105 células T por kilograma de peso,
sendo infundidas doses celulares crescentes em meio
log,q de células T por kilograma todas as 4 a 8 semanas
na auséncia de resposta, até & dose maxima de 5 x 108
células T por kilograma. Nesta série, 19 dos 22 doentes
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tratados obtiveram remissdo completa, apds a infusdo
das seguintes doses de células T por kilograma de peso:
1 x 107 (n=8), 5 x 107 (n=4), 1 x 108 (n=3)e 5 x 108
(n=4). Dos 17 doentes avalidveis, 15 entraram em remis-
sdo molecular ao testaram negativo para a proteina de
fusiio ber-abl por RT-PCR. Dos 8 doentes que respon-
deram 2 dose celular de 1 x 107 células T por kilograma
de peso, unicamente um deles desenvolveu DECH
(hepatica). Documentou-se DECH em 8 dos 11 doentes
tratados com doses de células T superiores a 5 x 107 por
kilograma. A manifestagiio clinica mais frequente de
DECH crénica foi o envolvimento limitado da cavidade
oral sob a forma de liqguen planus, o que aconteceu em 6
de 9 doentes. Neste contexto imunoldgico e de tolerdncia
pés-transplante, i.e. em transplantes alogénicos com
deplegdo de células T, doses celulares contendo 5 x 107
ou mais células T por kilograma de peso do receptor
induziram DECH na maioria dos doentes, enquanto que
a dose celular de 1 x 107 células T por kilograma de peso
do receptor induziu remissdo completa de doenga pouco
agressiva na auséncia de DECH!7.

A segunda metodologia utilizada para limitar a
emergéncia de DECH correspondeu a deplecéo de células
CD8* do produto de leucaferese20-2!, dado que a infusdo
de um produto com predominio de células CD4" poderia
exercer um efeito anti-leucémico sem induzir DECH. No
estudo de Giralt et al, foram tratados 10 doentes (1 em
recaida citogenética, 4 em fase crénica, 2 em fase acelera-
da e 3 em fase bldstica) com uma dose mediana de célu-
las CD4% de 4.35 x 107 por kilograma de peso, contendo
uma mediana de 5 x 105 células CD8 por kilograma de
pesozo. Dos 10 doentes tratados, 6 entraram em remissao
completa, em 50% dos casos sem DECH. No segundo
estudo de deplegiio de células CD8+, foram tratados 19
doentes com recaida de LMC (6 em recaida citogenética,
7 em fase crénica e 6 em fase avangada) com trés doses
de células CD4™ por kilograma de peso: 3 x 107 (n=13),
10 x 107 (n=2), 15 x 107 (n=4)2!. Dos 13 doentes com
recaida citogenética ou hematolégica de doenga, 11
obtiveram remissdo completa (6 dos 8 tratados com 3 x
107 e 5 dos 5 tratados com doses celulares mais ele-
vadas). Dos 6 doentes tratados com um nimero de célu-
las CD4% igual ou maior a 10 x 107 células por kilogra-
ma de peso, 4 desenvolveram DECH, o que sugere que
esta complicagdo pode também ter correlagdo com o
nimero de células CD4™ infundidas.

O terceiro método utilizado para limitar a emergéncia
de DECH foi desenvolvido pelo grupo de Mildo e
baseia-se na transfecgio de linfécitos T do dador com um
retrovirus incompetente portador do gene da cinase da
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timidina, o que torna estas células sensiveis ao ganci-
clovir?2, como se descrevera mais a frente.

Estudos de Quimerismo

A maioria dos doentes que entram em remissdo ndo tém
transcritos de RNA do gene quimérico ber/abl detectiveis
por RT-PCR, o que ilustra bem a qualidade das remissoes
induzidas pela imunoterapia celular com leucécitos de
dador apds a transplantagio alogénica de células estami-
nais!?. Esta perda de evidéncia molecular de doenca
acompanha-se, ainda que detectada por técnicas de PCR
de menor sensibilidade, da reversio do estado de quimera
total de receptor ou mista para uma quimera total de
dador!?. De facto, a andlise da identidade dos linfécitos T,
que ndo pertencem ao clone neopldsico, antes e depois da
imunoterapia celular com leucécitos de dador, permite
avaliar a evolugio do quimerismo no decurso da resposta
a terapéutica. Invariavelmente, quando se detecta panci-
topénia e aplasia medular transitéria algumas semanas
apos a infusdo de leucdcitos (mais frequente em doentes
em recaida hematolégica de LMC), que parece corres-
ponder a supressdo da hematopoiese do receptor, docu-
menta-se concomitantemente a transi¢io para um
quimerismo total de dador nos linfécitos T purificados
(observagdo pessoal)!”. Estes dados sugerem que o resul-
tado terapéutico da infusdo de leucécitos de dador pode
resultar mais de um efeito alo-reactivo do que de uma
resposta especifica anti-leucémica.

Imunoterapia de receptores de TMO ndo familiares
e/ou ndo HLA-compativeis

Os receptores de transplantes nio familiares também
respondem & infusdo de leucécitos de dador!4:17.20,
Embora tenham sido tratados relativamente poucos
doentes nestas circunstancias, estudos preliminares suge-
rem que a incidéncia de DECH possa ser mais elevada!8.
Entre pares de dador/receptor ndo familiares e/ou nio
totalmente compativeis, frequentemente,
divergéncias moleculares em antigénios polimoérficos
idénticos pela tipagem seroldgica convencional, o que
condiciona probabilidade de DECH.
Provavelmente, a dose celular a utilizar neste contexto
imunoldgico serd menor do que a utilizada entre familiares
HLA compatfveis.3 No entanto, estudos dose-resposta
entre dador e receptor ndo familiares e/ou ndo totalmente
HLA-compativeis continuam por desenvolver.

existem,

uma maior

O papel do interferdo alfa na resposta a imunotera-
pia com leucdcitos de dador
O interferdo alfa ¢ um modelador de resposta biolégi-
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ca com actividade anti-proliferativa que tem a capaci-
dade de induzir remissdo completa hematolégica e cito-
genética em, respectivamente, 50 e 30% dos doentes
em recaida de LMC apds um transplante alogénico de
medula 6ssea’- O interferiio alfa atrasa também a pro-
gressdo da recaida citogenética para recaida hematolé-
gica nestes doentes. Embora alguns estudos sugiram
que o interferdo alfa ndo influencia a taxa de remissio
completa ou a incidéncia de DECH apés a imunoterapia
com leucécitos de dador, estes dados devem ser inter-
pretados com alguma prudéncia, dado que, na maioria
dos casos, foram administradas doses elevadas de
leucécitos de dador, que em si mesmas induzem remis-
sdo completa e DECH generalidade dos
doentes!7-18, Além disso, alguns doentes entraram em
remissdo completa unicamente apds a administracio de
interferdo alfa por ndo terem respondido a infusdo de
leucécitos, o que sugere que, de alguma forma, o inter-
ferdo alfa possa potenciar o efeito alo-reactivo do en-
xerto e das infusdes de leucdcitos, ndo se limitando a
sua acg¢do a um simples efeito anti-proliferativo
leucémico (observagio pessoal). Assim, podemos dizer
que o papel do interferdo aifa na imunoterapia apds a
transplantaciio alogénica de medula 6ssea continua, em
boa parte, por desvendar.

na

UTILIZACAO DE LEUCOCITOS DE DADOR NA
RECAIDA DE OUTRAS DOENCAS HEMATO-ON-
COLOGICAS QUE NAO A LEUCEMIA MIELOI-
DE CRONICA

A maioria dos doentes tratados com leucdcitos de
dador no periodo pds-transplante tinham recaida de
LMC. A cinética do clone oncoldgico assim o permite,
dado que a maioria dos doentes recai em fase crénica da
doenga. As respostas em doentes com recaida de
leucemias agudas t€m sido ocasionais e, em regra geral,
pouco duradouras.

Muitos dos doentes com leucemias agudas receberam
alguma forma de quimioterapia citotéxica, dado que a
agressividade da doenca assim o exigia. Aparentemente,
os doentes com LMA respondem mais favoravelmente
do que aqueles com leucemia linfobldstica aguda.
Enquanto que a imunoterapia de doentes em recaida
hematoldgica € capaz de induzir remissdo em menos de
20% dos doentes, mais de metade daqueles em que é
induzida remissdo completa com a quimioterapia sobre-
vivem pelo menos dois anos apds a infusao de leucdcitos
de dador’. Nestes casos podemos especular que a re-
ducdo da massa tumoral com os farmacos citotéxicos é
essencial para que a imunoterapia celular desenvolva o
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seu efeito alo-reactivo e/ou especifico dirigido contra
células leucémicas residuais.

PREVENCAO DA DOENCA A CITOMEGALO-
VIRUS COM A INFUSAO DE LINFOCITOS T
ESPECIFICOS

A infecciio pelo CMV € uma das principais causas de
pneumonia intersticial fatal no doente submetido a um
transplante alogénico de medula ssea. Em Portugal este
problema € relevante se considerarmos que a maioria da
populagdo adulta ji teve contacto com o virus. A tnica
forma de evitar com seguranga a possivel reactivagio do
CMYV tem sido a transfusio de produtos de sangue
CMV~, se ambos dador e receptor niio apresentam evi-
déncia de infec¢fio anterior pelo virus.

Como profilaxia da infec¢dio pelo CMV, Riddell et al
geraram clones de linfécitos T citotéxicos CD8* de
dador especificos para o CMV, através da incubagio de
linfécitos do sangue periférico com fibroblastos autdlo-
gos infectados por este virus, que depois foram estimula-
dos in vitro com anticorpo monoclonal anti-CD3 (apés o
isolamento do clone) para rdpida expansdo das células
especificas e subsequente administragdo aos doentes no
perfodo precoce pés-transplante8. Estes investigadores
demonstraram que as infusdes de células especificas para
0 CMYV restauraram nos doentes a imunidade especifica
contra o virus, ndo tendo sido registado qualquer caso de
infecg@o por este virus ou de DECHS. Esta €, sem diivi-
da, uma das mais elegantes utilizagdes de leucécitos de
dador apdés um transplante alogénico de medula éssea,
permitindo a profilaxia especifica de uma complicagio
infecciosa grave pos-transplante.

IMUNOTERAPIA CELULAR DE DOENCAS LIN-
FOPROLIFERATIVA INDUZIDAS PELO VIRUS
DE EPSTEIN-BARR

Caracteristicas das doengas linfoproliferativas EBV*
pos-transplante

As doengas linfoproliferativas induzidas pelo EBV sdo
uma complicacdo pouco frequente em doentes submeti-
dos a transplante alogénico de medula éssea ou de 6rgdos
s6lidos3. O denominador comum necessdrio & emergén-
cia destas doengas linfoproliferativas apds um trans-
plante alogénico parece ser o compromisso grave da
imunidade celular. Assim, na auséncia de células T, os
linfécitos B imortalizados pelo EBV proliferam de forma
ndo controlada. No inicio, esta linfoproliferacio tende a
ser policlonal e muitas células B imortalizadas pelo EBV
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multiplicam-se; mais tarde, sdo seleccionadas células
com maior capacidade proliferativa, adquirindo entdo
caracteristicas oligoclonais. Nesta fase, com a persistén-
cia ou agravamento da imunossupressio 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 € o estado de imunodefi-
ciéncia associado a um transplante alogénico e nio o
transplante propriamente dito que condiciona a emergén-
cia das doencas linfoproliferativas EBV™,

A incidéncia de doengas linfoproliferativas induzidas
pelo EBV em doentes submetidos a transplante alogéni-
co de medula éssea € 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
complicagio?3-24, Na primeira série. 6 dos 25 (24%)
receptores de transplantes nio totalmente compativeis
com deplecdo de células T e | dos 10 (10%) receptores
de transplante convencional de medula éssea de dador
compativel ndo familiar desenvolveram linfomas EBVT,
em contraste com | de 424 (0,2%) receptores de trans-
plantes convencionais HLA-compativeis?®. Em Seattle.
4 dos 24 (16.7%) doentes tratados com OKT?3 para trata-
mento de DECH aguda grave e 2 dos 64 (3,1%) dos
receptores de transplantes com deplecdo de células T sur-
giram com linfomas EBV*24, O aparecimento de DECH
aguda, em particular no contexto de transplantes nio
compativeis, parece constituir um factor de risco para a
emergéncia de doenca linfoproliferativa pés-transplante,
dado que 3 dos 232 doentes com DECH grave tratados
em Seattle desenvolveram esta complicagdo.

O risco de doenga linfoproliferativa EBV* parece ser
médximo em receptores de transplantes em que a
deplecdo de células T seja realizada por anticorpos mo-
noclonais que medeiem uma inibi¢do especifica das
células T, o que condiciona uma incidéncia de linfoma
EBV™ entre os 11 € 0s 25%3. Em contraste, nos enxertos
em que se procede simultaneamente a depleciio de lin-
focitos B e T, tal como com a utilizagdo de aglutininas de
soja seguida de glébulos vermelhos de carneiro, de anti-
corpo Campath-1, ou de elutriagdo, a incidéncia desta
complicacdo € baixa (<2%), mesmo apesar da reducdo
significativa no nimero de células CD3" infundidas3.
Este facto deve-se, provavelmente, a serem também
removidos 2 a 3 log, de linfécitos B, que contém célu-
las imortalizadas pelo EBVT.

Do ponto de vista clinico, estes processos linfoprolife-
rativos surgem quase sempre nos primeiros 7 meses apos
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o transplante e a larga maijoria dos doentes apresenta
febre e linfadenopatias, frequentemente com localiza¢do
cervical, verificando-se em cerca de metade dos casos
infiltragdo hepitica e esplénica325. Em seguida, pulmio,
rins e aparelho gastro-intestinal sdo os locais mais fre-
quentemente envolvidos. Embora a quase totalidade dos
linfornas identificados em doentes submetidos a trans-
plante alogénico de medula Gssea tenham origem nas
células B do dador, existem alguns casos descritos com
origem em linfécitos B do doente, que tém surgido mais
de 1 ano apés o transplante3. Invariavelmente, estas
doencas linfoproliferativas EBV* apresentam-se como
linfomas de alto grau de malignidade e sdo monoclonais
em mais de 60% dos casos por andlise do rearranjo dos
genes de imunoglobulina humana efou das sequéncias
terminais epissémicas do DNA viral326.27. A seme-
lhanga da generalidade das doencas linfoproliferativas
que surgem em receptores de érgdos sélidos, os linfomas
que se desenvolvem em doentes transplantados de medu-
la 6ssea exprimem a maioria dos antigénios de infecgio
latente conhecidos do EBV26:27, Estes processos linfo-
proliferativos sdo quase invariavelmente refractdrios a
terapéutica convencional, nomeadamente a radioterapia
e/ou quimioterapia. Dos 23 doentes descritos por Shapiro
et al e por Zutter et al, 20 (87%) faleceram devido a esta
complicagdo?3:24, o que ilustra bem a sua agressividade.

Imunoterapia celular de doengas linfoproliferativas

EBV™ apés transplante de células estaminais

Em 1994, Papadopoulos et al descreveram pela
primeira vez em 5 doentes o efeito terapéutico da infusio
de células mononucleadas colhidas do sangue periférico
do dador como forma de tratamento de doengas linfo-
proliferativas induzidas pelo EBV, com origem em célu-
las B do dador, que surgiram precocemente no periodo
pés-transplante no respectivo receptor de medula éssea®.
Até Julho de 1998, um total de 23 doentes foram trata-
dos?8. Todos receberam enxertos com deplegio de célu-
las T através da utiliza¢do sequencial de aglutininas de
soja e glébulos vermelhos de carneiro. A gquase totalidade
dos doentes foram tratados com irradiagdo corporal total,
tiotepa e ciclofosfamida, tendo também recebido ATG e
metilprednisolona para prevengfo de rejeicdo do enxerto
no perfodo pés-transplante?,

Todos os doentes apresentaram febre e adenopatias,
mais frequentemente no territério cervical, e em quase
75% dos casos existiam também manifestagdes extra-
ganglionares, com envolvimento relativamente frequente
dos pulmdes, rins e aparelho gastro-intestinal. Em todos
os casos foi documentada a existéncia de uma linfopro-
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liferagdo com caracteristicas de linfoma de grandes célu-
las B de alto grau de malignidade com morfologia
imunobldstica. A presen¢a do EBYV foi documentada por
southern blot efou PCR nos 23 casos. A andlise do rear-
ranjo dos genes da imunoglobulina humana e/ou das ter-
minagdes do DNA do EBV revelaram a existéncia de
lesdes monoclonais em 14 dos 16 casos analisados, e
estudos de quimerismo confirmaram que estes processos
tinham origem nas células B do dador nos 11 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 nimero de linfécitos T cerca de 10 vezes superior a
dose necessdria para a indugéio de DECH na altura do
transplante em doentes submetidos a um transplante
com deplegiio de células T de dador familiar HLA-
compativel, mas aproximadamente 10 vezes menor do
que o nimero de células administradas num transplante
convencional de medula 6ssea29. As infusdes de
leucécitos foram bem toleradas, tendo-se verificado
regressdo completa do linfoma em 20 dos 22 doentes
avalidveis para resposta, com resolugfio dos sintomas e
sinais no primeiro més ap6s a imunoterapia com os
leucécitos. Nalguns casos com doenga mais extensa e
envolvimento extra-ganglionar significativo, a resposta
completa foi documentada unicamente durante o segun-
do més ap6s o tratamento. Globalmente, as infusdes de
leucécitos foram complicadas em 3 casos com DECH
aguda (1 Grau I e 2 Grau II) e em 9 casos por DECH
crénica (5 extensa e 4 limitada). Dos 22 doentes tratados,
13 encontram-se vivos 3 a 42 meses apés a infusdo de
leucécitos, sem recorréncia do mesmo. A causa de morte
mais frequente neste grupo de doentes foi a recaida da
sua doenga hematoldgica primaria.

Enquanto inovador, este fenémeno terapéutico carecia
de explicagdes bioldgicas satisfatérias, dado que se
desconhecia qual o efeito da administragio de células
mononucleadas do sangue periférico de dador ao recep-
tor de um transplante alogénico de medula dssea €, em
particular, qual as células efectoras que mediaram a
regressdo de doenca extensa.

Avaliagdo da funcio imunologica apés a infusdo de
leucdcitos de dador

O trabalho de Small et al tentou de certa forma respon-
der a algumas destas questdes, ao examinar o imuno-
fendtipo do sangue periférico e a fun¢do imune dos
doentes transplantados em periodos fixos apds o trans-
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plante30. Nestes estudos, verificou-se que doentes trata-
dos cem leucdceitos do respectivo dador de medula dssea.
como profilaxia ou tratamento de linfoma EBV' ou
como tratamento de recaida de LMC apés o transplante,
tinham uma recuperacio das contagens de células CD3*,
em particular daquelas com imunofenétipo CD4, mais
acelerada, que se iniciava cerca de 2 a 3 semanas apés o
transplante. Do mesmo modo, as células T destes doentes
apresentavam respostas proliferativas a mitogénios, a
anticorpo  monoclonal anti-CD3 e a superantigénios.
bem como uma produgio de 1L.-2 em cultura, significati-
vamente superiores aquelas obtidas com linfécitos T de
doentes ndo tratados com imunoterapia celular’?. A
diferente reconstitui¢do imunoldgica é particularmente
notéria nos primeiros 6 a 9 meses apds o transplante.
periodo apds o qual se verifica uma recuperagiio pro-
gressiva e aceitdvel da fun¢fio imune, mesmo em recep-
tores de transplantes de dador ndo familiar com deplecio
de células T. Assim, estes resultados demonstram que a
infusdio de leucéeitos de dador ao respectivo receptor de
medula Gssea acelera a sua recuperagdio imunoldgica.
sendo de esperar que o risco de complicagdes decor-
rentes da imunossupressio diminua nestes doentes.

Lucas et al investigaram a frequéncia de precursores
de linfécitos T especificos para o EBV em doentes sub-
metidos a transplante alogénico de medula dssea com e
sem deplegdo de células T. e verificaram que uma per-
centagem significativa de doentes, inclusive receptores
de transplantes convencionais de medula dssea. exibiam
frequéncias muito baixas de precursores destas células
nos primeiros 3 a 6 meses apés o transplante. Este perfo-
do corresponde, como se viu, aquele de maior risco para
o desenvolvimento de doenga linfoproliferativa induzida
pelo EBV3!. No entanto, estes investigadores demon-
straram também que a maioria dos doentes readquiria
frequéncias destas células efectoras idénticas as obser-
vadas em individuos seropositivos para o virus depois do
sétimo més apds o transplante, altura em que o risco para
a emergéncia desta complicagio € jd pequeno.

Em conjunto, estes resultados sugerem que o linfécito
T especifico para o EBV ¢ a célula efectora das regres-
sdes linfomatosas observadas em receptores de trans
plante alogénico de medula éssea. No entanto, o conhe-
cimento do verdadeiro papel desempenhado por estas
células. a sua caracterizagdo imunofenotipica e citotéxi-
ca, bem como a contribui¢do de outras possiveis células
efectoras nas regressdes tumorais observadas, estavam
largamente por desvendar. Em particular. a cinélica,
especificidade, necessidade ou nfio de entrar em contac-
to com as c€lulas infectadas, bem como os mecanismos
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de accdo in vivo das células efectoras permaneciam total-
mente desconhecidos.

Modelos animais para o desenvolvimento e imuno-
terapia de doengas linfoproliferativas humanas EBV*

Com o objectivo de esclarecer estes pontos. estabele-
cemos modelos animais no ratinho scid para o desen-
volvimento de doencas linfoproliferativas humanas
induzidas pelo EBV. Neste modelo demonstramos que
estes processos linfoproliferativos que se desenvolvem
no ratinho scid xenotransplantado com a inoculagéio de
linhas celulares humanas imortalizadas pelo EBV tém
caracteristicas clinicas, morfoldgicas, imunofenotipicas
e moleculares idénticas aquelas que se desenvolvem em
doentes submetidos a um transplante alogénico de medu-
la 6ssea’233. Estudos de southern blot confirmaram a
monoclonalidade das lesdes em1 mais de 20 animais tes-
tados.

Ao contrdrio do modelo humano, a administraciio de
células mononucleadas do sangue periférico, activadas
ou ndo com IL-2, ou de linfécitos T purificados, activa-
dos ou niio com anticorpo monoclonal anti-CD3, a rati-
nhos scid portadores de doenga linfoproliferativa
humana autdloga induzida pelo EBV ndo tem qualquer
efeito terapéutico para um E/T ratio in vivo de 1:1. Estes
resultados sugerem que a frequéncia de precursores
especificos para o EBV deve ser maior na populagio
celular efectora para induzir um resposta terapéutica no
modelo animal?+-35. De facto. a administracio de linfé-
citos T especificos para o EBV, estimulados in vitro com
a linha celular autéloga imortalizada pelo EBV, admi-
nistrados por via intraperitoneal ou intravenosa a rati-
nhos scid portadores de doenga linfoproliferativa
humana induzida pelo EBV autéloga, mas ndo alogénica.
para um E/T ratio in vivo de 1:1, resulta num prolonga-
mento de sobrevida estatisticamente significativo em
comparagdo com os respectivos grupos de controlo34-36,

Experiéncias subsequentes demonstraram que os lin-
fécitos T especificos para o EBV tém a capacidade de
infiltrar selectivamente os tumores EBV™ autélogos em
ratinhos scid portadores de dois tumores EBV ' subcuti-
neos. o autélogo e o segundo totalmente dispar ou
haplo-idéntico em relag¢io ao autélogo?>. Este padrio de
migracdo preferencial verifica-se desde as primeiras 24
horas apds a infusio das células efectoras nos animais.

Estudos finais viriam a demonstrar que a adminis
tragiio intraperitoneal de linfécitos T especificos para o
EBV purificados CD4%, com citotoxicidade restringida
por antigénios HLA de classe II. ou CD8™, com activi-
dade citotdxica restringida por antigénios HLA de classe
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1, a ratinhos scid portadores de doenga linfoproliferati-
va humana induzida pelo EBV autdloga intraperi-
toneal, para um E/T ratio in vivo de 0,2:1, resulta num
prolongamento de sobrevida estatisticamente signi-
ficativo compardvel aquele obtido com a adminis-
tragdo de linfécitos T especificos para o EBV ndo sepa-
rados37.

Em conjunto, os nossos estudos nos modelos animais
desenvolvidos identificam e caracterizam a actividade in
vitro e in vivo das células efectoras responsdveis pelas
regressdes terapéuticas verificadas nos receptores de
transplante alogénico de medula dssea.

IMUNOTERAPIA COM LEUCOCITOS DE DA-
DOR TRANSFECTADOS

O principal risco decorrente da infusdo de receptores
de transplantes alogénicos de medula éssea 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 € relativamente pequeno com a
administracio de uma dose controlada de leucécitos
ap6s um transplante alogénico de medula 6ssea de um
dador familiar HLA-compativel3-'7. No entanto, ¢é
necessario nio esquecer que uma percentagem signi-
ficativa dos doentes com doenga linfoproliferativa pos-
transplante receberam um enxerto de um dador néo
totalmente compativel e/ou ndo familiar, existindo,
neste contexto, um risco acrescido de DECH. De facto,
Heslop et al descreveram um caso de um receptor de
um transplante familiar com disparidade em dois
antigénios HLA que desenvolveu DECH de grau IV
ap6s infusdo de leucdceitos de dador para tratamento de
um linfoma EBVY que surgiu 8 meses apds o trans-
plante.38 Para circundar o obstdculo da DECH, duas
estratégias foram desenvolvidas até & data, ambas uti-
lizando vectores retrovirais, no intuito de enriquecer a
frequéncia de células especificas para o EBV e remover
células alo-reactivas.

O primeiro método, envolveu a utilizagdo de linf6citos
T especificos para o EBV do dador, gerados in vitro
durante algumas semanas e transfectados subsequente-
mente com um retrovirus incompetente portador do gene
da resisténcia 4 neomicina (neo®)39. Em seguida, estas
células foram administradas aos receptores de trans-
plante alogénico de medula 6ssea, na dose aproximada
de 1 a 10 x 107 células CD3* por metro quadrado de
superficie corporal com intuito terap&utico em 3 casos e
profildctico em todos os outros. Nos doentes com doenga
linfoproliferativa verificou-se uma resolugdo rédpida dos
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sintomas nas primeiras duas semanas ap6s o transplante.
obtendo-se resolucdo completa do quadro clinico quatro
semanas apds a infusfio. Dado que na populagdo das
células infundidas 1 a 5% estavam eficazmente transfec-
tadas, foi possivel detectar a presenga destas células
efectoras no sangue dos doentes tratados mais de 12
meses apos a sua infusdo. Estes resultados confirmam no
homem muitas das observagdes por nés descritas no ra-
tinho xenotransplantado, em particular a sobrevivéncia
prolongada in vivo das células efectoras. Uma obser-
vagiio relevante deste estudo foi a de que estas infusdes
ndo se acompanharam de DECH, mesmo em receptores
de transplantes de dador no compativel e/ou niio fami-
liar39,

A segunda estratégia utilizada até a data para reduzir o
risco desta complicag¢do também envolveu o desenvolvi-
mento de linfécitos T especificos para o EBV, mas por
uma outra metodologia. Nestes estudos, o grupo de
Mildo transfectou células reactivas contra o EBYV,
durante os primeiros dias de cultura com a linha celular
autéloga imortalizada pelo EBV, com um retrovirus
incompetente que codificava simultaneamente um recep-
tor mutante para o factor de crescimento neuronal
(NGFR - nerve growth factor receptor), o que permite a
sua deteccdo e selecgdo com um anticorpo monoclonal,
o gene de cinase da timidina do herpesvirus, que torna
estas células sensiveis ao ganciclovir2240, Devido a pre-
senca deste receptor mutante na sua superficie, foi pos-
sfvel isolar estas células por imuno-adsor¢do e admi-
nistra-las a 2 doentes submetidos a um transplante
alogénico de medula &ssea que tinham desenvolvido
doenga linfoproliferativa induzida pelo EBV no perfodo
pos-transplante. Tal como nos estudos até agora
descritos, verificou-se uma resolugdo completa das ma-
nifestagdes clinicas apds a infusdo dos linfécitos.
Curiosamente, 2 semanas apés a infusdo, aproximada-
mente 13% dos leucécitos do doente eram células CD3™,
predominante, mas ndo exclusivamente, CD8*t e
NGFR™, o que revela uma proliferagio significativa das
células infundidas. Ao contrdrio do estudo de Rooney et
al, estas células tinham sido geradas em culturas a curto
prazo e continham uma percentagem aprecidvel de célu-
las alo-reactivas. De facto, um dos doentes desenvolveu
DECH aguda que regrediu com a administragdo de gan-
ciclovir. Estes dois modelos descrevem ja uma pro-
gressdo em relagdo ao modelo descrito nos nossos estu-
dos cll’nicos,3 e utilizam muitos dos principios por nés
desenvolvidos no ratinho scid3#-37. Este dltimo método
foi também empregue em alguns doentes com recaidas
pos-transplante de LMC e de leucemias agudas.40
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