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1. RESUMO

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacédo em
Biotecnologia - RENORBIO-Universidade Federal da Bahia - UFBA, no dia
16.09.2014.

“Anemia Apladsica no Estado da Bahia: Estudo Clinico-
Epidemiolégico, e Investigacdo de Biomarcadores ass ociados
ao diagndstico e ao prognostico da doenca”

Palavras chaves : 1. Anemia Aplasica. 2. Biomarcadores. 3. Citocinas HLA. 5.

Polimorfismo.



RESUMO

Introducéo : A anemia aplasica € uma rara e grave doenca caracterizada
por pancitopenia. A forma mais frequente € a adquirida, e na sua maioria das
vezes de origem idiopatica. Doenca imunomediada de fisiopatologia muito mais
conhecida pela sua resposta ‘as terapias imunossupressoras do que por
estudos capazes de entender sua complexidade. Sabe-se que a doenca pode
ser desencadeada por algum “gatilho”, entretanto necessita de um hospedeiro
com caracteristicas imunologicas de forte predisposicio ao seu
desenvolvimento. Destaca-se como fator associados a doencga a presenca de
alguns antigenos HLA, polimorfismo de alguns genes, presenca de clone HPN,
encurtamento dos telomeros medulares, etc.

Fatal se ndo tratada, hoje a doenca possui prognéstico muito bom quando
tratado precoce e adequadamente com imunossupressores ou transplante
alogénico de medula 6ssea. Dada a gravidade e raridade da doenca, estudos
clinicos em paises em desenvolvimento sdo muito poucos. Sua incidéncia varia
de, ao redor de 1 a 4 casos /milhdo hab/ano na Europa e américa do norte, até
5-9 casos/milhdo/ano na Asia, motivo pelo qual a maioria dos estudos s&o
chineses e japoneses. Entretanto, questionamos se os fatores epidemioldgicos,
clinicos e laboratoriais no Brasil, sobretudo na Bahia, s&o os mesmos descritos
pela literatura mundial; se existem associacfes entre eles e a doencga; se
temos em nossa populacdo fatores preditores de resposta ao tratamento
imunossupressor diferentes da literatura.

Materiais/Métodos: Retrospectivamente, analisamos mais de 215
pacientes em relacdo aos seus dados clinico-epidemioldgicos, e 100 pacientes
em relacdo as respostas ao tratamento submetido, no periodo de 2000 ate
2013, no Hupes/Universidade Federal da Bahia referenciados pela HEMOBA e
rede estadual de saude.

Resultados: A idade média dos pacientes foi de 23 anos, com 80% dos
casos diagnosticados abaixo dos 45 anos, e composta por homens em 56%
das vezes. 30% dos pacientes eram de Salvador, capital. A maioria dos casos
70%,eram idiopéticos, Dois tercos dos casos eram de formas severas. Nao
houve nenhum padréo de distribuicdo geo-espacial dos casos de AA no estado
da Bahia.

Em relacdo ao HLA, o HLADR15 foi o mais associado a doenga como
fator de risco, sendo presente em 42% dos casos (24%controle-OR2,2).0
HLAB15 foi o mais importante fator protetor da doenca(6% versus 24%
controle-OR 0,2). Houve maior significancia destes achados na faixa etaria de
15-35 anos. Descrevemos pela primeira vez na literatura o sinergismo entre
estes HLAs, demonstrando que o B15 perde parte de seu efeito protetor na
presenca de DR15+, e o B15+ se torna ainda mais protetor quando em
presenca de DR15-.



O tratamento mais utilizado (70%) em nosso servigo foi baseado em
ciclosporina, sendo na grande maioria dos casos, em monoterapia. Foi
realizado Transplante Alogénico de Medula Ossea em 24% dos casos. As
curvas de sobrevida global aos 24 e aos 60 meses, comparando tratamento
com TMO ou com CSA nao mostrou diferenca significativa. A taxa de SG aos
24 meses foi ao redor de 80% e de 70% aos 5 anos (60 meses) para ambos os
grupos. Achados semelhantes ‘as curvas da literatura internacional, mesmo
com o0 uso de CSA em associac¢do com ATG.

Houve diferenca muito significativa entre casos de AA muito severa
(40% de sobrevida global) versus nédo severo/severo (90%) na andlise de
Sobrevida Global aos 24 meses. Sexo (masculino/feminino), presenca de
HLADR15(positivo ou negativo), proveniéncia (capital ou interior) e causa da
AA (idiopatica ou secundaria) ndo mostraram interferir na resposta de
sobrevida global.

Conclusdo: Nesta ampla andlise, descrevemos pela primeira vez na
regido nordeste do Pais, importantes dados clinico epidemioldgicos ligados a
anemia aplasica. Novas perspectivas com relacdo ao HLA e a doenca foram
descritas. A monoterapia baseada com ciclosporina é uma excelente e
disponivel terapia em paises em desenvolvimento.



2. INTRODUCAO
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ANEMIA APLASICA SEVERA

A anemia aplasica (AA) é uma doenca rara e grave caracterizada por
hipocelularidade da medula 6ssea (fig.1). O conceito da anemia aplasica foi
descrito pela primeira vez por Sir Paul Ehrlich, na Alemanha em 1888, quando
0 médico vencedor do prémio Nobel da medicina reportou o caso clinico de
Obito devido faléncia medular de uma paciente gravida. Entretanto, esta
patologia somente foi homeada como anemia aplasica por Sir Chauffard a

partir de 1904. [1, 2]
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Figura 1. Histologia da medula 6ssea normal e aplas ica.



A incidéncia da AA é bastante variavel entre diferentes regiées do
mundo. Estudos populacionais demonstram que a doenga € mais comum no

oriente do que no ocidente. [3-7]

QUADRD 1 - COEFICIENTE DE INCIDENCLA DA ANEMIA APLASTICA EM
DIFERENTES REGIOES

; COEF. INCIDEMNCIA

REGIOES PERICDD ANUALF 000,006 HAB.
us 1942-1845 o4-18
Calildmis 19E3-1554 B2
aidia PR 1= 7B
Igraal 1961-1085 Tal
Jupa 18970- 1973 13,8 |
Baltimare 19701978 6.1
(0] 4 1885 22
[Hnamarca 19E7- 1962 22
Eurcpa 1580- 1984 22
Buaenos Alres 18681977 6.0
Franga 1884- 1987 1.4
China 1596- 1553 74

FONTE: YOUNG; ALTER, 18840, p.25
Figura 2. Coeficiente de incidéncia annual/1.000.00 O habitantes por periodo em

diferentes regibes. [8]

Desde a década de 90, esta sendo realizado um estudo caso-controle na
Tailandia sobre fatores de risco para avaliar anemia aplasica e sua incidéncia,
e este grupo demonstrou uma incidéncia na cidade de Bancoque de 3,9 casos
novos em 1.000.000 habitantes por ano [3, 6]. J& no ocidente (Europa e Israel),
a taxa foi reduzida com um coeficiente de dois novos casos por milhdo de
habitantes por ano. [9]

De acordo com um estudo multicéntrico latino, a incidéncia na regido
demonstrada foi de 1,6 casos em um milhdo de habitantes por ano, sendo
questionado pelo proprio autor sub - diagnostico nestas regides e paises em

desenvolvimento[3-5, 7, 8, 10-19]



VIL

Ueber einen Fall von Animie mit Bemerkungen iiber
regenerative Verinderungen des Knochenmarks.

Von

Professor Dr. ¥*. Ehrlich,

Assistent der IL medicinischen Klinik.

Die Literatur der pernicidsen Andmie ist eine ausserordentlich grosse,
sodass die Verdffentlichung einzelner Fille, soweit sie nicht erheblich von
der Norm abweichen, nur noch ein mehr lexicographisches Interesse dar-
bietet.

Ich habe aus diesem Grunde aus der iiberreichen Casuistik, die ich
im Laufe der Jahre sammeln konnte, nur 2 Fille versffentlicht, weil diese
durch besondere Eigenheiten ausgezeichnet waren. Der eine von ihnen be-
traf die sehr seltene Combination von perniciéser Anadmie mit periostalem
Sarcom, wihrend der zweite durch ein eigenartiges und ganz isolirt da-
stehendes Verbalten der Leucocyten, in specie der polynucleiren Form, mir
von principieller Bedeutung zu sein schien. &)

Auch im letzten Jahre habe ich an der Klinik des Herrn Geheimrath
Gerhardt unter anderen einen Fall beobachten konnen, der einen be-
merkenswerthen Blutbefund darbot und den ich deswegen mittheilen zu
miissen glaube, weil er beweist, bis zu welcher Feinheit mittelst der mikro-
skopischen Untersuchung die Diagnostik der Bluterkrankungen gebracht
werden kann.

Ausserdem diirfte sich hierbei auch Gelegenheit bieten, den Stand-

) Siehe Charité-Annalen Jahrgang V. p. 198. und Charité- Annalen Jahr-
gang XII

Figura 3. Livro de Paul Eherlich de 1888 com a desc  ricdo da anemia
aplasica.

No Brasil, existem dados epidemiologicos de apenas uma unica
publicacdo avaliando a regido do Parana. O estudo reportou uma incidéncia de
2,4 em 100.000 habitantes/ano. Entretanto, ndo existem resultados de estudos
epidemiologicos da AAS de outras regides incluindo a regidao nordeste do
Brasil. [4]

A AAS pode ser congénita e adquirida sendo a congénita associada a
doencas constitucionais, ocorrendo com maior frequéncia em pacientes
autossGmicos recessivo, como anemia de Fanconi e Disceratose congénita.

Enquanto isso, a forma adquirida ocorre de forma idiopatica [15]. Em 30% dos



casos de AAS, pode ser encontrado um fator causal suspeito desencadeador
da doenca como medicamentos, pesticidas, e agentes infecciosos ,etc [20-26].
A historia natural da doenca foi modificada radicalmente nas ultimas
décadas com a introdugdo dos imunossupressores e com o transplante de
medula 6ssea [27, 28]. H& 50 anos, a doenca passara de fatal, para apresentar
excelentes resultados clinicos com taxa de sobrevida global em 5 anos superior

a 85% na maioria das séries [27-29].

1.2 ANEMIA APLASICA ADQUIRIDA (AAA) FISIOPATOLOGIA - 0O ESTADO
DA ARTE

Historicamente, AAA tem sido fortemente associada a exposicdo a
medicamentos e substancias quimicas presentes no ambiente, dando a doenca
um impacto social desproporcional a sua rara incidéncia. Acredita-se também
que ha uma associacdo com numerosas e multiplas diversas possiveis causas
desde produtos quimicos e medicamentos, gestacdo e doengcas como hepatite
e doencas vasculares do colageno (por exemplo, fasciite eosinofilica). Tais
fatos levam a acreditar que a AAS apresenta numerosos e diferentes
mecanismos [30].

Desde 1897 tem-se o conhecimento de que substancias téxicas agressoras
ao sistema hematologico provocam alteragdes sanguineas, quando foi descrito
0 primeiro caso de AAA associado ao benzeno. Tais conhecimentos tiveram
um grande impulso apés a | Guerra Mundial, quando se verificou a acdo de
gases toxicos sobre o sangue[7]. As drogas e o0s agentes quimicos
historicamente formam o grupo etiolégico mais citado em séries clinicas e

estudos epidemiologicos. A lista de agentes que podem causar AAA, tanto os



guimicos quanto os bioldgicos € longa e o0 mecanismo da aplasia ainda néo
esta bem esclarecido. E provavel que para o desencadeamento da AAA ocorra
um efeito toxico direto de algumas dessas substancias sobre as células
hematopoiéticas geneticamente receptivas.

Originalmente pensou-se que a AAA resultava do efeito toxico direto em
células tronco hematopoiéticas que levavam a uma diminuicdo do seu numero.
Mathé e colaboradores, no final dos anos 60 foram um dos primeiros a
postularem uma base autoimune para essa doenca. Nesse estudo, apés a
administracdo de globulina antitimécito (ATG) para o0 tratamento
imunossupressor, medulas d&sseas de doadores incompativeis foram
transplantadas em pacientes com AA. Foi observado que, embora a medula
transplantada ndo tenha sido enxertada, ouve uma recuperagdo autdloga da
hematopoese em alguns pacientes. Tais achados sugerem gue os pacientes
com AA mantiveram células tronco hematopoiéticas que tiveram seu
crescimento e diferenciacdo suprimidas pelo sistema imune [31]. Em uma
analise de transplantes feitos entre gémeos idénticos para AA foi observado
pelo International Bone Marrow Transplant Registry evidéncias de uma
etiologia autoimune para a maioria dos pacientes. Em 70% dos pacientes, a
tentativa de tratamento da AA através da transfus@o simples de medula 6ssea
a partir de um gémeo idéntico, falhou a reconstituicdo da hematopoiese [32].
Com a repeticdo do procedimento apds um regime de condicionamento, com
altas doses de ciclofosfamida capaz de eliminar a autoimunidade, foi bem
sucedido na maioria dos pacientes [32, 33]

Na maioria dos casos, AA é uma doenca imuno-mediada, evidenciada

pela responsividade da doenca a terapias imunosupressivas. E observado na



maioria dos pacientes uma melhora hematologica apés a deple¢céo de células T
por ATG; a recidiva geralmente também responde a ATG e ndo é frequente a
dependéncia da ciclosporina em doses baixas para manutencdo de um
hemograma adequado. A atribuicdo do mecanismo imunologico a AAA tem se
intensificado uma vez que o0 uso de imunossupressores vem aumentando
assim como a proporc¢éo de resposta a esse tratamento.

Alguns autores questionam um processo fisiopatolégico n&o-imune
guando se observa uma falta de resposta a imunossupressao. Entretanto,
outros a atribuem a uma grave deplecdo de células-tronco anterior, ou seja,
esgotamento do repertério de células tronco, ou até mesmo a mecanismos
imunoldgicos ndo suscetiveis a terapias atuais[34].

Em resumo, a figura 4 demonstra hipoteticamente que para o
aparecimento da AAA é necessario, em geral, mais de um fator causal.
Raramente um unico fator desencadeante é suficiente para o aparecimento do
qguadro clinico como é conhecido. Provavelmente é necessaria a coexisténcia
de um fator gatilho (fator antigénico) em um individuo com predisposi¢ao
imunoldgica genética ou circunstancial (fator imunolégico) em um micro
ambiente medular predisponente para que a doenca apare¢a. Quanto maior o
namero de fatores presentes, maior a chance de aparecimento da doenca.

Nenhum fator isolado seria capaz de deflagrar a doenca imunomediada.
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Figura 4. Mecanismo fisiopatolégico hipotético do desenvolvimento da AAA.

(Salvino.M.A.)

1.2.1 FATORES ANTIGENICOS

Os fatores antigénicos desencadeantes da AAA incluem as infecgbes de
virus e bactérias, substancias téxicas e medicamentos.

- Infeccdes virais e bacterianas

A relagéo entre hepatite e 0o subsequente desenvolvimento da anemia
aplasica tem sido reportada em diversos estudos de caso e duas grandes
revisbes na década de 70 enfatizaram essa associac¢do [35, 36] Em muitos
casos, a hepatite melhorou ou foi resolvida quando a anemia aplasica foi

diagnosticada 4 a 12 semanas depois. Aproximadamente 10% dos casos



ocorreram mais de um ano apés o diagndstico inicial da hepatite e a maioria
dos pacientes eram jovens (com idade entre 18 a 20 anos), dois ter¢cos eram do
sexo masculino e a sobrevida foi curta (10 semanas). A maioria dos casos
eram relacionados a hepatite ndo A, ndo B e ndo C, embora hepatite A e B
tenha sido implicada na anemia aplasica em um pequeno numero de casos.
[37, 38] Diversas linhas de evidéncias indicam que ndo h4 associagdo causal
com o virus da hepatite C, sugerindo que um agente viral desconhecido esta
envolvido.[22, 39] Em 15 pacientes com anemia aplasica pos-hepatite, ndo foi
encontrada nenhuma evidéncia para hepatite A, B, C, D, E ou G, virus
transmitido por transfusdo ou parvovirus B19 [40]. Diversos estudos sugerem
uma relacdo entre o parvovirus B19 a anemia apldsica, enquanto outros
estudos ndo observaram essa associacao [41-43]. Sendo assim, essa relagéo
nao foi estabelecida e é provavel que o efeito da soronegatividade da hepatite
pode ser mediado através de um efeito autoimune da célula T uma vez que héa
evidéncias da ativagdo dessa célula e da elaboracao de citocina.[34]

O virus Epstein-Barr (EBV) também tem sido implicado na patogénese
da anemia aplésica, que ocorre dentro de 4 a 6 semanas apoés a infeccéo [44,
45]. Em alguns casos, a mononucleose infecciosa é subclinica. O EBV foi
detectado em células da medula mas néo é totalmente claro se a aplasia da
medula resulta de um efeito direto ou de um resposta imunolégica do
hospedeiro [45].

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) esté
frequentemente associada com variados graus de citopenia. Em pacientes
infectados a hipoplasia medular pode ser resultante da supresséo viral e dos

medicamentos usados para controlar a replicacdo viral [46-48]. O herpes virus



humano 6 também causou aplasia grave subsequente ao transplante de
medula para outras doencgas.[49]

Entre as etiologias virais ja citadas também foram relatadas rubéola,
caxumba e dengue [50]. No passado, a AAA foi atribuida a tuberculose, porém
essa associagao tem sido questionada uma vez que esses pacientes possam
ter desenvolvido o quadro de AAA em consequéncia dos medicamentos

tuberculostaticos e ndo pelo processo infeccioso [51]

- Substancias toxicas

O benzeno foi a primeira substancia quimica associada a anemia
aplasica, tendo sido observada em estudo realizados antes do século 20 em
trabalhadores de fabricas [7, 17, 52, 53]. Em estudos realizados na China, a
incidéncia de anemia aplasica entre trabalhadores foi seis vezes maior do que

na populacéo geral.[53]

Os compostos de pesticidas organoclorados e organofosforados tém
sido suspeitos de atuarem no desenvolvimento da anemia aplasica [52, 53] e
diversos estudos indicaram um aumento do risco relativo, especialmente para
exposicOes agricolas[6, 54-56] e domeésticas. A exposi¢do a essas substancias
como fator desencadeante da anemia aplasica € suspeita devido as relacfes
dose-doenca e outros importantes fatores ainda n&o foram delineados e
diversos estudos ndo encontraram uma associa¢cdo com exposi¢cdes ambientais
[57, 58]. Os inseticidas DDT (diclorodifeniltricloroetano), lindano e clordano tem
sido Associados com casos de anemia apldsica [6, 52]. A exposicao

prolongada a destilados de petrdleo na forma de solvente Stoddard e a



exposicdo aguda ao tolueno através da pratica de inalar cola também tem sido
reportada como causa de aplasia medular [59-61]. O explosivo trinitrotolueno
(TNT) muito utilizado durante a | e Il Guerras Mundiais e cuja absor¢éo ocorre
prontamente pela inalacdo e através da pele, provocou casos fatais de anemia

aplasica em trabalhadores expostos a municao [62, 63].

A maioria dos casos de exposi¢do a substancias tdxicas e a ocorréncia
de anemia aplasica nao foram observados em estudos especificos, mas foram
identificados em relatos de casos ou a partir de histérias de pacientes, o que
torna as conclusdes dessa associacdo néo tdo bem estabelecidas.

- Medicamentos

O medicamento mais documentado como causador da anemia aplasica
€ o cloranfenicol. Embora esse medicamento € mielossupressivo em altas
doses devido ao seu efeito no DNA mitocondrial, a ocorréncia da anemia
aplasica parece ser idiossincratica, talvez relacionada a uma sensibilidade
adquirida ao intermediarios nitrosos toxicos [64]. Essa sensibilidade pode
produzir a supressao imunolégica da medula uma vez que uma grande
propor¢cdo dos pacientes afetados respondem ao tratamento com terapia
imunossupressiva [65]. O risco do desenvolvimento da anemia aplasica em
pacientes tratados com clorafenicol é 25 vezes maior do que na populagédo

geral [66].

O uso de diversos medicamentos tem sido associado ao aumento do
risco para o desenvolvimento de anemia aplasica, mas devido a notificagdo
incompleta dessas ocorréncias e a infrequéncia dessa associa¢do, 0 espectro

da anemia aplasica induzida por medicamentos ndo pode ser totalmente



definido. A tabela a seguir apresenta uma lista parcial dos medicamentos que

estdo implicados na indugéo da doenca [5, 20, 67-73].



Tabela 1. Medicamentos associados a anemia aplasica

Categoria Alto Risco Risco Intermediario Baixo Risco
Analgésico Fenacetina, aspirina, salicilamida
Antiarritimico Quinidina, tocainida
Antiartritico Sais de ouro Colchicina
Anticonvulsivante Carbazepina, hidantoinas, Etossuximida, fenacemida, primidona, trimetadiona, valproato de sédio
felbamato

Anti-histaminico
Anti-hipertensivo
Antiinflamatério

Antimicrobiano
Antibacteriano

Antifingico

Antiprotozoario
Antineoplasico

Agente alquilante

Antimetabdlito

Antibidtico
citotoxico

Antiplaguetério
Antitireoide

Sedativo e
tranquilizante
Derivado de sulfa
Antibacteriano
Diurético
Hipoglicémico
Diversos

Penicilamina, fenilbutazona,
oxifembutazona

Cloranfenicol

Quinacrina

Bussulfano, ciclofosfamida,
melfalam, mostarda de
nitrogénio
Fluorouracil,
mercaptopurina, metotrexato

Daunorrubicina,
doxorrubicina, mitoxantrona

Sulfonamidas

Acetazolamida

Clorfeniramina, pirilamina, tripelenamina
Captopril, metildopa
Diclofenaco, ibuprofeno, indometacina, naproxeno, sulindaco

Dapsona, meticilina, penicilina, estreptomicina, antibiéticos derivados
de B lactama
Anfotericina, flucitosina
Cloroquina, mepacrina, pirimetamina

Ticlopidina
Carbimazole, metimazole, metiltiouracila, perclorato de potassio,
propiltiouracil, tiocianato de sddio
Clordiazepoxido, clorpromazina (e outras fenotiazinas), litio,
meprobamato, metiprilon
Sulfonamidas
Clorotiazida, furosemida
Clorpropamida, tolbutamida

Alopurinol, interferon, pentoxifilina, penicilamina




Muitos desses medicamentos também s&o conhecidos por induzir
citopenias seletivas, como a agranulocitose, que usualmente sdo reversiveis
apos a descontinuacdo do seu uso. Essas reacdes reversiveis ndo sao
correlacionadas com o risco de anemia aplasica o que levanta davidas quanto
a eficacia do monitoramento de rotina utilizando o hemograma como estratégia

para evitar anemia aplésica.

Devido ao fato da anemia aplasica decorrente ao uso de medicamentos
ser um evento raro, sua ocorréncia pode ser devido a uma predisposicao
metabdlica ou imunolégica (polimorfismo génico) em individuos suscetiveis.
Além disso, parece haver pouca diferenca na distribuicdo por idade, género,
resposta a imunoterapia, transplante de medula ou sobrevida, quando h& ou

nao exposicao prévia ao farmaco precedente ao inicio da aplasia da medula.

1.2.2 FATORES IMUNOGENETICOS

A primeira evidéncia da autoimunidade na anemia aplasica foi observada
em experimentos com cultura de células que mostraram a capacidade dos
linfécitos em inibir a formac&o in vitro de colénias hematopoiéticas alogénicas e
autologas. [74, 75]. Estudos realizados posteriormente observaram que
linfécitos T citotoxicos mediavam a destruicdo de células tronco
hematopoiéticas na anemia aplasica [76, 77]. Em pacientes com anemia
aplasica, células T efetoras sdo mais notadas na medula 6ssea do que no
sangue periférico e essas células produzem interferon y e fator de necrose
tumoral [78-82]. H4 também evidéncia de uma resposta humoral autoimune na
anemia aplasica. Os pacientes que apresentam anemia aplasica tem
anticorpos contra cinectina, uma proteina expressa nas células
hematopoiéticas e nas células do figado, ovario, testiculos e cérebro[83].
Estudos realizados para avaliagdo da diversidade e do perfil genético das
células T mostraram que ha a implicacdo de uma patofisiologia autoimune na
anemia aplasica. As células T de pacientes com anemia aplasica apresentam

heterogeneidade limitada do receptor de cadeia B da célula T, o que sugere



uma expansao oligoclonal da célula T em resposta a um antigeno
especifico[84, 85].
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Na anemia aplasica, células CD34-positivas e progenitores hematopoiéticos
tem seu nuamero bastante reduzido. Embora as deficiéncias mieldides
(granulocitica, eritroide e megacariocitica) s&o comuns na anemia aplasica, as
deficiéncias imunoldgicas sdo incomuns e a contagem de linfécitos esta normal
na maioria dos casos, assim com a funcédo das células T e B [86]. As células
estaminais hematopoiéticas parecem persistir em muitos pacientes com
anemia aplasica, uma vez que a recuperagcdo completa da hematopoiese pode
ocorrer com uma terapia imunossupressora eficaz [87]. As células T desses
pacientes matam as células estaminais hematopoiéticas de forma HLA-DR
restrita e via Fas ligante. [77, 78, 88] Na anemia aplésica, as células tronco
hematopoiéticas parecem ser 0s principais alvos do ataque imune. Quando os
pacientes com anemia aplasica sao tratados com terapia imunossupressiva, as
células estaminais hematopoiéticas primitivas iludem o ataque autoimune

permitindo uma recuperacdo hematopoiética lenta.

HLA e AAA

O HLA (antigeno leucocitario humano) é o sistema genético mais
polimorfico. Os genes residem no cromossomo 6 e determinam as moléculas
de HLA classe | codificadas pelos loci HLA-A, HLA-B e HLA-C, bem como as
moléculas HLA classe Il codificadas pelos loci HLA-DR(A,B1,B3,B4,B5), HLA-
DQ(A1,B1) e HLA-DP(A1, e B1).[89]

O envolvimento da expansao oligoclonal de células T na fisiopatologia
da AAA ja esta bastante consolidado [89]. A interac&o de linfocitos CD8 e CD4
com seus alvos sdao mediadas por peptideos do HLA Classe | ou I,
respectivamente, fica forte a suspeita de que o loci HLA poderia estar implicado
na suscetibilidade fisiopatolégica da doenca. Assim, ao longo dos ultimos anos
uma serie de estudos envolvendo HLA e AAA, em diversas populacdes e etnias
do mundo foram realizados [89, 90].

Numerosos estudos em asiéticos, caucasianos, arabes,
afrodescendentes, mostraram a associacdo da AAA com o HLA-DRB1*15.

Alguns mostraram uma maior associacdo do alelo HLA-DR*1501 e n&o do



1502 com a doenca. Nao existe nenhum estudo que descreva qual a chance de
um individuo da popula¢do normal vir a desenvolver anemia aplasica, como é
bem conhecido na espondilite anquilosante (EA) HLAB27 positiva.
Interessantemente, nesta doenca, apenas de 1% a 3% da populacao geral com
HLA-B27 desenvolvera a EA, o que faz com que nado seja indicada esta
investigacdo do HLA em toda a populacao. Por outro lado 25% dos parentes de
primeiro grau de pacientes com EA que tenham HLA-B27 positivo
desenvolverdo esta doenca reumatica. Nenhum parente com HLA-B27
negativo desenvolvera a doenca. Fica clara a associacdo da doenca com o
HLA, porém nao sendo ele o Unico responsavel pela sua fisiopatologia [91].
Com relacdo ao HLA-DR15 e aos prognésticos da doenca, estes
achados se mostraram conflitantes. Uma pequena maioria de estudos
demonstra uma provavel melhor resposta clinica aos imunossupressores
(baseados em ciclosporina) no grupo de pacientes com este HLA. Entretanto
em pacientes com o alelo HLADR1501 talvez o melhor progndstico ja seria
mais evidente. Interessantemente, um estudo asiatico mostrou respostas
impressionantes (ao redor de 80% de resposta) aos imunossupressores
(baseados em CSA) num grupo de pacientes com haplétipo DRB1 1501-
DQAl1l 0102-DQB1 0602. Entretanto, este grupo de pacientes com

determinado haplético se mostrou ciclosporina dependente [92-96]

Estudos tentando entender e demonstrar a importancia do HLA em
relacdo a aplasia medular ainda sado poucos e os resultados, dado a casuistica
baixa da doenca, mostram dados insipientes. Além do HLADR15, o mais
estudado até o momento, alguns outros alelos de HLA se mostraram
predisponente no desenvolvimento da AAA, como HLA-DRB1 0405, enquanto
outros mostraram que o HLA DRB1 04 teria também uma correspondéncia a
um curso pior da doenca e ma resposta ao tratamento imunossupressor [89].

Além dos alelos de associacdo a doenca, foi estudada o papel protetor
de algumas variantes de HLA. Na Turquia foi demonstrado que o alelo HLA-
DRB1 13 teria papel protetor no aparecimento da AAA. Na China, os alelos
HLA-DRB1 03:01, HLA-DRB1 11:01, e HLA-B 51:01 se mostraram protetores
em criangas com AAA, enquanto na Korea o alelo HLADRB1 1302 foi menos



encontrado significantemente no grupo de pacientes com AAA em relacao ao
controle [89, 95].

A hipotese de HLAs protetores, de outra maneira, também foi
demonstrada. O grupo japonés de AAA, mostrou que uma substancial
proporcao de pacientes com AAA demonstrou hemopoese clonal caracterizada
pela presenca de perda adquirida de heterozigocidade (acquired copy number-
neutral loss heterozygosity -CNN-LOH) no braco curto do cromossomo 6
(6pLOH). Esta perda comumente envolveu o locus HLA levando a perda de um
dos haplotipos do HLA. As perdas mais frequentes e que demonstraram
significancia estatistica foram HLA-A*02:01, A*02:06, A*31:01, e B*40:02. Um
estudo como este faz sugerir se a hipoexpressao de alelos estaria envolvida
com a patogénese da doenca, ou se nao verdade seria uma hiperexpresséo
relativa dos alelos remanescentes [97].

Como o HLA esta ligado a AAA ainda € uma questdo intrigante. Alguns
mecanismos Sao propostos e interrogados:

1- Celulas T citotoxicas seriam capazes de receber apresentacéo
antigénica (de células tronco hematopoéticas) somente atraves de alguns
alelos de HLA s [89, 98]

2- Baseado em estudos com doencas onde o HLA esté intimamente ligado
a fisiopatologia da doenca como na EA e o HLAB27, foi demonstrado que
uma das causas da doenca poderia estar associada a peptideos
derivados do HLAB27. Estudos conseguiram demonstrar que peptideos
sintetizados derivados do HLAB27 (por¢cao do HLA-B27) injetados em
pacientes e controles poderiam ser reconhecidos como auto-antigeno,
gerando a proliferacdo de células T gama-delta autorreativa [99].

3- Recentemente Dr. Chen levantou uma interessante teoria sobre a
associacdo do HLA e doencgas autoimunes. Ele demonstra que na
verdade alguns antigenos HLA estariam associados a genes, que estes
sim estariam mais envolvidos com a doenca. Como se na verdade, o
HLA fosse um marcador indireto do real fator predisponente. Usando a
EA, ele demonstrou que existe uma associacdo do HLAB27 com um
gene e seu produto ERAP1 (endoplasmic reticulum associated

aminopeptidase 1). A ERAP1 tem potencial em aparar os peptideos ao



tamanho e comprimento 6timo para se ligar ao HLAB27 no reticulo
endoplasmatico. Isso sugere a hip6tese de que alguma coisa ligada ao
processo de “aparar” do transporte, processamento e apresentacao do
peptideo antigénico no paciente HLAB27 teria implicancia fisiopatologica.
Ao final, haveria alguma anormalidade na apresentacéo do peptideo pelo
MHC classe | ao receptor de células T-CD8 [100].

4- Alguns autores sugerem outras associacoes indiretas do HLA com
doencas autoimunes, mas também associacdes diretas. Como se o
individuo que tem determinada doenca associada ao HLA, também teria
outros achados concomitantes. Fiorillo et al, descreve achados muito
interessantes de pacientes com EA-HLA B27 e auséncia de auto-
receptores em populacdes de células T CD8. Em seu estudo conseguiu
demonstrar que estes determinados receptores de célula (TCR) de
linfécitos CD8 seriam especificos para o receptor VPACL1- self-epitope
(pVIPR) derived from the vasoactive intestinal peptide Type 1 (VPAC1),
que por sua vez seriam extremamente semelhantes a epitopes virais,
como virus EBV. Foi sugerida uma possivel implicacdo de reatividade
cruzada mediada por células-T na patogénese da doenca [97].

5- Alguns autores vém buscando a explicacdo de doengas auto-imunes e
infeccbes, como as virais. A associacdo de alguns peptideos virais
extremamente semelhantes a auto-peptideos seriam dependentes
exclusivos do MHC classe HLAB-B7, o que explicaria o fator viral como
gatilho e a dependéncia do HLAB27 [101].

Polimorfismo génico de citocinas e AAA

O polimorfismo génico vem sendo cada vez mais conhecido, e com isso
sua influéncia na determinagdo do cancer e de doencas autoimunes. Os
polimorfismos de nucleotideos (SNPs) em diversos genes ja tem comprovada
associacdo com doencas como artrite reumatoide, doenca de grave e
esclerose multipla. A busca com essa associacdo e a AAA vem sendo
estudada nos ultimos anos. Entretanto pela raridade da doenca a sua

compreensao fisiopatolégica € muito dificil. Alguns polimorfismos ja tiveram sua



associacdo com AAA demonstrada [1]. Dentre os diversos polimorfismos
imunogenéticos estudados os mais relevantes e associados com a AAA
formam o TGF-beta codons 10/25, IFN- y, IL-4 codons 590/1089 e o IL4-Ra
1902. Entretanto eles ndo se mostraram ainda como fator prognostico preditor
de resposta ao tratamento imunossupressor. Este conhecimento serviu por
enquanto para compreensao da fisiopatologia da doenca, e ndo para as
decisOes terapéuticas [89].

A pesquisa de polimorfismos de moléculas como Fas, interleucinas
como IL-1beta, IL-6,IL-10 e IL-12, que sabidamente tem papel descrito na
patogénese da doenca, foi realizada por diversos e diferentes grupos sem,
entretanto, se encontrar diferenca significante entre os pacientes com AAA e 0s
grupos controles [89].

Dentre as citocinas envolvidas na fisiopatologia da AAA, o IFN- y é a
mais estudada e reportada. O seu polimorfismo passou recentemente a ser
pesquisado e os achados corroboraram o que se suspeitava. O INF-y, da
classe de citocinas do INF tipo Il, é considerado uma citocina efetora da
resposta imune inata e adaptativa secretado por células NK, LThl CD4+ e LT
CD8+ e possui receptores celulares do tipo Il [102]. O gene do INF-y esta
localizado no cromossomo 12 (12924.1), consistindo em quatro éxons e trés
introns, que codificam um polipeptidio de 166 aa e outro que serve como sinal
de 20 aa [103].

O IFN- y exerce papel critico na imunidade inata e adaptativa contra
infeccbes intracelulares virais e bacterianas e no controle da transformacéo
tumoral. Entre as acfes bioldgicas esta a ativagdo de macréfagos, estimulando
a acdo dos LTc e NK na eliminagdo dos microorganismos fagocitados. Dentre
algumas de suas funcbes, destaca-se a de (i) estimular a expressdo de
moléculas MHC-I e Il e co-estimuladores nas células apresentadoras de
antigenos (APC), (ii) a sintese de espécies reativas de oxigénio e éxido nitrico,
(i) a diferenciagéo de LT CD4+ para Thl e inibicdo do Th2, (iv) a ativacdo do
complemento, de neutréfilos e de células NK permitindo a fagocitose de
microorganismo [104]

De acordo com Schoenborn et al, a regido de ligagdo do NF- kB

encontra-se no primeiro intron (intron 1), que em dltima instancia, seria o



responsavel pelo controle da producéo de IFN- y. Entre os varios polimorfismos
descritos no gene do INF-y, destaca-se o da regido +874 do intron 1,
coincidindo com a area de ligacdo do NF- kB. O alelo selvagem desta regido é
a timina (T), que pode sofrer mutacdo para adenina (A) podendo resultar em
menores niveis séricos do INF-y. O individuo com genétipo AA,
consequentemente teria menor produgao e secrecao desta citocina, e segundo
alguns estudos, os tornaria mais suscetiveis a determinadas infec¢cdes como a
tuberculose. O individuo com gendtipo TT seria maior produtor e secretor de
IFN- vy, e consequentemente mais suscetivel a doencas auto-imunes,

hiperresponsividade a infec¢bes, processos alérgicos, etc. [105].
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Figura 7. Localizacdo do gene do IFN-gamma.(Cromoss omo 12)

Além disso, o polimorfismo do TNF também demonstrou relacdo na
fisiopatologia da doenca. O gene promotor de polimorfismo TNF-308,
especificamente o seu alelo TNF2 (-308A), tem sido associado a niveis
elevados de TNF. Sabe-se que niveis elevados de TNF contribuem para a
susceptibilidade & AAA de uma forma DR3 e DR4 independente. No entanto,
nenhuma susceptibilidade foi demonstrada em formas mais suaves de AA, o
que € consistente com outras observacdes em que a distribuicdo do alelo TNF2
nao diferiu entre os pacientes portadores de AA em relagcéo ao controle. Apesar
disso, h& observacdes contraditérias onde o genotipo especifico AA -308 TNF
foi apresentado no grupo de pacientes com AA. De acordo com um estudo
alemao, tal associacdo nao foi demonstrada. As respostas a terapia
imunossupressora foram melhores devido a esse alelo raro, mesmo apos trés

meses de tratamento em comparacdo com ndo portadores. Os diferentes



resultados observados nesses estudos podem ser atribuidos ao baixo numero
de individuos avaliados e a heterogeneidade dos pacientes em relagéo a grau

da doenca e etnia [89].
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Figura 8. Acéo intracelular do interferon.

2.2.3. Outras Moléculas da Imunidade

O aumento da expressao de IFN-y, TNF, e IL-2 em pacientes AA indica
que as ceélulas estaminais hematopoiéticas e progenitoras sédo destruidas
através de uma resposta celular T-helper (Th)1. T-bet ou TBX21 pertencentes a
familia de fatores de transcricdo T-box e € o regulador chave do
desenvolvimento e da fung¢do de células Thl, sendo encontrada somente em
células Thl, mas ndo em células Th2. Em pacientes com AA, T-bet esta

elevado e transcreve ativamente o gene IFN-y.

O gene TBX21 tem sido sugerido como um gene de risco comum para
uma grande variedade de doencas auto-imunes. Curiosamente, o alelo C de t-
1993c, o promotor do gene TBX21, foi associado a uma diminui¢éo do risco em
AA. O transdutor de sinal e ativador da transcricdo 4 (STAT4) € um fator de

transcricdo ligante para genes que codificam T-bet e IFN-y e desempenha um



papel fundamental na diferenciacdo de células Thl e Th1l7. Os polimorfismos
do gene STAT4 tém sido associados a varias doengas autoimunes; entre 0s
polimorfismos testados, o rs7574865 era um candidato comum de risco de
polimorfismo. Em uma coorte de populacdo chinesa, o polimorfismo rs7574865
foi encontrado para representar como um gene candidato de suscetibilidade,
com um aumento da frequéncia do alelo T e o genétipo TT. No entanto, néo
houve associacéo entre o polimorfismo acima mencionado e a resposta ao IST

foi estabelecida.

As moléculas que sdo expressas em ceélulas T que afetam a auto-
tolerancia e a autorreatividade tém sido extensivamente estudadas em doencas
autoimunes. O antigeno do linfocito T citotoxico 4 (CTLA4) é uma molécula
expressa nas células T ativadas que regulam a autorreatividade das células T.
Os polimorfismos que resultam em expressédo reduzida de CTLA4 tém sido
associados a outras doencas autoimunes. No entanto, essas associacdes néao
foram observadas em pacientes com AA em uma coorte de uma populacao
italiana. A SNP de morte celular programada -1 (PDCD-1) foi estudada em um
grande numero de pacientes chineses com AAA. O alelo PD-1.1 foi associado

a um maior risco do desenvolvimento da doenca.[1]

1.2.3 FATORES MICROAMBIENTAIS

Embora o encurtamento dos teldbmeros esteja presente em 40% dos
pacientes com anemia aplésica, o seu papel no desenvolvimento da doenca
permanece obscuro. As deficiéncias no reparo do teldmero podem predispor a
anemia aplasica afetando o tamanho da divisdo da célula hematopoiética
pluripotente e diminuindo a resposta da célula pluripotente ao dano medular.
Além disso, tais deficiéncias podem desempenhar um papel na evolugdo da
anemia aplasica para uma doenca clonal mielo’ide contribuindo para a
instabilidade do genoma [30]. O encurtamento dos teldmeros seria uma das
explicacbes para a exaustdo medula, ou dificuldade de re-expansdo das
células progenitoras apos o dano imunolégico. Em geral, um terco dos

pacientes ndo responde ao tratamento imunossupressor. Tal explicacdo se



daria ou por mecanismo etiologico ndo imuno mediado ou por faléncia

completa do repertorio das células tronco primordiais.

1.2.4 AAA E OUTRAS ASSOCIACOES

A etiologia da AAA pode estar associada a manifestacoes de doencas
clonais tais como a hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN), infec¢bes virais

e em casos raros de gravidez.

1.2.4.1 HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA

A Hemoglobindria Paroxistica Noturna (HPN) é uma doenca adquirida
das células precursoras hematopoiéticas e pode ocorrer em associacédo ou de
forma secundaria a uma alteracdo medular em casos de AA ou outras
sindromes mielodisplasicas. A hemodlise intravascular, trombofilia e faléncia
medular sdo as manifestagdes clinicas mais frequentes da HPN. Entretanto, as
manifestacbes bem como a gravidade dos sintomas podem se apresentar de

forma bastante variavel. [106]

A fisiopatologia da HPN ocorre a nivel medular, nas células precursoras
da medula Ossea, ocasionando producdo de células com deformidades em
niveis e linhagens celulares seguintes. As células sdo produzidas com
deficiéncia na sintese da molécula glicosilfosfatidilinositol (GPI) e consequente
reducdo de expressao das proteinas de membrana ancoradas a esta molécula
e ocorrem devido a falta de enzima a-1,6N-acetil-glicosaminil. Foi descrito

anteriormente que o0 gene associado a GPI, é o fosfatidil-inositol-glicano de

classe A (PIG-A) localizado no braco curto do cromossomo X [106].

A presenca isolada do clone HPN (célula com mutacdo PIG-A) ndo
indica a manifestacdo clinica da doenca. Para que a HPN se apresente
clinicamente, € necessario que a presenca do clone HPN se expanda na
medula O0ssea e domine a hematopoese [106]. O clone HPN pode ser
encontrado em individuos saudaveis sem manifestacdes da doenca atraves de

técnicas com capacidade de deteccdo de uma célula clonal para 1.000.000 de



células normais (0,002% em media) [107].

Ainda ndo foram estabelecidas a causa para a vantagem seletiva das
células PIG-A mutadas em relacdo as células normais. Dentre as hipoteses
incluem a possibilidade do clone HPN possuir maior resisténcia a ataques
citotoxicos pelos linfécitos T e pelas células NK além de uma vantagem
proliferativa em relagdo as células normais. Entretanto, é provavel que outros

genes estejam envolvidos [108-110]

A relacao fisiopatogenética entre a AAA e a HPN ainda € desconhecida.
Entretanto, sabe se que os pacientes com HPN tem um risco de 10 a 20% de
desenvolver anemia aplasica devido a hipoplasia da medula éssea com uma
hematopoiese deficiente. Ja os pacientes com anemia aplasica poderdo

desenvolver HPN em 5% dos casos de AAA.

1.24.2 GRAVIDEZ

Casos raros de AAA foram relatados em pacientes gravidas. Devido a
raridade dos relatos néao foi estabelecida a relacdo e a causa da ocorréncia. Em
alguns casos de AAA durante o inicio da gravidez, foram recomendados que a
gravidez fosse interrompida com indicacdo de transplante de medula Ossea,
caso necessario. Nos demais casos, € recomendado que seja realizado
tratamento de suporte da mée até o nascimento do recém-nascido. Entretanto,
devido a raridade do caso, ndo existe recomenda¢do do melhor manejo clinico

da condigao.

1.2.4.3 AAA ASSOCIADA A HEPATITE

Foram reportadas cerca de 2% a 10% de casos de anemia aplasica
relacionada a hepatite em diferentes regibes de acordo com a prevaléncia de
infecgbes de hepatite e virus da sindrome de imunodeficiéncia. Tal sindrome é
reconhecida como uma variante distinta da anemia aplasica que ocorre apos
uma crise aguda de hepatite ocasionando em faléncia da medula d6ssea e

pancitopenia grave.



Geralmente nao se identifica o virus deflagrador, entretanto diversos
virus e agentes ja foram reportados nesta sindrome como virus da hepatite
A,B,C,D,E,G parvovirus B19,CMV, EBV, TTV e virus da hepatite ndo A->E. O
virus ou o agente causador pode ser um gatilho para a resposta imune para a
aplasia medular.

Altas taxas de respostas sdo obtidas com o tratamento classico instituido
as AAA idiopéticas, baseado em imunossupressao ou transplante de medula
O0ssea. A AAA associada a hepatite é mais frequente em individuos jovens,
dessa forma o transplante de medula 6ssea € a terapia mais indicada e
empregada. Apesar dos mecanismos ainda pouco elucidados, a sindrome ja e
bastante reconhecida como uma entidade especifica de aplasia (AAAH -

anemia aplasia associada a hepatite) [35].

1.3DIAGNOSTICO DA AAA

O diagnostico da AAA consiste em hipocelularidade da medula éssea e
pode ser classificada, de acordo com a gravidade e a hipocelularidade, como

anemia aplasica, anemia aplasica grave e anemia aplasica muito grave [29].

Tabela 2. Classificacao de gravidade da AAA (29)

Gravidade Critérios

_ o Medula 6ssea com celularidade < 25%, ou 25% a 50%
Anemia aplasica ] . S
com < 30% de células hematopoiéticas residuais

Critério de anemia aplasica associado a pelo menos dois
dos trés itens abaixo:
* Valores de neutrofilos abaixo de 500/mm em

. , . sangue periférico.
Anemia aplasica guep

grave « Valores de plaquetas abaixo de 20.000/mm? em

sangue periférico.

« Valores de reticuldcitos abaixo de 20.000/mm?

Anemia aplasica Critério de anemia aplasica grave associada a neutrofilo




muito grave abaixo de 200/mm? (Bacigalupo A.)

Determinadas patologias podem apresentar um quadro de pancitopenia
sem aplasia medular, e em outros casos pode ocorrer hipoplasia medular,
geralmente transitéria e secundaria a outro fator agudo. Dessa forma, é
importante realizar o diagnostico confirmatério da avaliagdo da medula 0ssea
através de biopsia, assim como excluir de forma definitiva os diagndsticos
diferenciais destacando-se a anemias aplasicas hereditarias (anemia de
Fanconi, disqueratose congénita, sindrome de Shwachmann-Diamond e
anemia de Blackfan Diamond), sindromes mielodisplasicas hipoplasicas,
hemoglobindria paroxistica noturna, infiltracdo neoplasica, osteopetrose,
hiperesplenismo, deficiéncia de vitamina B12, deficiéncia de &cido fdlico,
deficiéncia de piridoxina, doencas de depdsito, lupus eritematoso sistémico,
septicemia, doencas infecciosas como calazar, tuberculose miliar, doencas

fungicas disseminadas, septicemia, malaria e AIDS [29].

1.4ATRATAMENTO DA AAA

O advento de novos imunossupressores para 0s pacientes nao elegiveis ao
TMO e a introducdo da TMO mais imunoablativo que mieloablativo mudaram o
manejo e as diretrizes de tratamento de pacientes com AAA.

A conduta de manejo da AAA deve ser realizada de acordo com a
severidade da citopenia. Entretanto, na maioria dos casos, a AAA deve ser
tratada como uma urgéncia hematologica devido ao elevado risco de morte se
o tratamento nao for realizado de forma imediata.

O tratamento principal e definitivo da AAA tem como objetivo o controle da
pancitopenia através da restauracdo da hematopoiese por meio do TMO
alogénica e através da terapia imunossupressora. Além disso, 0os pacientes
também devem receber suporte clinico e hemoterapico, assim como 0 manejo
do controle dos sintomas relacionados a anemia e plaquetopenia como hipoxia
tecidual e hemorragias. Os pacientes possuem alto risco de desenvolver

infeccbes em casos de neutropenia grave [29].



Durante a década de 50, os pacientes com AAA sem o condicionamento
com quimioterapia ndo apresentavam sucesso ao enxerto pds transplante
TMO. O sucesso do enxerto ocorreu apenas apos 0 uso de imunossupressores
prévio ao procedimento de TMO. Atualmente, o TMO é o tratamento de escolha
para os pacientes com AAA severa (com valores de neutréfilos inferior a
500/mm?) e pacientes com idade inferior a 40 anos que possuam doador com
HLA compativel. Pacientes ndo elegiveis para realizar TMO devem receber
tratamento com um imunossupressor. A associacdo da ciclosporina e a
timoglobulina é considerado como tratamento padréo para estes pacientes. [24,
29, 111-119]

O medicamento mais utilizado em monoterapia e em primeira linha é a
ciclosporina com taxas de respostas superiores a 50% e sobrevida global em 5
anos acima de 50%. Além disso, existem outros fatores que contribuem para o
uso da ciclosporina e incluem alta disponibilidade, bom acesso a medicacéo,
posologia favoravel com facil uso em relagdo a timoglobulina. Além dos precos
elevados, a timoglobulina deve ser administrada em leito e em longos periodos.
[120-122].

A padronizacéo da retirada lenta e gradual dos imunossupressores se fez
ap0Os aprendizado ao longo dos ultimos anos, além de que muitos pacientes
serdo pacientes ciclosporina dependentes [29, 123]. Apesar das altas taxas de
resposta, o tratamento com imunossupressores possui uma taxa de recaida em
20% dos casos. A reintroducdo do tratamento imunossupressor é capaz de
reverter a recaida. Entretanto, o uso de imunossupressores em segunda linha
de tratamento em pacientes que interromperam o tratamento pode induzir uma

resposta hematoldgica em aproximadamente 50% dos casos.

Existem poucos estudos clinicos randomizados e prospectivos avaliando os
tratamentos e desfechos de pacientes com AAA devido a raridade e a baixa

frequéncia da doenca.

1.5FATORES PROGNOSTICOS

Alguns estudos avaliaram os fatores prognosticos de resposta ao



tratamento imunossupressor. Foram identificados alguns fatores de boa
resposta por alguns autores, como presencga de HLA — DR15 [92, 93, 124-129],
reticuldcitos >20.000 aos 2 meses do inicio do tratamento imunossupressor,
tempo entre diagndstico e tratamento, idade, maiores valores leucocitarios,

maior celularidade medular, entre outros [130-132].

Fatores prognésticos negativos  reportados incluem  alteracdes
citogenéticas, como alteracdo do cromossomo 7, celularidade medular <5%,
maior necessidade transfusional plaguetaria previamente ao inicio do
tratamento, etc [130-132].



2 JUSTIFICATIVA E INOVACAO

No Brasil, os pacientes com AAA ainda ndo foram devidamente
avaliados. Consequentemente, dados brasileiros relacionados ao perfil
epidemiologico e desfechos da doenca de pacientes sdo escassos oOu
inexistentes para algumas regifes do pais. Além disso, sdo necessarios dados
adicionais avaliando a relacdo de desfechos, as diferentes etnias e fatores
ambientais com a AAA no pais. Visando preencher essas lacunas e
considerando-se a grande variabilidade étnica no Brasil, o presente estudo teve
como objetivo primario descrever o perfil epidemiolégico, clinico e laboratorial
da AAA no estado da Bahia através da avaliagdo da descricdo das variaveis
relacionadas ja conhecidas. Entretanto, pouco se conhece sobre a
fisiopatologia da doenca. Sabe-se da grande associacdo da doenca com o
sistema humano de HLA e com o polimorfismo de citocinas. Ademais, nao foi
relatado nenhum estudo que faca esta associacdo independentemente e néo
ha registro de publicacdo em literatura mundial como variaveis dependentes.
Os dados do estudo podem fortemente contribuir para o conhecimento da
fisiopatologia desta doenca e de doencas autoimunes de mecanismos
semelhantes.

Em segunda andlise, de acordo com estudos reportados, e
frequentemente controversos, tentar-se-a analisar fatores progndsticos ao
tratamento imunossupressor nos pacientes com AAA no Estado da Bahia. A
hipotese é que muitos fatores étnicos, regionais e ambientais tenham
claramente influéncia no prognoéstico e nos desfechos da doenca. Tais
resultados podem colaborar para o desenvolvimento de novas estratégias e
diretrizes de manejo desses pacientes.

Atualmente, a associacdo de timoglobulina com ciclosporina € a terapia
imunossupressora aceita como padrdao ouro. Entretanto, ndo ha’ registros de
estudos mostrando que o0 uso com ciclosporina € inferior a terapia combinada.
Sendo assim, antes de se propor estudos clinicos de fase 3, é necessaria a
demonstracdo da eficdcia de estudos de fase 2 com monoterapia com
ciclosporina. A terapia combinada possui alto custo e ndo esta disponivel na



rede publica brasileira. Além disso, para administracdo da associacdo €
necesséario leitos em hospital de alta complexidade. A ciclosporina em
monoterapia, além de estar disponivel no SUS, possui baixo custo, com facil
administracdo e de uso ambulatorial, sem necessidade de leitos para sua
administracdo. Assim, € muito importante que se demonstre se a terapia
atualmente instituida na rede publica est4 adequada ao tratamento desta rara e
grave doenca. Em caso de eficacia comprovada, o Brasil e outros os paises
que carecem de leitos, sobretudo de alta complexidade, poderiam se beneficiar
com este tratamento.

Dessa forma, o estudo foi conduzido considerando-se 0s questionamentos
abaixo:

Os fatores epidemiolégicos, clinicos e laborator iais no Brasil, e no
estado da Bahia, sdo os mesmos descritos pela liter  atura mundial?
Existem associacdes entre eles e a doenca?

Temos fatores preditores de resposta ao tratame nto com

imunossupressor em pacientes com AAA no Estado da B ahia?
3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

O objetivo primario do estudo foi caracterizar epidemioldgica, clinica e
laboratorialmente os pacientes com anemia aplasica atendidos de 2005 a 2013,
no ambulatério de hematologia do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos
(HUPES) da Universidade Federal da Bahia, provenientes da rede de saude e

da Fundacédo Hemoba, através das variaveis ao diagnéstico.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Os objetivos secundarios do estudo foram:
1- Descrever as taxas de resposta ao tratamento imunossupressor
baseado em ciclosporina aos 4 meses de tratamento (Obito, vivo sem

resposta, vivo com resposta parcial e vivo com resposta completa);



» 2-Descrever as taxas de sobrevida global em cinco anos dos pacientes
que foram tratados inicialmente com terapia imunossupressora baseado

em ciclosporina

o 3-Verificar a influéncia dos fatores epidemiolégicos clinicos e
laboratoriais (variaveis) nas taxas de resposta aos 4 meses tratamento

Imunossupressor e nas taxas de sobrevida global aos 5 anos;

» 4-Verificar a associacdo de variaveis ao diagndstico (contagem
linfocitaria global, presenca de HLA DR15, severidade da doenca) com
as taxas de resposta aos 4 meses e com as taxas de sobrevida global

aos 5 anos;

» b5-Verificar a associacdo HLA-DR15 com as variaveis idade, severidade

da doenca e polimorfismo de citocinas.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Um estudo retrospectivo foi conduzido para avaliar a as caracteristicas
clinico laboratoriais de pacientes com anemia aplasica. O estudo foi conduzido
no HUPES/UFBA com pacientes provenientes da rede de saude e da
Fundacdo Hemoba.

Foram incluidos todos os pacientes que tiveram este diagndstico
confirmado e que foram atendidos no Hupes e na Fundacdo Hemoba, no
periodo de jan/2005 a junho/2013.

O estudo de registro retrospectivo foi avaliado e aprovado para
conducdo pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da instituicdo, com a
dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participacao no
estudo, embora assegurado que o carater anbnimo dos pacientes sera mantido

e que suas identidades serdo protegidas. O estudo foi registrado no CEP do



Hupes/lUFBA como numero 67/2011. Entretanto, todos o0s pacientes
submetidos a tratamento assinam termo de consentimento antes do inicio do

tratamento .

4.2 CASUISTICA

Foram incluidos no estudo todos os pacientes com o diagnostico de
anemia aplasica sem restricobes de idade e atendidos consecutivamente no
Hupes e na Fundacdo Hemoba. Estes dois centros recebem a quase totalidade
de casos da rede SUS com este diagnéstico no estado, sobretudo pela
regulamentacdo da dispensacdo de medicamentos para esta doenca ser
bastante restrita. Eventualmente pacientes da rede privada sédo atendidos fora
destes centros. Nao houve calculo de amostragem. Todos os pacientes foram
incluidos sequencialmente durante o periodo mencionado.

Devido a gravidade e raridade da anemia aplasica, todos os pacientes
da rede publica e a maioria da rede privada sdo atendidos nos centros de
referéncia deste estudo. Entretanto, esta amostra nao representa a totalidade
dos casos, pois 0s pacientes com esta doenca podem nao chegar a ter seu
diagnéstico firmado devido a dificuldade de realizagcdo do mesmo em algumas
areas do estado. Assim, tipo de amostra: amostra de conveniéncia(todos os

gue chegaram ao centro de diagnostico e tratamento).

4.3. METODOLOGIA

4.3.1:Critérios de Incluséo:

Todos os pacientes incluidos no estudo possuiam o diagnéstico de
aplasia com confirmacdo através de biopsia da medula éssea. Depois de
realizado o diagndstico, o paciente prosseguiu o protocolo clinico ja em curso
pelo centro (Apéndice II). De acordo com o protocolo da instituicdo, os
pacientes poderiam receber o tratamento imunossupressor ou o tratamento
com TMO alogénico. Os pacientes que foram encaminhados para TMO so6

tiveram os dados relacionados ao diagndstico analisados.



4.3.2.

Critérios de exclusao:
Pacientes que nao tiveram seu diagnoéstico confirmado por Biopsia de
MO;

Pacientes com causas de aplasia congénitas como anemia de Fanconi .

4.4.1 Variaveis do estudo ( ao diagnostico )- varia  veis clinico-

epidemiologicas

Os dados foram coletados e avaliados através de revisao dos

prontuarios dos pacientes da instituicdo. As informacdes demograficas e

clinicas coletadas dos pacientes elegiveis foram:

1.

o b 0N

7.

Idade ao diagnéstico
Etnia/raca
Cidade/regido de proveniéncia
Cidade/regiao de naturalidade
Exposicdo  ocupacional a agentes téxicos, exposicdo a
farmacos/infeccoes. Foram considerados como agentes
toxicos/farmacos os citados pela literatura ( Marsh J.). Na anamnese do
paciente com anemia aplasica € considerada como de risco aquela
exposicdo com no maximo 6 meses antes do aparecimento da aplasia e
no minimo 1 més.
Hemograma ao diagnéstico com contagens dos valores:

a. Hemoglobina;

b. Volume corpuscular médio (VCM);

c. Neutrdfilos absolutos;

d. Linfocitos absolutos;

e. Plaquetas
Tipizagcdo HLA: A tipagem molecular dos alelos HLA-A*, -B* e -DRB1* foi
realizada utilizando-se a metodologia LABType® SSO classe | A* e B* e classe
I DRB1* (One Lambda,CA,USA). Esta metodologia aplica a tecnologia
Luminex® ao método de tipagem de ADN SSO invertido. Primeiro, o ADN alvo
€ amplificado na PCR utilizando um primer especifico para o grupo. O produto
de PCR é biotinilado, o que lhe permite ser detectado utilizando estreptavidina

conjugada com R-ficoeritrina (SAPE). O produto de PCR ¢é desnaturado e séo

re-hibridados nas sondas complementares de ADN conjugadas com as



microesferas codificadas por fluorescéncia. Um analisador de fluxo, o
LABScan™ 100, identifica a intensidade fluorescente da PE (ficoeritrina) em
cada microesfera. A atribuicdo da tipagem HLA baseia-se no padréo de reacéo
comparado com o0s padrdes associados as sequéncias de genes HLA

publicadas.

4.5  Tratamento instituido
Os tratamentos instituidos foram o TMO alogénico ou terapia

Imunossupressora:

4.5.1-Transplante de Medula 6ssea alogénico

Foram identificados os pacientes que foram submetidos ao TMO

4.5.2-Terapia Imunossupressora:

a) CSA associada ou ndo a prednisona. O tratamento imunossupressor do
protocolo da instituicdo consistiu na ciclosplorina 5-7 mg/kg/dia (divididos em 2
tomadas). O ajuste de dose da CSA foi realizado de acordo com a
tolerabilidade clinica, efeitos colaterais, disfuncéo renal e hepatica e valores de
concentracdo de nivel sérico (200 - 400 ng/dl). Quando apresentando resposta
0 uso minimo foi de um ano, com reducdes de dose lenta e progressiva apés

atingir a resposta maxima sustentada por pelo menos 3 meses (Apéndice ).

4.5.3 Variaveis do estudo apos instituido o tratame  nto

1-Resposta Clinica aos 4 meses:

Os pacientes tratados com imunossupressao foram avaliados com
relacdo a reposta clinica aos 4,5 meses (+ ou — 30 dias) em vivo com reposta
completa, vivo com resposta parcial, vivo sem repostas, e 6bito. (Tabela 3,

critérios de resposta ao TI).



Tabela 3. Critérios de Resposta ao Tratamento Imuno  ssupressor

Tipo de Hemoglobina Neutrofilos Plaguetas Necessidade
resposta (g/dL) (/uL) (/uL) transfusional
Completa >0,5x10° > 1000 > 100.000 -

Necessidade

Parcial >8 > 500 > 30.000 transfusional

Necessidade
Sem resposta - - - )
transfusional

2-Sobrevida Global ao tratamento:
Foram coletados os dados e datas dos pacientes, ao longo de todo do
acompanhamento clinico até a ultima consulta registrada. Para esta variavel

foram considerados 0s pacientes apenas como Vivos ou nao Vvivos.

3-Resposta clinica global até o ultimo acompanhamen  to
Foram coletados os dados e suas datas da ultima avaliacdo do paciente: vivo
sem resposta em tratamento; vivo com resposta parcial em tratamento; vivo

com resposta sem tratamento; 6bito.

4-Resposta clinica ao tratamento imunossupressor at € o0 Jultimo
acompanhamento : vivo sem resposta ao tratamento, em uso de outro
tratamento; vivo sem resposta em uso de tratamento imunossupressor a base
de inibidor de calcineurina (csa ou tacrolimus) e em uso deste tratamento; vivo
sem resposta ao tratamento imunossupressor a base de inibidor de
calcineurina e sem uso deste tratamento; vivo com resposta parcial em uso de
tratamento imunossupressor a base de inibidor de calcineurina; vivo com
resposta parcial em uso de tratamento imunossupressor a base de inibidor de

calcineurina e no momento sem o uso deste tratamento; 6bito.

5-Data do término do tratamento imunossupressor a base de ciclosporina foram
coletadas as datas em que o0 paciente teve seu tratamento imunossupressor a

base de inibidor de calcineurina interrompido.



Limitagbes do estudo:
O desenho estudo implica em uma avaliagao retrospectiva, dessa forma alguns
dados ndo foram resgatados nos prontuarios. Os dados que nao foram

coletados foram deixados em branco na ficha clinica do estudo.

4.6 Delineamento Experimental do paciente em acompanham  ento

Pacientes com pancitopenia encaminhados para os cen  tros de referéncia
(n: 250)
W
Pacientes com provavel diagndstico de AAA (n:230)
W
Afastado causas de anemia aplasica congénitas (Fanc  oni)
W
Pacientes com diagnostico de AAA (n:215)
W
Tratamento  Instituido (n:106)

v 4

(TI) Trat. imunossupressor  (n:69) TMO (n:24)



4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram bicaudados e foram considerados
estatisticamente significantes quando p < 0,05. Os dados foram analisados com
auxilio do software Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versao 20.0,
Chicago, IL, EUA).

1-Dados epidemioldgicos

Para a analise descritiva, as variaveis categoéricas foram expressas através de
suas proporcoes. As médias e desvios-padrao foram calculados para as
variaveis continuas com distribuicdo normal e medianas e quartis para as nao-

normais.

2-Distribuicao geo-espacial dos casos de Anemia Apl  asica no estado da
Bahia:

Para a busca de um padrao de distribuicdo ou aleatoriedade dos casos de
anemia aplasica no estado da Bahia foram utilizadas duas técnicas de
geoestatistica espacial: 0 semivariograma e envelope simulado com o teste de

aleatorizacao utilizando matriz de Mantel.

Semivariograma e envelope simulado:

O método estatistico mais utilizado em Geoestatistica para verificar a
existéncia de dependéncia espacial € o semivariograma. A construcao do
semivariograma para identificar a dependéncia espacial origina-se das
diferencas entre dois pontos georreferenciados no espaco e separados por
uma distancia h (Ortiz, 2002, Oliveira, 2003 e Pilon, 2004). Embora o
semivariograma seja muito utilizado na Geoestatistica para avaliar a
dependéncia espacial, este método ndo € muito aconselhavel em algumas
situacOes. Apos fazer o semivariograma, deve-se fazer o grafico do envelope

simulado. O grafico do envelope simulado, obtido através do semivariograma, é



utilizado para verificar a existéncia de padrao espacial nos dados. Os limites do
envelope séo obtidos aleatorizando-se a ordem da posicao das observacoes e
considerando-se a variavel resposta fixa. Com base em um grande namero de
aleatorizacOes calculam-se esses limites e, se existir algum ponto fora desses,

€ uma evidéncia da existéncia de padrdo espacial.

Teste de aleatorizacgdo utilizando matriz de Mantel:

Uma alternativa ao semivariograma para verificacdo de existéncia de padréo
espacial é utilizar uma adaptacdo do teste de aleatorizacdo de Mantel (1967).
Esse teste permite estudar, a partir da configuracdo dos pontos observados, a
existéncia de padrdo espacial e tem como base a comparagdo de duas
matrizes de distancias, verificando se existe correlacdo entre os elementos
destas matrizes (Viola, 2007). Um teste de aleatorizacdo fornece evidéncia de
gue certo padrdo nos dados pode, ou nédo, ter aparecido por acaso, ou seja,
sob a hipétese nula, todas as possiveis ordens para os dados tém a mesma
chance de ocorrer (Manly, 2006). Considere um conjunto de dados com a
localizacdo das respostas observadas, em que o interesse do pesquisador €
testar a hipétese nula da ocorréncia de padrdo espacial aleatério versus a
hipotese alternativa de padréo espacial ndo aleatério. Dentre as vantagens em
se utilizar o teste de aleatorizacdo, destaca-se 0 uso em amostras nao
aleatérias e/ou amostras pequenas, porém seu resultado ndo pode ser
generalizado para a populacdo. O teste de aleatorizacdo € baseado no fato
que, se a hipbtese nula é verdadeira, todas as possiveis ordens para os dados
tém a mesma chance de ocorrer. Para aplicar este teste, calcula-se o valor e,
de uma estatistica E. A seguir, faz-se um grande numero de aleatorizacfes
obtidas por reordenacfes aleatérias dos dados. As aleatorizacdes realizadas
fornecem os valores e, que irdo gerar uma aproximacao por simulacdo da
distribuicdo amostral de E. A decisdo do teste € guiada pelo p-valor que é a
proporcao dos valores e, que sdo maiores do que ou iguais a e,. Por exemplo,
se p-valor<0,05, conclui-se que existe evidéncia de que a hipétese nula néo
seja verdadeira ao nivel de 5% de significancia (Manly, 2006 e Viola, 2007).
Para fazer o teste de aleatorizagdo utilizando uma adaptacdo do teste de
aleatorizagdo proposto por Mantel (1967), considere duas matrizes, A e B,



simétricas, com dimensao nyn, cujos elementos representam as distancias da

localizag&o das observacgdes e das respostas, respectivamente, logo:

0 a, ... ay 0 by ... by
a=f32 O ... aplp- b,, 0 ... b,
a, a, ... O m bp ... O

em que @ = /0y %)’ (- %,)7 b=z -2)7 | X=(x;, Xp) S30 as
coordenadas cartesianas e Z é o vetor de respostas. A estatistica teste (e,) é
dada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (ou de Spearman) entre oS
elementos correspondentes das matrizes A e B, que produz o valor e, quando
calculada para os valores observados. A seguir permutam-se linhas e colunas
de uma das matrizes, um numero N suficientemente grande, e obtém-se os
valores da estatistica dos dados aleatorizados (e;). O p-valor € dado pela
proporcdo de vezes que a estatistica e;>e, (133,134,135). (Metodologia geo

espacial orientada pela Prof. Denise Viola).

3-Fatores de risco e de protecdo e evolugdo clinica  dos pacientes:

Para a analise descritiva, as variaveis categoricas foram expressas
através de suas proporcdes. Calculou-se médias e desvios-padrdo para as
variaveis continuas com distribuicdo normal e medianas e quartis para as nao-

normais.

Para verificar o efeito dos alelos na chance de desenvolver aplasia
medular, as frequéncias de cada alelo foram comparadas entre o grupo
controle e as amostras de pacientes vitimas de aplasia medular em Salvador,
Curitiba e na amostra geral (Salvador e Curitiba). Foi utilizado o teste de qui-
guadrado ou teste exato de Fisher, conforme a aplicabilidade, e os resultados
foram apresentados como Odds Ratio (OR) e seus respectivos Intervalos de
Confianga (IC) de 95%. Os valores de p foram ajustados pelo método de

Bonferroni'(p significativo <0,0016).

! Dunn, 0. J. (1961). "Multiple Comparisons Amongavis". Journal of the American Statistical
Association 56 (293): 52—64.



A probabilidade estimada de encontrar um doador compativel, segundo
o0 numero de doadores testados, na amostra estudada, foi obtida por
Regressdo Logistica, tendo como variavel dependente a presenca de algum
(em qualquer numero) doador compativel e o nimero de doadores testados
como variavel independente. Para esta mesma analise, foi ainda desenvolvido
um modelo alternativo, com pondera¢do dos casos conforme o numero de
doadores compativeis encontrados (peso 2 se 2 doadores compativeis [8

casos] e peso 3 se 3 doadores compativeis [2 casos]).

Para a andlise de sobrevida em 2 anos/ 24meses, foram considerados
0s Obitos (data do 6bito) por qualquer causa. Foram censurados, ao final do
estudo, 0s pacientes que permaneceram vivos apO0s X anos/meses do
diagnoéstico da aplasia de medula. Para os pacientes com acompanhamento
perdido, a data da censura foi aquela do ultimo registro em prontuario médico
ou ultimo contato dos pesquisadores. Foram calculadas as fungbes de
sobrevida empregando-se o método de Kaplan-Meier?, através do qual foram
estimadas curvas agrupando os pacientes segundo as variaveis de interesse
selecionadas para o estudo e utilizando o teste de Log-rank (Mantel-Cox)® para
comparacao das funcdes de sobrevida entre os subgrupos. Na avaliagéo
multivaridvel dos fatores prognosticos, o HLA foi considerado a variavel
independente de interesse, e foram calculados as hazard ratios (HR) com
Intervalo de Confianca (IC) de 95%, seguindo-se o modelo de riscos
proporcionais de Cox”. As potenciais variaveis confundidoras identificadas pela
analise univariada com p até 0,10 foram incluidas nos modelos multivariados. A
proporcionalidade do modelo de Cox foi verificada por métodos gréaficos e a
partir do teste diagnéstico de residuos de Schoenfeld®. A linearidade das
variaveis continuas incluidas no modelo final foi verificada pela analise gréafica
dos residuos de Martingale, calculados a partir de um modelo com exclusao da

variavel em analise.

2 Kaplan E, Meier P: Nonparametric Estimation fraradmplete Observations. J Am Stat Assoc 1958,
53:457-81.

® Mantel N: Evaluation of survival data and two neamk order statistics arising in its consideration.
Cancer Chemother Rep 1966, 50:163-70.

“ Cox D: Regression Models and Life-Tables. Jouofighe Royal Statistical Society, Series B 1972,
34:187-220.

® Schoenfeld, D. Partial residuals for the propewichazards model. Biometrika 1982; 69:51-55.



Todos os testes foram bicaudados e os dados foram analisados com auxilio do
software Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versao 20.0, Chicago,
IL, EUA).



5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

5.1.1 PERFIL DOS PACIENTES

Na analise clinica epidemiologica foram incialmente avaliados um total
de 215 pacientes com o diagnéstico confirmado de anemia aplastica. Destes
45,1% era composto por mulheres e 54,9% por homens, com idade média de
23,4 anos.

AMOSTRA

Numero total de pacientes:
Bahia: 215 pacientes

BAHIA:
Sexo (n=213): mulheres = 45,1%; homens = 54,9%
Idade média (n=158): 23,4 + 12,3



5.1.2 DISTRIBUICAO DOS CASOS DE AA POR FAIXA ETARIA
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Figura 9. Frequéncia dos casos de aplasia em Salvador, Bahia segundo a
idade.

A idade média da anemia aplasia na Bahia vai de encontro aos dados da
literatura, de 23,4 anos (+-12,3). Mais de 70% dos casos encontra-se em faixa
etaria entre 10 e 35 anos, confirmando os dados de sua forte incidéncia nos
adolescentes e adultos jovens. Apesar da tendéncia a um segundo pico etario
ao redor dos 55 anos, muito descrito em algumas series, este achado nao foi
estatisticamente significativo. A distribuicdo finalizou como distribuicéo

unimodal.



5.1.3 PROJECAO DE INCIDENCIA DE CASOS NOVOS DE AAN A BAHIA,
POR MILHAO DE HABITANTE, POR ANO.
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Figura 10: projecéao de numero de casos por ano, no estado da Bahia, ao longo
dos anos ( casos registrados).

Este gréafico tem valor apenas ilustrativo. ndo tem poder estatistico, porque ndo
podemos pressupor que a populacdo do estado ndo se altere, bem como a
incidéncia da anemia aplasica. Entretanto, se baseassemos nesses
pressupostos, utilizando regressao baseada em modelo exponencial,
atingiriamos 1,5 casos/milhdo/ano em 100 anos (usando para a construcao da
curva 0s casos registrados, que ndo sabemos em nosso estado que percentual

representa de todos 0s casos).



5.1.4 DISTRIBUICAO DOS CASOS DE ANEMIA APLASICA, PE LA CIDADE
DE PROVENIENCIA DO PACIENTE

Bahia:

« -Area: 567.295km?

* Populacédo: 14,175,000; cidades no Estado: 417
 Amostra: 188 casos com certitude de proveniéncia.
* Periodo da analise: 2000-2011

» Total de cidades diferentes : 76 cidades

Casos por municipio NUmero de municipios
1 55
2 15
3
>3 3

Utilizando-se o0s teste de aleatorizacdo utilizando matriz de Mantel, e
Semivariograma e envelope simulado, ndo foi mostrado padréo de distribuicédo
dos casos dentre os municipios do estado da Bahia.ou seja, distribuicédo

aleatdria dos casos.



City

ACAJUTIBA
ALAGOINHAS
APUREMA
ARATACA
BARRA DO MENDES
BARREIRAS
BOM JESUS DA LAPA
BREJOES
CACHOEIRA
CAEM
CAMAGARI
CAMPO FORMOSO
CANARANA
CANDEIAS
CANUDOS
CASA NOVA
CATU
CICERO DANTAS
CONCEIGAO DO ALMEIDA
CRUZ DAS ALMAS
DIAS D”AVILA
FEIRA DE SANTANA
GANDU
GUANAMBI
IACU
IBIRAPITANGA
ILHEUS
IPIRA
IRAQUARA
ITABERABA
ITABUNA
ITAGI
ITAJUIPE
ITAMARI
ITAMBE
ITAPARICA
ITUBERA
JACOBINA
JEQUIE
JUAZEIRO
JUSSARA
LAJE
LAURO DE FREITAS
MACAJUBA
MACAUBAS
MAIRI
MARCIONILIO SOUZA
MASCOTE
MATA DE SAO JOAO
MOLUNGU DO MORRO
MONTE SANTO
MUTUIPE
NAZARE
NILO PECANHA
NOVA SOURE
PAULO AFONSO
PORTO SEGURO
QUEIMADAS
REMANSO
RIACHAO DO JACUIPE
S. FRANCISCO DO COND
SALVADOR
SANTALUZ
SANTA RITA DE CASSIA
SANTO AMARO
SANTO ANTONIO DE JESUS
SENHOR DO BONFIM
SERRA PRETA
TAPEROA
TEIXEIRA DE FREITAS
UBATA
UNA
VALENGA
VITORIA DA CONQUISTA
WENCESLAU GUIMARAES

Provinience
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i
= ow

Latitude

-11,66222
-12,13556
-13,85639
-15,26333
-11,81
-12,15278
-13,255
-13,10444
-12,61833
-11,09056
-12,6975
-10,5075
-11,68472
-12,66778
-9,89667
-9,16194
-12,35306
-10,6
-12,77944
-12,67
-12,6125
-12,26667
-13,74389
-14,22333
-12,76722
-14,16417
-14,78889
-12,15833
-12,24861
-12,5275
-14,78556
-14,16278
-14,67806
-13,77806
-15,245
-12,88833
-13,73222
-11,18056
-13,8575
-9,41167
-11,04694
-13,18222
-12,89444
-12,13611
-13,01944
-11,71139
-13,00306
-15,56306
-12,53028
-11,96611
-10,43778
-13,22861
-13,035
-13,59944
-11,23333
-9,40611
-16,44972
-10,97833
-9,62167
-11,80694
-12,6275
-12,97111
-11,25583
-11,00861
-12,54667
-12,96889
-10,46139
-12,16028
-13,53806
-17,535
-14,21389
-15,29333
-13,37028
-14,86611
-13,68694

Longitude

-38,01722
-38,41917
-39,74389
-39,41444
-42,05861
-44,99
-43,41806
-39,79583
-38,95583
-40,43528
-38,32417
-40,32139
-41,76889
-38,55056
-39,02639
-40,97083
-38,37889
-38,38333
-39,17
-39,10194
-38,29694
-38,96667
-39,48667
-42,78139
-40,21167
-39,37361
-39,04944
-39,73722
-41,61944
-40,30694
-39,28028
-40,00611
-39,375
-39,68361
-40,62444
-38,67861
-39,14917
-40,51833
-40,08361
-40,49861
-41,96944
-39,425
-38,32722
-40,36
-42,69861
-40,14889
-40,53056
-39,3025
-38,29917
-41,63889
-39,33278
-39,50472
-39,01444
-39,10694
-38,48333
-38,21472
-39,06472
-39,62639
-42,08139
-39,38556
-38,68
-38,51083
-39,37472
-44,51944
-38,71194
-39,26139
-40,18944
-39,33167
-39,09861
-39,74194
-39,52278
-39,07528
-39,07306
-40,83944
-39,47944

Population

14322
130095
7443
11218
13610
131849
54421
15344
30416
12563
161727
61942
21665
76783
13761
55730
46731
30934
18912
53049
45333
480949
27160
71728
28501
13419
222127
61746
18334
58943
196675
14629
22511
8347
30850
18945
24133
76492
147202
174567
15339
19601
113543
11474
41806
20085
10775
16093
32568
15119
54552
20462
26365
11213
24405
96499
95721
24613
36257
31633
26282
2443107
30955
24026
58414
77368
67723
17726
15933
107486
21803
31261
77509
262494
23926



5.2 RESULTADOS- BIOMARCADORES

5.2.1 RESULTADOS -BIOMARCADORES: HLA

Amostra
* Bahia: 215 casos de AA com tipizacdo para HLA CLASSE | E Il

» Parana: 344 casos de AA com tipizagdo para HLA CLASSE | E II.
* Grupo controle: 3680 doadores voluntarios de medula 6ssea



5.2.2 FREQUENCIA GENOTIPICA DE ANTIGENOS HLA -A EM PACIENES
COM APLASIA NOS ESTADOS DA BAHIA E PARANA.

Tabela 4 . Frequéncia genotipica de antigenos do HL  A-A entre pacientes
com anemia aplasica em Salvador e Curitiba e Contro  les.

Alelo do Salvador Curitiba Geral Controles

HLAA (=215 (73844 (0= 7 3580) OR (95% IC) P
559)

1,071 (0,836 -

1 0.140 0163 0,154 0.145 137 0,586
0,861 (0,720 -

2 0428 0465 0,451 0.488 1 030) 0,101
1,016 (0,804 -

3 0.200 0160 0175 0173 385 0,897
0,992 (0,765 -

24 0,102 0157 0,136 0,137 285 0,949
2,514 (1,528 —

0,039 0,016 s 42’137) . <0.001

25 0,037 0,016 ! 75 O(%é%l - 0.024

0,041 0,016 2604 (Ldsg— 00016

4713)

0,780 (0,611 —

30 0.177 0140 0,154 0,189 5.995) 0,046
1,161 (0,848 -

33 0.107 0078 0,089 0,078 L 50) 0,351
0,767 (0,586 -

68 0,130 0116 0122 0.153 005, 0,053

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca.
O valor p a ser considerado significante apés ajuste de Bonferroni é p < 0.0016

O HLA A25 é fator de risco para desenvolvimento de AAA na Bahia e no
Parana (Tabela 1). No geral aproximadamente 4% dos pacientes com aplasia
possuem este fendtipo (controle 1,6%) (OR:2,514 —IC: 1,528 — 4,137).



5.2.3 FREQUENCIA GENOTIPICA DE ANTIGENOS HLA —-B EM PACIENES COM
APLASIA NOS ESTADOS DA BAHIA E PARANA.

Tabela 5. Frequéncia genotipica de alelos do HLA-B  entre pacientes com anemia aplasica em
Salvador e Curitiba e Controles.

Alelo do Salvador Curitiba Geral Controles

HLAB  (n=215) (n=333) (n=548) (n = 3680) OR (95%1C) P
0,200 0,145 1,480 (1,178 - 1,859)  <0,001
7 0,219 0,145 1,648 (1,178 - 2,307) 0,004
0,188 0,145 1,375(1,029-1,836) 0,031
8 0,074 0,082 0,079 0,079 0,092 (0.710-1,384) 0,061
14 0,060 0,136 0,106 0,107 0,987 (0,738-1,321) 0,931
0,115 0,232 0,430 (0,327 — 0,565)  <0,0001
15 0,060 0,232 0,213 (0,121-0,375)  <0,0001
0,151 0,232 0,585 (0,429 —0,797)  <0,001
18 0,093 0,088 0,090 0,088 1,017 (0,742 -1,393) 0,916
35 0,163 0,202 0,187 0,218 0,821 (0,653-1,032) 0,091
0,119 0,080 1,550 (1,165 — 2,061) 0,003
40 0,042 0,080 0,503 (0,255 - 0,991) 0,047
0,168 0,080 2,328 (1,706 — 3.177)  <0,0001
44 0,140 0,160 0,152 0,201 0,709 (0,554 - 0,908) 0,006
49 0,088 0,061 0,072 0,060 1,199 (0,843-1,707) 0,313
51 0,116 0,121 0,119 0,127 0,926 (0,702-1,221) 0,585
0,048 0,099 0,454 (0,302 - 0,683)  <0,001
53 0,084 0,099 0,832 (0,508 - 1,365) 0,467
0,024 0,099 0,224 (0,110 — 0,456)  <0,0001
58 0,093 0,042 0,062 0,080 0,762 (0,528 - 1,100) 0,146
65 0,102 0,000 0,040

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca.
O valor p a ser considerado significante apds ajuste de Bonferroni é p < 0.0016

O HLA B15 é fator protetor para desenvolvimento de AAA na Bahia e no
Parana. No geral aproximadamente 11,5% dos pacientes com aplasia possuem
este fenotipo (controle 23,2%).Na Bahia a diferenca é ainda maior, onde o0s
pacientes com AAA possuem este fenotipo em apenas 6% dos casos
(OR:0,213 -IC:0,121 - 0,375)



5.2.4 FREQUENCIA GENOTIPICA DE ANTIGENOS HLA - DR EM
PACIENES COM APLASIA NOS ESTADOS DA BAHIA E PARANA.

Tabela 6. Frequéncia genotipica de alelos do HLA-DR  entre pacientes com anemia aplasica na
Bahia e Parana e controles.

Alelo do Salvador Curitiba Geral Controles

HLA.DR  (n=202)  (n=559) (n=761) (n = 3680) OR (95% IC) P
0,127 0,184 0,648 (0,515-0,815)  <0,001
1 0,134 0,184 0,684 (0,452 —1,035) 0,072
0,124 0,184 0,625 (0.479 - 0,815)  <0,001
0,167 0,220 0,710 (0,578 -0,872)  0,0012
3 0,168 0,220 0,717 (0,492 —1,045) 0,084
0,167 0,220 0,707 (0,559 —0,895) 0,004
4 0,183 0,229 0,217 0,220 0,081 (0,812-1,185) 0,842
7 0,218 0,202 0,207 0,246 0,803 (0,664 -0,072) 0,024
0,096 0,130 0,711 (0,548 —0,922) 0,010
8 0,050 0,130 0,349 (0,183 - 0,664)  0,0013
0,113 0,130 0,851 (0,644 —1,125) 0,257
9 0,069 0,049 0,054 0,048 1,127 (0,795 -1,598) 0,502
10 0,005 0,036 0,028 0,048 0,562 (0,355-0,889) 0,014
11 0,183 0,251 0,233 0,213 1,120 (0,930 - 1,348) 0,234
13 0,248 0,264 0,260 0,300 0,821 (0,688-0,079) 0,028
0,380 0,240 1,039 (1,645 — 2,287)  <0,0001
15 0,416 0,240 2,237 (1,688 - 2,066)  <0,0001
0,367 0,240 1,834 (1,520 — 2,214)  <0,0001

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca.
O valor p a ser considerado significante apos ajuste de Bonferroni é p < 0,0016

O HLA D15 é fator de risco para desenvolvimento de AAA na Bahia e no
Parana. No geral aproximadamente 38% dos pacientes com aplasia possuem
este fenotipo. Na Bahia isto é ainda mais evidente, onde os pacientes com AAA

possuem este fenotipo HLA DR15 em 41,6% dos casos

(controle 24%),com OR de 2,23 e IC: 1,68-2,9.

5.2.5. GENOTIPOS HLA ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATVOS

Tabela 7. Interpretagéo do efeito dos antigenos HLA  na chance de AA

Alelo Salvador Parana Geral Interpretacéo




2372 2,604 2,514 Consistente
A25 ’ (1,438 —4,713) (1,528 — 4,137) nas
(1,119 - 5,029) * " " amostras
1648 1,375 1,480 Consistente
B7 ' (1,029 -1,836) (1,178 - 1,859) nas
8 (1,178 —2,307) * * t amostras
n
& 2,328
@ 0,503 ' 1,550 Néao
B40 (0,255-0,991) (1,706 N 3177)  (1165-2,061)  consistente
2937 1,834 1,939 Consistente
DR15 ’ (1,520 — 2,214) (1,645 — 2,287) nas
(1,688 - 2,966) * s s Amostras
0213 0,585 0,430 Consistente
B15 ’ (0,429 - 0,797) (0,327 — 0,565) nas
(0,121 -0,375) t " ¥ amostras
0,224 0,454
0,832 ' ' Nao
o BS3 (0,508 - 1,365) (0,110 ; 0.456) (0,302 ; 0.683) consistente
'
8" 0.684 0,625 0,648 Consistente
oy DR1 ' (0,479 —0,815) (0,515 - 0,815) nas
g (0,452 - 1,035) * i t amostras
0717 0,707 0,710 Consistente
DR3 ' (0,559 —0,895) (0,578 - 0,872) nas
(0,492 —1,045) * * t amostras
DRS 0,349 0,851 0,711 Nao

(0,183 - 0,664) ¥

(0,644 — 1,125)

(0,548 — 0,922)

consistente

Os valores séo apresentados como odds ratio e seu intervalo de confianca.

T valor de p < 0.0016; * valor de p nao significativo apos ajuste de Bonferroni, mas

consistente com o resultado na amostra geral com maior tamanho amostral.

Consideramos resultados estatisticamente consistentes, aqueles cuja
significancia foi observada nas duas coortes. Assim, foram consistes como

fatores de risco os HLAs: A25, B7 e DR15. Foram considerados consistes

como fatores protetores, os HLAs: B15, DR1 e DR3.



5.2.6.GENOTIPOS HLA CLINICAMENTE RELEVANTES

Tabela 8. HLA antigen with significant OR (p<0,0016

Borriglione correction) in Bahia

Aplastic Anemia Patients, and their clinical interp retation

Antigen OR (€ Clinical Interpretation
A25 (1,1192’_3;2029) . Not Relevant
é B7 (1,1781f5f307) . Not Relevant
. B40 (0125%5_05991) Not Relevant
DR15 (1,6882,-23,;66) " RELEVANT
B15 (0,1231-23,:13375) " RELEVANT
g B53 (0,5008,53312,365) Not Relevant
é DR1 (0,45;)???035) . Not Relevant
&: DR3 (0,4920f]i,7045) . Not Relevant
DR8 (0,182,-33,%64) " Not Relevant

Consideramos

clinicamente

relevante os HLAs consistentes

(estatisticamente significativos em todas as coortes) e que apresentaram uma

frequéncia fenotipica do HLA de risco acima de 20%, bem como o do controle

do fator protetor. Acreditamos que num numero de possibilidades tdo vasta

como a dos antigenos de HLA (centenas), € muito comum estatisticamente se

encontrar relevancia estatistica de eventos raros (antigenos raros). Assim, 0

anico fatore protetor clinicamente relevante foi considerado o HLA-DR15(42%

em AA vs 24% no controle) e o protetor o HLA-B15 (6% em AA,24% no

controle).



5.2.7.EFEITO DO SINERGISMO ENTRE HLADR15 E HLA-B15

Tabela 9. Percentual de pacientes com AAA na Bahia
HLA DR15 w/ou HLA B15

e Parana com presenca do

BAHIA PARANA Geral
(n=202) (n=278) (BAPR)
(n=480)
DR15+/B15- 81 (40.1) 88 (31.7) 169 (35.2)
o DRI5+/B15+ 3 (L.5) 9 (3.2) 12 (2.5)
£ DR15- / B15- 109 (54.0) 148 (53.2) 257 (53.5)
' DRI5-/B15+ 9 (4.5) 33 (11.9) 42 (8.8)

Os dados séo apresentados como n (%).

-Andlise  descritiva das associagbes
(BA/PR/Controle)

de HLADR15 com HLAB15



5.2.8.EFEITO DO SINERGISMO ENTRE HLADR15 E HLA-B15 (parte 2)

Tabela 10. Percentual de pacientes com AAA na Bahia

comparando com controle da

Bahia
AA BAHIA Controle Bahia
(N 202) (N 3680)
p-value
% (n) % (n)
DR15+/B15- 40,1% (81) 22,5% (830) P<0,0001
DR 15+/B15 + 1,5% (3) 1,5% (52) P 0,9
DR15 -/B15 - 54% (109) 54% (1987) P 0,9
DR15-/ B15+ 4.4% (9) 22% (801) P <0,0001

OR (IC) e valor p, para cada perfil de HLA, do grupo Caso comparado ao

Controle
DR15+ DR15-
B15 + 1.052 (0.326 — 3.397) 0.167 (0.085 — 0.328)
p =0.933 p < 0.0001
0.990 (0.745 — 1.315)
B15. 2.295 (1.714 - 3.073) D= 0944

p < 0.0001




AAA group (n=202) Control (n=3680) OR (CI)
frequency frequency p
DR15posmve/BlS 0,0148 0,0141 LOS%}Q32%13)
positive p=0,933
DR15positive / B15 2,295 (1,71-3,07)
negative 0,4009 0,225 p<0,0001
DR15negative / B15 0,167(0,08-1,31)
positive 00445 02179 p<0,0001
DR15negative/ B15 0.5396 05421 0,99 (0,74-1,31)

negative

p=0,944

O OR independente de DR15+ é 2.295.

O OR independente de B15+ € 0.167.

Se ndo houvesse interacdo, o OR associado de DR15+ e B15+ deveria

ser 0.383. O OR observado foi de 1.052, ou seja, maior que o esperado.

Isto nos leva as seguintes hipéteses:

a) na presenca de B15+, DR15+ se torna de risco ainda maior.

ou

b) na presenca de DR15+, B15+ perde um pouco de seu efeito protetor.




5.2.9.Importdncia do HLADR15 como fator de risco pa ra o
desenvolvimento da AA, nas diferentes faixas etaria  s.

—— Chance no grupo Aplasia — — - Intervalo de Confianca 95%

— — - Chance no grupo Controle

Figura 11. Chance de possuir algum alelo DR15 no grupo de pacientes portadores de Aplasia
de Medula em Salvador e no grupo Controle segundo a faixa etaria.

Observa-se que na faixa etéaria de 15 a 30 anos, o HLADR15 apresenta-
se significativamente mais aumentado no grupo de pacientes com aplasia na
BAHIA. Nesta faixa etaria, 49,5% dos casos de aplasia na BAHIA possuem o
HLA-DR15. Isto faz-nos supor, que nesta faixa etaria (a faixa de maior
incidéncia da doenca), este HLA seja ainda mais relevante. Indiretamente
podemos inferir que a doencga tenha realmente um mecanismo imunomediado
importante, e que nesta faixa etéria , este mecanismo imunolégico seja ainda

mais relevante para a manifestacéo da doenca.



5.2.10.Importancia do HLA B15 como fator de risco p ara o
desenvolvimento da AA, nas diferentes faixas etaria  s.

Chance

|dade

—— Chance na grupo Aplasia = = = Intervalo de Confianga 95%

— — - Chance no grupo Controle

Figura 12. Chance de possuir algum alelo B15 no grupo de pacientes portadores de Aplasia de
Medula em Salvador e no grupo Controle segundo a faixa etaria

Grafico 3.0bserva-se que na faixa etaria de 15 a 30 anos, o HLAB15
apresenta-se significativamente menos frequente no grupo de pacientes com
aplasia na BAHIA. Nesta faixa etaria, nao foi identificado nenhum (ZERO) caso
de paciente com aplasia portador do HLA-B15. Isto corrobora a hipotese , que
nesta faixa etaria ( a faixa de maior incidéncia da doenca), este HLA seja ainda
mais relevante na fisiopatogenia. Indiretamente podemos inferir que a doenca
tenha realmente um mecanismo imunomediado importante, e que nesta faixa
etaria, este mecanismo imunolégico seja ainda mais relevante para a

manifestacdo da doenca.



5.3 Resultados - Biomarcadores: polimorfismo do ge ne da

citocina Interferon-gamma

5.3.1.AMOSTRA:

BAHIA:
» 30 casos consecutivos de pacientes com AAA do estado da Bahia

» 116 controles, doadores sadios do estado da Bahia
5.3.2. Frequéncia fenotipica e genotipica do polimo  rfismo de IFN-gamma
nos pacientes com Aplasia

Tabela 11. Frequéncia Fenotipica de polimorfismo de IFN-gama entre
pacientes com anemia aplasica e controles.

Pacientes Controles

Fendtipo (n = 26) (n = 116) OR (95% IC) p
TT 0,154 0,181 0,823 (0,256 - 2,638) 0,743
TA 0,385 0,353 1,143 (0,476 - 2,748) 0,765
AA 0,462 0,466 0,984 (0,419 - 2,309) 0,971

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca.

Tabela 12. Frequéncia Genotipica de polimorfismo de IFN-gama entre
pacientes com anemia aplasica e controles.

Pacientes Controles

0,
Alelo (= 52) = 232) OR (95% IC) p
T 0,346 0,358 0,950 (0,506 - 1,787) 0,875
A 0,654 0,642 1,052 (0,560 - 1,978) 0,875

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca.

Diferentemente da literatura ndo encontramos diferenca alguma entre os
pacientes com AA e o grupo controle do estado da Bahia, no que diz respeito
aos fendtipos AA, AT e TT, bem com relacdo as frequéncias dos alelos T e A.
Em nossa populacdo o polimorfismo ndo se mostrou um fator de risco ou

protecdo para a doenca.



5.3.3. Associacao entre fenotipo do polimorfismo pa  ra o gene do IFN -
gamma e a presenca do HLA-DR15

Tabela 13. Association between Phenotyoe TT (versus  TA or AA)
IFN-gamma phenotype and the presence of HLA-DR15.

Phenotype TT

Total
Yes No
ORLE Yes 1(33.3) 4 (33.3) 5(33.3)
No 2 (66.7) 8 (66.7) 10 (66.7)
Total 3 (100.0) 12 (100.0) (133 0)

p = 1.000 (Fisher exact test).

N&o houve associacao entre os polimorfismos de citocinas e a presenca do
HLADR15. Em nossa coorte ndo ha interacdo e sinergismo, entre esses

mecanismos ligados a AAA.



5.4  Tratamento da Anemia Aplasica

Amostra:
106 pacientes tratados

5.4.1. Probabilidade de se encontrar doador X numer o de irmaos
disponiveis a serem testados (1)

Tabela 14. Probabilidade de encontrar um doador com  pativel segundo o niimero de doadores
testados - Bahia

Numero de doadores Numero de  Probabilidade observada Probabilidade Probabilidade
testados pacientes na amostra estimada 1 estimada ¥
0 25 0 0 0
1 26 0,346 0,247 0,245
2 42 0,333 0,307 0,316
3 42 0,405 0,374 0,397
4 28 0,464 0,446 0,484
5 23 0,565 0,520 0,572
6 10 0,800 0,594 0,655
7 6 0,167 0,663 0,730
8 3 1,000 0,726 0,794
9 2 0,000 0,782 0,846

T Regresséo logistica, tendo como varidvel dependente a presenca de algum (em qualquer nimero)
doador compativel e 0 nimero de doadores testados como variavel independente. Teste de Hosmer-
Lemeshow: p = 0,127. Odds Ratio (para cada doador a mais testado): 1,35 (1,15 — 1,57), p < 0,001.

T Modelo semelhante, porém com ponderag&o dos casos conforme o nimero de doadores compativeis
encontrados (peso 2 se 2 doadores compativeis e peso 3 se 3 doadores compativeis). Teste de Hosmer-
Lemeshow: p = 0,092. Odds Ratio (para cada doador a mais testado): 1,42 (1,22 — 1,66), p < 0,001.

A maior parte dos pacientes com aplasia tem 2 ,3 e 4 irmdos. Vimos que
na pratica eles ndo seguem as regras de probabilidade, e se observa menos
irmaos compativeis do que o esperado (em todas as faixas de numero de
irmaos). Uma possibilidade seria as diferentes paternidades, muito comuns em

nosso meio. Em nossa pratica cotidiana, por dificuldades e questdes locais,



como o tempo entre diagnostico e tratamento ja é acima do ideal, e o tempo de
descoberta de possivel doador aparentado sua compatibilidade HLA elevado, e
o0 preparo do doador, temos recomendado que se inicie prontamente a
iImunossupressdo. Temos na maioria das vezes encurtado muito o tempo entre
diagnostico e tratamento, e sabidamente este tempo interfere nas respostas
clinicas dos pacientes com AAA. Acreditamos que tal pratica poderia ser

padronizada nas cidades e paises que tem as nossas mesmas dificuldades.



5.4.2. Probabilidade de se encontrar doador X numer o de irmaos
disponiveis a serem testados (2)

Modelo cem

A5 pondaragio
a0 Madela
' ponderado

Probabilidade estimada

A
20
R

10—

I T I I | T I T
1 2 2 < S 51 7 = a

Mumero de doadores testados

Figura 13. Probabilidade ? de encontrar um doador compativel segundo o
namero de doadores testados — Salvador.
2 Probabilidades estimadas obtidas por meio de Regresséo logistica.



Tabela 15: Numero de Irmaos Compativeis por nimero  de potenciais doadores

Numero de Pacientes Doadores possiveis (*) % Irmaos Compativeis
(207) (n)

25 0 0

26 1 34%
42 2 33%
42 3 40%
28 4 46%
23 5 56%
10 6 80%
6 7 16%
3 8 10%
2 9 0%

5.3.3  Andlise descritiva dos pacientes submetidos ao tratamento de anemia aplasica
no HC/UFBA-Hemoba

Tabela 16. Caracteristicas demograficas da amostra  (n=106)

Caracteristicas n (%)
Idade (mediana e quartis) (n=98) 21 (16 -30)
<15 anos 22 (22.4)
16-30 54 (55.1)
31-45 14 (14.3)
>45 8(8.2)
Cor (n=59)
Branco 8 (13.6)
Pardo 38 (64.4)
Preto 13 (22.0)
Sexo masculino (n=106) 63 (59.4)
Natural de Salvador (vs interior do estado) (n=69) 20 (29.0)
Procedente de Salvador (vs interior do estado) (n=8  8) 31(35.2)

Os dados séo apresentados como n (%), exceto se especificado.



Tabela 17. Caracterizacdo da patologia e manejo ter

apéutico (n=106)

Volume Corpuscular Médio (n=60)
Leucdcitos (n=82)

Neutréfilos (n=71)

Linfécitos (n=73)

Plaquetas (x 10%) (n=81)

Caracteristicas n (%)
Exposicdo a algum agente (n=46) 14 (30.4)
Agrotéxicos 1(7.1)
Amonia/enxofre 1(7.1)
Benzeno e outros solventes 2(14.3)
Cola de sapateiro(outros solventes) 1(7.1)
Ecstasy e anabolizante 1(7.1)
IndUstria de tecidos 1(7.1)
Organofosforados 1(7.1)
Pesticidas 3(21.4)
Querosene e outros inflaméveis 1(7.1)
Ignorado 2(14.3)
Gravidade (n=88)
N&o severa 19 (21.6)
Severa 58 (65.9)
Muito severa 11 (12.5)
Exames laboratoriais (mediana e quartis)
Hemoglobina (n=83) 6.6 (5.1-7.4)

95.0 (87.9 — 104.7)
2.775 (1.900 — 3.340)
600 (360 — 1.024)
1.600 (1.300 — 2.290)
15.0 (8.0 — 26.5)




Tabela 18. Caracterizacdo da patologia e manejo ter

apéutico (n=106)

Caracteristicas n (%)
Tratamento (n=99)

Ciclosporina A 69 (69.7)
Ciclosporina A isolada 45 (45.5)
Ciclosporina A e Globulina Antitimocitica 2 (2.0
Ciclosporina A e Prednisona 22 (22.2)

Transplante de Medula Ossea 24 (24.2)

Outros 6 (6.1)

Tempo de seguimento total (meses)

(mediana e quatrtis)

37.5 (12.8 — 85.5)

Os dados séo apresentados como n (%), exceto se especificado.



5.4.4 Analise da sobrevida e fatores progndstico no tratamento da
anemia aplasica

5.4.4.1.Curva de sobrevida global — (24meses) indep endente do tipo de
tratamento

" h
0.9

87%

Sobrevida acumulada
o
1

I T T T T I I
0 30 6,0 9,0 120 150 180 210 240

Tempo (meses)

Figura 14. Curva de sobrevida geral em dois anos.

A curva de sobrevida geral em dois anos de pacientes com aplasia
medular mostra uma sobrevida média de 22.2 anos (IC 95% 21.1 — 23.2). Aos

24 meses 87% dos pacientes, independente do tratamento estavam vivos.



5.4.4.2.Curva de sobrevida global — 5 anos independ ente do tipo de

tratamento
1,04
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Figura 15. Curva de sobrevida geral em 5 anos.

A curva de sobrevida geral em cinco anos de pacientes com aplasia
medular mostra uma sobrevida média de 52.6 anos (IC 95% 49.0 — 56.1).

Cerca de 85% dos pacientes estavam vivos aos 5 anos .

Andlises univariavel: Inicialmente, seguem as curvas de sobrevida de Kaplan-

Meier ndo ajustadas que ndo apresentaram significancia estatistica:



5.4.4.3.Curva de sobrevida global — ( 24meses): TMO x CSA
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Figura 16. Curva de sobrevida global em 2 anos (TMO vs CSA)

A curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular
segundo o manejo terapéutico (CSA vs TMO). Teste Log-Rank, p=0.106.Nao
houve diferenga aos 24 meses, em termos de SG, com relagéo ao tratamento

realizado.



5.4.4.4.Curva de sobrevida global — ( 5 anos/60 mes es): TMO x CSA
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Figura 17. Curva de sobrevida em cinco anos de pacientes com aplasia medular segundo o
manejo terapéutico (CSA vs TMO). Teste Log-Rank, p=0.235.

N&o houve diferenca aos 60 meses, em termos de sobrevida global com
relacédo ao tratamento realizado.



5.4.4.5. Curva de sobrevida global em 24meses: Sex 0 M vs Sexo F
independente do tipo de tratamento
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Figura 18.. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo o
sexo. Teste Log-Rank, p=0.271.

N&o houve diferenga aos 24 meses, em termos de SG, com relagéo ao género.



5.4.4.6. Curva de sobrevida global — (24meses): Sal vador x Interior
independente do tipo de tratamento
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Figura 19 . Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo a
procedéncia. Teste Log-Rank, p=0.521.

N&o houve diferenca aos 24 meses, em termos de SG, com relacdo ‘a

proveniéncia do paciente.



5.4.4.7. Curva de sobrevida global — (24meses): AA idiopatica vs
Exposicdo independente do tipo de tratamento
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Figura 20. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo a
exposi¢do a algum agente exdgeno. Teste Log-Rank, p=0.725.

N&o houve diferenca aos 24 meses, em termos de SG, com relacdo AA

idiopatica ou com causa exogena.



5.4.4.8. Curva de sobrevida global — (24meses): HLA DR15+ vs DR15-
(independente do tipo de tratamento)
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Figura 21. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo o
status HLA-DR15. Teste Log-Rank, p=0.902.

N&o houve diferengca aos 24 meses, em termos de SG, com relacdo ‘a

presenc¢a ou ndo do HLADR15.



5.4.4.9.Curva de sobrevida global — ( 24meses): bas eado na resposta aos
4,5 meses vs Nao Resposta aos 4,5 meses independente do tipo de
tratamento
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Figura 22 . Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo a
resposta em 04 meses e meio. Teste Log-Rank, p=0.446.

Obs.: Resposta SIM= resposta completa ou parcial
Resposta Nao= vivo porém, sem resposta
Obs2.: ébitos aos 4,5 meses foram excluidos

As proximas sec¢les apresentam apenas as curvas de sobrevida de Kaplan-
Meier ndo ajustadas que apresentaram valor de p para o teste Log-Rank

(Mantel-Cox) de até 0,1.



5.4.4.10. Curva de sobrevida global — (24meses): po r gravidade da AA
independente do tipo de tratamento
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Figura 2. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo a
gravidade. Teste Log-Rank, p=0.005.

A AA muito severa teve pior desfecho (p<0,005). Apenas ao redor de 40% dos
pacientes com AA muito severa estavam vivos aos 24 meses, enquanto que ao
redor de 90% dos pacientes com AA severa/ndo severa estavam Vivos neste

seguimento (quando nao se analisou o tipo de tratamento submetido).



5.4.4.11.Curva de sobrevida global geral- (24meses) : por numero de
neutréfilos: >315/mm vs <315/mm independente do  tipo de tratamento
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Figura 24. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular segundo o
numero de Neutréfilos (Neutro.). Teste Log-Rank, p<0.001.

Em analise por regressdo de Cox univariada para o numero de
neutrofilos como variavel continua, obtém-se um HR = 0.998 (0.996 — 0.999),
p=0.034. Para categorizar e compor o grafico, foi realizada uma analise de
curva ROC, a qual definiu o numero de neutrofilos de 315 como melhor ponto
de corte para predicdo do desfecho. Pacientes com neutrdéfilos abaixo de 315

tiveram pior desfecho, estando vivos aos 24 meses apenas 41%.



5.4.4.12.Curva de sobrevida global geral- (24meses) : por gravidade da
doencga em pacientes tratados com imunossupressao ba seado em CSA
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Figura 25 . Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular tratados com
CSA segundo a gravidade. Teste Log-Rank, p=0.001.

Apenas ao redor de 40% dos pacientes com AA tratados com
imunossupressao baseada em ciclosporina com forma muito severa estavam
vivos aos 24 meses, enquanto que ao redor de 90% dos pacientes com AA

severa/nao severa estavam vivos neste seguimento.



5.4.4.13. Curva de sobrevida global geral- (24meses): por contagem de
neutrofilos maior ou menos que 315/mm, em pacientes tratados com
imunossupressao baseado em CSA
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Figura 26. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular
tratados com CSA segundo a contagem absoluta de Neutrofilos. Teste Log-
Rank, p < 0.001.

Apenas ao redor de 30% dos pacientes com AA tratados com
imunossupressao baseada em ciclosporina com neutroéfilos abaixo de 315/mm,

estavam vivos aos 24 meses, enquanto que ao redor de 95% dos pacientes

com AA com neutréfilos acima de 315/mm estavam vivos neste seguimento .



5.4.4.14. Curva de sobrevida global — ( 24meses): H LADR15+ vs DR15-,
em pacientes tratados com imunossupressdo baseadae  m CSA
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Figura 27. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular tratados com
CSA segundo o status HLA-DR15. Teste Log-Rank, p = 0.975.

N&o houve diferenca entre 0s grupos.



5.4.4.15. Curva de sobrevida global — ( 24meses): b aseado na resposta
aos 4,5 meses vs Nao Resposta aos 4,5 meses apos o0 inicio do
tratamento com imunossupressor baseado em CSA
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Figura 28. Curva de sobrevida em dois anos de pacientes com Aplasia Medular tratados com
CSA segundo a resposta em 04 meses e meio. Teste Log-Rank, p = 0.441.

N&o houve diferenca entre os grupos quando se estratificou a partir da
resposta aos imunossupressores aos 4,5 meses. A primeira resposta nao

mostrou influenciar o desfecho final.



Discussao

I)Analise Clinico-epidemiol6gico

O estudo mostrou que a populacdo estudada, toda proveniente do
estado da Bahia, apresenta um padrdo de distribuicdo de faixa etaria muito
semelhante a dos casos de anemia aplasia descritos na literatura mundial. A
mediana de idade foi de 23 anos, sendo a grande maioria dos casos,
acometendo adulto-jovens, sendo mais de 80% dos casos abaixo de 50 anos
de idade.

Observou-se uma tendéncia a um segundo pico de acometimento, na
faixa etaria de 55 anos, entretanto estatisticamente nédo ficou caracterizado
como perda do equilibrio da distribuicdo. Essa tendéncia a um segundo pico
também é bem descrita internacionalmente, entretanto o que se supde, é que
nesta faixa etaria haja um risco de superposicdo de casos de sindrome
mielodisplasica hipocelular, que s&o confundidas com anemia aplasia
idiopaticas.

N&o era objetivo de o estudo buscar a incidéncia da rara doenca em
nosso estado. N&o temos os registros de todos os casos da doenca no estado.
Certamente um numero muito expressivo de doentes ndo sédo diagnosticados,
e dos diagnosticados alguns podem néo ter sido encaminhados para as duas
Gnicas unidades de referéncia do estado. A vantagem de centralizar o
atendimento e a dispensacdo do tratamento no estado da Bahia (somente em
duas unidades Hupes/UFBA e HEMOBA), cria um razoavel controle dos casos
diagnosticados. Certamente melhora a assisténcia medica, farmacoldgica e os
resultados clinicos, como Dra. Marsh (Marsh et al, 2010) enfatiza na diretriz de
anemia aplasica europeu. Este guia € o mais utilizado no mundo todo.
Observamos que a documentacdo de casos vem aumentando muito desde o
inicio de nossos registros dos casos no inicio deste século.

Utilizando uma Regressao baseada num modelo exponencial, partindo
do pressuposto de que o crescimento tenderia a atingir um plat6, calculamos

gue com os dados registrados ate o presente momento teriamos uma media de



1,2 casos de AA/Milhdo Hab./Ano. Seguindo a previsdo desta curva
atingiriamos algo ao redor de 1,7 casos/mi/ano ao final deste século. Do ponto
de vista estatistico esta projecao ndo tem validade, porque ndo temos como
provar que a populacdo se mantera estavel, nem se a incidéncia nao sofrera
alteracdes. Entretanto, ja nos orienta a dizer que no Estado da Bahia, ha uma
incidéncia no minimo igual a maioria dos paises ocidentais, onde esta varia de
1 a 4 casos/mi/ano, diferentemente dos paises asiaticos, onde esta é maior, e

varia de 2-8 casos/mi/ano



[I) Analise dos Biomarcadores

HLA

Baseado em achados muito interessantes que descrevem a importancia
de alguns HLA como HLDR15 na fisiopatologia da doenca, fizemos uma vasta

analise do sistema HLA e AA.

Um numera muito grande de pacientes foram taipados antigenos do HLA
de classe |, HLA-A,HLA-B, e de classe Il, HLADR,HLADQ. Foi utilizado como
grupo controle um nimero ainda maior (3680) de doadores sadios voluntéarios

de medula 6ssea.

Foi encontrado como HLA de risco para desenvolvimento da doenca 4
HLAs: DR15,A25,B7,B40. Entretanto quando fizemos a corregédo de Bonrrefori,
gue utiliza como p significativo para amostras genéticas(de grandes numero de
variedades),e consideramos como clinicamente relevantes HLA que
estivessem presentes em pelo menos 10% dos casos ou dos controles ,
somente o HLA-DR15 se mostrou fortemente de risco, clinica e
estatisticamente. Apresenta-se em aproximadamente 42% dos casos de
aplasia na Bahia (OR 2,2), numero muito significante. Valor tdo expressivo, que
por estar presente em quase metade dos casos, utilizamos ate como método
diagnostico para casos duvidosos. Pacientes com pancitopenia onde o

diagnostico de aplasia € possivel, porém faltam elementos conclusivos, a

presenca do HLA-DR15 aumenta, em muito, a chance do caso se tratar de AA.

Foi encontrado como HLA protetor para o aparecimento para a AA 0s
HLAs: B15, B53, DR1, DR13, DR8. Também aplicando a correcdo de
Boferrone excluindo os casos onde o HLA nado estivesse presente em pelo
menos 10% dos casos ou dos controles, tivemos somente o HLA-B15 como
fator protetor clinica e estatisticamente significativo. O mesmo estava presente
somente em aproximadamente 5% dos casos de AA (com OR 0,2). A presenca
do HLAB15 praticamente exclui a possibilidade de um caso duvidoso se tratar
de AA.

A partir destes achados preliminares, fizemos os mesmos célculos para

um segundo grupo comparativo de casos de anemia aplasica. O centro



colaborador do HC da UFPR nos enviou os dados retrospectivos de mais de
344 casos de anemia aplasica que tiveram realizado o seu HLA para classe | e
[I. Neste grupo (PARANA) fizemos as mesmas analises, e para nossa surpresa
0s mesmos resultados foram esperados. Somente o HLA DR15 e B15 tiverem
relevancia clinica e estatistica na AA. Acreditdvamos que por se tratarem de
populacdes muito distintas etnicamente, os achados de HLA seriam
extremamente divergentes. Por fim, os resultados do Paran4, fortificaram ainda

mais os achados do estado da Bahia

Baseado nos interessantes achados da associa¢gédo do HLA DR15 e B15,
levantamos a hip6tese de haver algum grau de sinergismo entre os HLA. Os
achados foram surpreendentes. Conseguimos documentar pela primeira vez na
literatura a presenca de sinergismo em uma doenca onde o HLA tem papel
fisiopatoldégico, como a anemia aplasica, de modo abrir um novo ramo de
investigacdes em doencas imunomediadas associadas ao HLA, como as
doencas HLA-B27.

O HLADR15+/B15- (40,5%) € muito maior (p<0,0001) que o esperado
em aplasicos do que no grupo controle, mostrando que o B15 perde seu efeito
protetor na presenca de DR15+.

Ja o HLADR15-/B15+ (4%) encontra-se extremamente pouco frequente
(p<0,0001) quando comparado ao grupo controle, demonstrando que o B15+
se tornar ainda mais protetor quando em presenca de DR15-.

Ninguém conseguiu explicar como o HLA interage com as doencgas
imunomediadas dependes de HLA especificos. Nem mesmo a espondilite
anquilosante (EA), a doenca mais exemplar desta associa¢cdo, ndo conseguiu
elucidar esta questdo. Irmaos HLAB27 de pacientes com EA apresentam risco
de 25% de apresentar a doenca, mostrando que este fator exclusivamente n&o
causaria a doenca. Na populacdo geral, individuos com B27+ tem baixissimo
risco de desenvolver a EA se nao tiverem parentesco com ninguém com a
doenca. Talvez estudos de sinergismos de HLA pudessem auxiliar nesta
compreensao fisiopatoldgica.

Em sintese, € a maior analise de associagédo de HLA e Anemia Aplasica
ja descrita na literatura mundial ate o presente momento. Foi a primeira analise

de HLA e AA, de larga escala na América do Sul, contribuindo muito para a



compreensao fisiopatoldgica desta rara e complexa doenca, fatal se néo

tratada adequadamente.

Interessantemente, foi demonstrado, de maneira inédita que na faixa
etaria de 15-35 anos, a importancia do HLA-DR15 na apresentacdo da doenca
parece ser mais forte. De maneira que talvez um novo brago de pesquisa seja
aberto. Porque a doenca se concentra nessa faixa etaria ainda ninguém
conseguiu explicar, mas nosso estudo conseguiu demonstrar que nesta faixa
etaria provavelmente o componente imunologico seja mais importante.
Corroborando com este achado, também descrevemos pela primeira vez na
literatura, a importancia, por faixa etaria, do HLA B15 na protecdo do
aparecimento da doenca. Na mesma faixa etaria de 15-35 anos, houve uma
menor presenca de HLA B15 nesta populagédo, comprovando a importancia do

fator imunolégico na doencga, sobretudo nestas faixas etarias.

As idades extremas (infancia e idoso), onde o HLA ndo se mostrou
estatisticamente significativo no aparecimento da doenga, nem na sua
protecdo, acreditamos que haja outros fatores mais decisdes,na fisiopatologia
da doenca. Na infancia, talvez componente tentes genéticos, inatos, sejam o0s
mais relevantes. Ja, no idoso, o processo de envelhecimento da medula,
reducdo dos telomeros, e maior predisposicdo a eventos apoptoticos do
repertorio de células estaminais, bem como transformacado medular displasica,
seja mecanismos mais significativos no desenvolvimento da anemia aplasica,

nesta faixa etaria.



POLIMORFISMO DE CITOCINAS

Na busca de novos biomarcadores associados com o diagnostico da AA, e
com 0 seu prognostico, analisamos o polimorfismo do gene do interferon
gamma. O IFN gamma ‘e a mais associada das citocinas com a anemia
aplasica. Os seus niveis séricos estdo muito elevados na apresentacdo da
doenca, intra e extracelularmente. Muitos estudos demonstraram que ha uma
forte associagéo do polimorfismo do gene do IFNgamma na posi¢cédo 874, com
a AA. O fendtipo TT (substituicdo de T por A —“wild”’- )esta associado a maior
suscetibilidade do gene a sua transcricdo e traducao final do IFNgamma. Ou
seja, o fenotipo TT seria teoricamente um hipersecretor natural de IFNgamma.
Provavelmente o individuo com este fendtipo estaria mais susceptivel a
doencas imunomediadas por IFNgamma, e o individuos com fendtipo AA
teriam menor resposta imunolégica, ou ate mesmo, maior susceptibilidade a
infeccoes.

Contrariamente ao que se acreditava n&o encontramos nenhuma
associacao deste polimorfismo com os AA, nem mesmo tendéncia a tal fato. Na
busca de um possivel efeito sinérgico com o sistema HLA, testamos os
achados dos resultados dos polimorfismos com o HLADR15 e B15,porem néo
foi demonstrada também, nenhuma associagéo.

Assim, em nossa coorte, este polimorfismo ndo foi importante na
apresentacdo da AA. Estes achados corroboram o sabido fato de que a
fisiopatologia da doenca é extremamente complexa, multifatorial, e de que

diferencas regionais genéticas e imunolégicas devem coexistir.



1) Analise do Tratamento da Anemia Aplasica na Ba hia

Fizemos uma subanalise de pacientes com os dados completos com relacéo
ao tratamento. Totalizando 99 pacientes. O peffil clinico e epidemioldgico deles
seguiu ao da literatura: A grande maioria (80%) apresentavam-se abaixo de 45
anos, e sem causa aparente para o desenvolvimento da AA(70%); 30% dos
casos era proveniente da capital (Salvador) e 56% dos casos foi composto por

individuos do sexo masculino

Com relacdo a gravidade da doenca ao diagnostico 66% dos casos foi
composto por formas de AA severas; 12,5% muito severas, e 21% néao
severas. O perfil hematimétrico mostrou: mediana de hemoglobina ao
diagnéstico foi d 6,6g/dL, VCM de 95;de neutréfilos 600/mm; de plaquetas
15.000/mm, de linfécitos de 1600/mm. Perfil semelhante ao descrito com

predominio nas series da forma severa e tendéncia a macrocitose.

Somente Y4 dos casos (24%) foi submetido ao TMO. Nosso estudo
mostrou que aproximadamente 65% dos pacientes com AA néo possui doador
disponivel compativel. O que explica em parte este ndmero reduzido de
pacientes transplantados. A maioria deles (70%) deles foi submetida ao
tratamento baseado em ciclosporina A (somente dois desses em associacao
com timoglobulina). Os guidelines americanos e europeus recomendam 0 USO
de tratamento imunossupressor baseado na associacdo de timoglobulina (ATG)
com ciclosporina (CSA). A grande maioria dos estudos de fase Il que
comparou duas drogas versus monoterapia, o fez comparando sempre ATG
vesus ATG + CSA. Estes estudos mostraram superioridade do ATG+ CSA,
porem nao ha descrito comparacédo entre CSA versus CSA+ ATG. Se, por um
lado, esta claro que a CSA incrementa a resposta quando associado ao ATG,
nao sabemos se o ATG acrescenta alguma resposta a CSA. Carecemos de
estudos relacionados, entretanto dada a raridade da doenca e ATG+CSA ser
considerado padrédo-ouro, sera muito dificil aparecimento desses estudos.
Entretanto, nosso estudo pode mostrar em nivel ndo comparativo que o uso da
CSA monoterapia pode ser uma boa op¢do. Quando falamos em custo

beneficio e necessidade de leito de internacdo hematologico, talvez esta



possivel “desvantagem” clinica da CSA monoterapia possa perder relevancia.
O medicamento é de acesso direto e imediato na rede SUS, e de baixo custo.
O farmaco de alto custo ATG ndo é oferecido pela rede SUS, e ndo ha
disponibilidade de leito hematolégico em realidade nacional, para internacéo
imediata para a sua administracdo (0 ATG deve ser ministrado em infuséo
continua em acesso central, com leito de ocupagdo minimo de 2 a 3 semanas).
Assim, em suma, hoje nenhum servico dos pais, consegue iniciar esta terapia,
0 que estaria, supostamente, indo de encontro com a recomendacédo
internacional. Outro ponto que merece destaque, é que todos os estudos que
mostraram beneficio da terapia combinada usaram ATG proveniente de cavalo.
N&o ha , em nivel mundial, oferta deste farmaco por questdes do produtor. O
ATG que se tem disponivel € o de coelho. Em julho de 2011, Judish Marsh em
representacdo da associagao europeia de anemia aplasica (SAAWP- Severe
Aplastic Anemia Working Party) publicou na BJH o relatorio recomendando o
nao uso da tiroglobulina de coelho por resultados muito inferiores (50% da
resposta com ATG de cavalo). Assim, ganha ainda mais forca a pratica que ja €
feita em nossa rede de saude: uso do tratamento baseado em ciclosporina.
Carece de estudos que suportem a eficacia deste tratamento, que ndo parece
ser inferior aos propostos pela literatura.

Nosso estudo mostrou que ndo houve diferenca de sobrevida global
(SG) aos 2 anos (24 meses) e aos 5 anos (60 meses) quando se comparou
tratamento com TMO alogenico e tratamento imunossupressor baseado em
ciclosporina. Ambos atingiram aos 60 meses taxas de SG ao redor 70%, muito
proximas as descritas pela literatura. Tais comparacdes ndo podem ser feitas
pois seriam comparativas a series histéricas, entretendo suscitam a

necessidade de estudos prospectivos comparativos.

O tratamento baseado em ciclosporina apresentou respostas muito
satisfatérias e animadoras, gerando o questionamento: serd que o tratamento
imunossupressor baseado em ciclosporina ndo € a melhor opgéo para paises
em desenvolvimento? A facilidade de acesso ao medicamento, seu baixo
custo, a falta de leitos disponiveis, a importancia do tratamento precoce nesta
doenga, a auséncia no mercado da ATG de cavalo, talvez justifiquem muito

bem, o uso protocolar deste farmaco em primeira linha aos pacientes que ndo



serdo submetidos ao Transplante de Medula Ossea Alogénico. Outro
guestionamento controverso a ser langado seria se todos os pacientes néo
deveriam comecar com o tratamento baseado em CSA, mesmo aqueles que
viessem mais adiante a ser tratados com o TMO. Vimos em nossa populacao
que maior parte dos pacientes (65%) ndo apresenta doador compativel, assim,
na maioria das vezes estariamos acertando em se iniciar precocemente a
terapia imunossupressora. Outro ponto importante, € a dificuldade social da
populacao e de logistica da rede em se fazer a determinacédo de doador HLA
compativel e de sua qualificacdo para a doacédo propriamente dita. Na pratica,
guando se encontra doador compativel (35% dos casos), tal fato demora
semanas, justificando mais uma vez o inicio precoce da imunossupressao com

ciclosporina em todos 0s casos, precocemente, ao diagnostico.

Quando comparamos as taxas de SG aos 24 meses, em analise
univariada, género (masculino ou feminino), proveniéncia (capital ou interior),
presenca de HLADR15 (positivo ou negativo), causalidade (idiopéatica ou nao),

ndo mostraram relacdo com as taxas de resposta.

Observando em separado o tratamento baseado em ciclosporina,
fizemos a analise das taxas de SG aos 24 meses, baseado na resposta aos 4,5
meses. Devidos o0s pacientes, aos 4,5 meses, em respondedor (resposta
parcial ou completa) versus néo respondedor (auséncia de qualquer resposta).
Nao houve diferenca estatistica entre os dois bragos. A resposta inicial ndo

pode servir de preditor de resposta futura.

As maiores diferencas foram observadas quando se analisou a
gravidade da doenca. Tanto pelos critérios de gravidade, como pelo numero
absoluto de neutréfilos ao diagnostico (maior ou que 315, 6bitos por curva
ROC), as taxas de resposta de SG aos 24 meses, foram muito diferentes
significativamente. Dos pacientes tratados, em qualquer modalidade, com
doenca muito severa ou com neutrofilos abaixo de 315/mm, apenas 40%
atingiu os 24 meses. Por outro lado, ao redor de 90% daqueles com néo severa
ou severo (excluidos os muito severos) e neutrofilos acima de 315/mm,
atingiram a SG aos 24 meses. Estes achados altamente significativos foram
fortemente de encontro com a literatura que demonstra o numero de neutréfilos

ao diagnostico como o0 mais importante fator prognostico da doenca.



Conclusoes:

1-No estado da Bahia, a idade mediana de apresentacédo da anemia aplasica

foi de 23 anos;

2-Houve predominio de adultos jovens, com 80% dos casos diagnosticados

abaixo de 45 anos;
3- Aproximadamente 30% dos casos de AA eram provenientes de Salvador;

4-A mediana de hemoglobina ao diagnéstico foi d 6,6 g/dL, VCM de 95;de

neutréfilos 600/mm; de plaquetas 15.000/mm, de linfocitos de 1600/mm,;
5- A maioria dos casos ( 70%) dos casos de AA, era de origem idiopatica;
6- A maioria dos casos era composta por homens (56%);

7- 2/3 dos casos (66%) era formado por casos de AA severos;

8-O HLA-DR15 estéa fortemente associado ao desenvolvimento da AA, presente

em 42% dos casos;

9-O HLAB15 é fator protetor para o desenvolvimento da doenca, presente

somente em 6% dos casos;

10-Ha uma importancia geral do HLA DR15 e B15, no risco e na protecdo
respectivamente, nos pacientes com AA, entretanto, este impacto € mais
evidente e mais significativo nas faixas etarias de 15 a 35 anos, mostrando que
talvez 0 mecanismo imunomediado seja mais relevante nestas faixas etarias,
enquanto talvez outros mecanismos sejam mais significativos nas idades

extremas;

11-Descrito pela primeira vez na literatura interacdo de biomarcadores como
HLA, no desenvolvimento da AA. Ha um forte sinergismo entre os HLA:
mostrando que o B15 perde parte de seu efeito protetor na presenca de

DR15+, e 0 B15+ se torna ainda mais protetor quando em presenca de DR15-.



12-N&o houve nenhum padréo de distribuicdo geo-espacial dos casos de AA no

estado da Bahia. Foi considerada aleat6ria a distribuicdo dos casos no estado.

13-O tratamento mais utilizado (70%) em nosso servico foi baseado em
ciclosporina, sendo na grande maioria dos casos em monoterapia. Foi

realizado Transplante Alogenico de Medula Ossea em 24% dos casos;

14-Aproximadamente 65% dos casos nao apresentaram doadores compativeis.
Pela dificuldade de se encontrar doador, e pelo tempo que esta informacéo e
preparo clinico demora, temos como pratica recomendar o inicio precoce da

ciclosporina;

15 - As curvas de sobrevida global aos 24 e aos 60 meses, comparando
tratamento com TMO ou com CSA nao mostrou diferenga significativa. A taxa
de SG aos 24 meses foi ao redor de 80% e de 70% aos cinco anos (60 meses)
para ambos o0s grupos. Achados semelhantes ‘as curvas da literatura

internacional, mesmo com o uso de CSA em associacdo com ATG.

16-Houve diferenca muito significativa entre casos de AA muito severos (40%
de sobrevida global) versus ndo severo/severo (90%) na analise de Sobrevida
Global aos 24 meses. As mesmas curvas foram observadas quando se
comparou pacientes com neutréfilos acima ou abaixo de 315/mm ao

diagnostico.

17-Sexo (masculino/feminino), presenca de HLADR15(positivo ou negativo),
proveniéncia (capital ou interior) e causa da AA (idiopatica ou secundaria) nao

mostraram interferir na resposta de sobrevida global.

18- Os graus de resposta ao tratamento imunossupressor aos 4,5 meses, nao

foi capaz de predizer a resposta global aos 24 meses.

19- O tratamento precoce em monoterapia da Ciclosporina A (CSA) é uma

excelente opcao terapéutica em primeira linha, em paises em desenvolvimento.

FIM: todo final € um grande e novo comeco....
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APENDICES | - FICHA DE COLETA DE DADOS

A ficha de coleta de dados foi previamente aprovada pelo Comité de Etica

IDENTIFICACAO

Nome (Sigla) :

Prontuéario:

Classe social:

Profissao:

Idade: Sexo.: masc fem

Raca: caucasiano/ afrodescendente/ pardo/ amarelo

DIAGNOSTICO

Data diagnostico:

Hemograma do diagndéstico: Hb / Leuco / neutrof / plaq.

Diagnéstico:
_____Anemia Aplasica muito Grave (neutr.<500/mm)
_____Anemia Aplasica Grave(plagq <20.000; neutro 200-500/mm;Hb transfusional
_____Anemia Aplasica Moderada (plag> 20.000; neutrofilos>500/mm;hb néo transfusional

HLA:

HLA DR15: sim: nao:

BMO:

Citogenética/Fish:__ normal ____ alterada:
AlteracBes exames laboratorias:ndo__ sim:____
Alteracao painel infectologico: ndo__ sim:____

Aplasia idiopatica: sim néo

Causa suspeita:

Causa identificada:

Outros achados significativos




TRATAMENTO

Tratamento proposto:

Tempo entre diagnoéstico e tratamento: semanas

Historico transfusional entre diagnéstico e tratamento (em nimero): CHF
CH
CPF aférese
CP aférese

CPF pool (unidades)

RESPOSTA AO TRATAMENTO

CRITERIOS:
» resposta completa: Hb normalizado, neutrof.>1000/mm,plag.>100.00/mm);

e resposta parcial: melhora das séries, sendo neutrof.>500-sem infeccGes e suporte
transfusional,

e resposta minima: neutrof,>500/mm, porem dependéncia trasnfusional-Marsh J

3 meses do diagndstico

resposta: ___ resposta completa
______resposta parcial
______resposta minima

outros:
6bito.- causa:
tratamento proposto: 0 mesmo em andamento

outro

6 meses do diagndstico

resposta: __ resposta completa
______resposta parcial
______resposta minima

outros:
6bito.- causa:
tratamento proposto: 0 mesmo em andamento

outro

12 meses do diagndstico

resposta: __ resposta completa
_____resposta parcial
______resposta minima

outros:
6bito.- causa:
tratamento proposto: 0 mesmo em andamento

outro

18 meses do diagndstico

resposta: __ resposta completa
______resposta parcial
______resposta minima
_____outros:
_____ Obito.- causa:

tratamento proposto: __ 0 mesmo em andamento




outro

24 meses do diagnostico

resposta: resposta completa
resposta parcial
resposta minima

outros:
6bito.- causa:
tratamento proposto: 0 mesmo em andamento

outro




APENDICE Il - FLUXOGRAMA DE DECISAO DE
TRATAMENTO DA AAA

>40anos <40anos(doador -) <40anos(doador +)

|

Alo-TMO
aval. pés 120 dias aval. p6s 120 dias
retirada lenta CSA <---resposta nao resposta
outro curso de IS>20anos TMO MUD <20 anos

|

aval. pés 120 dias

l

oximetolona
outras drogas alternativas imunossupressoras
tratamento de suporte
MUD para <40 anos

*IS (imunossupressao): ciclosporina 5-7mg/kg VO dia divididos em duas tomadas,
acompanhando dosagem sérica de ciclosporinemia (range/;150-250ul/ml ), por pelo menos 1
ano.

ou

globulina antilinfocitica de cavalo (1,5mg/kd ev dia / 5 dias) + ciclosporina VO +- 8mg/kg/dia
divididos em duas tomadas, acompanhando dosagem sérica, por pelo menos 6 meses.

ou

globulina antitimocitica de coelho ( 3,75mg/kg / ev 5 dias ) + ciclosporina VO +- 8mg/kg/dia
divididos em duas tomadas, acompanhando dosagem sérica, por pelo menos 6 meses.



APENDICE Il — PROTOCOLO DE TRATAMENTO
IMUNOSSUPRESSOR DA AAA

Terapia imunossupressora

Nesta op¢ao as terapias mais aceitas e utilizadas na préatica médica sao:

a) Terapia imunossupressora monoterapica (ciclosporina VO);

b) Terapia imunossupressora com duas drogas (Ciclosporina-CSA e
Prednisona-Pdn);

c) Terapia imunossupressora com trés drogas (CSA, metilprednisolona e
Globulina Antilinfocitica/Antitimocitica).

Existem, entretanto diversas op¢fes de drogas com provavel atividade sobre a
AAG, entretanto com escassa disponibilidade de protocolos bem definidos. No
Brasil, os trés esquemas séo aceitos e utilizados difusamente, a depender do
acesso as drogas, e de suas disponibilidades em cada centro de tratamento da

AAS.

a- Terapia imunossupressora com monoterapia (Ciclosporina)

Critérios de incluséo:

-anemia aplasica severa;

-pacientes excluidos do Transplante Alogénico;

-auséncia de sepsis ou infeccdo grave (fungica, bacteriana disseminada,
etc.);

-recidiva p6s TMO ou outros tratamentos;

-AST/ALT até 2 vezes o limite superior da normalidade;

-Beta HCG negativos;



-HIV negativo;

-DEB teste negativo.

Esquema terapéutico:

CSA: d1 a 1 ano- 8mg/kg/dia VO fracionada em duas doses. Apds 1 ano
reduzir a dose em 10% ao més.

Observagoes:

1-monitoramento de toxicidade: dosar no minimo mensalmente a
ciclosporinemia, uremia, creatinina, sodio, potassio, calcio, magnésio,
hemograma e reticulécitos (de acordo com as intercorréncias ou dosagem
proximas aos do limite da normalidade aumentar a frequéncia). Dosar
bimestralmente, ou de acordo com as necessidades: funcdo hepatica
completa, painel de hemalise.

2-se creatinina até 1,4 manter a dose. Se a creatinina entre 1,4 e 1,8 reduzir
a dose em 50%. Se a creatinina >1,8 suspender a medicacao (Estas doses
podem variar de acordo com o nivel de ciclosporinemia).

3-ciclosporinemia: dever-se-a manter os niveis de ciclosporinemia ao redor

de 400ng/mL (contanto que tais valores nao sejam toxicos para o paciente).

b-Terapia imunossupressora com duas drogas (Ciclosporina e Prednisona)

Critérios de incluséo:

-anemia aplasica severa;

-pacientes excluidos do Transplante Alogénico;

-auséncia de sepsis ou infeccdo grave (fungica, bacteriana disseminada,
etc.);

-recidiva p6s TMO ou outros tratamentos;



-AST/ALT até 2 vezes o limite superior da normalidade;

-Beta HCG negativos;

-HIV negativo;

-DEB teste negativo.

Esquema terapéutico (CSA+PDN):

CSA: d1 a 1 ano- 8mg/kg/dia VO fracionada em duas doses. Apds 1 ano
reduzir a dose em 5% ao més .

PDN: 1mg/kg/dia VO de d1 a d 45 (fazendo reducédo gradual da dose ao final
do periodo).

Observagoes:

1-monitorar: dosar-se-4 no minimo mensalmente a ciclosporinemia, uremia,
creatinina, sodio, potassio, calcio, magnésio,nemograma e reticuldcitos (de
acordo com as intercorréncias ou dosagem proximas aos do limite da
normalidade aumentar a frequéncia). Dosar bimestralmente, ou de acordo
com as necessidades: funcdo hepatica completa, painel de hemdlise.

2-se creatinina até 1,4 manter a dose. Se a creatinina entre 1,4 e 1,8 reduzir
a dose em 50%. Se a creatinina >1,8 suspender a medicacao (Estas doses
podem variar de acordo com o nivel de ciclosporinemia).

3-ciclosporinemia: dever-se-a manter os niveis de ciclosporinemia ao redor

de 400ng/mL (contanto que tais valores nao sejam toxicos para o paciente).

c-Terapia imunossupressora com trés drogas (Ciclosporina, metilprednisolona

e Globhulina Antilinfocitica/Antitimocitica)

Critérios de inclusao:

-anemia aplasica severa;



-pacientes excluidos do Transplante Alogénico;

-auséncia de sepsis ou infecgdo grave (fungica , bacteriana disseminada,
etc);

-recidiva p6s TMO ou outros tratamentos;

-AST/ALT até 2 vezes o limite superior da normalidade;

-Beta HCG negativos;

-HIV negativo;

-DEB teste negativo.

Esquema terapéutico - Terapia combinada de ATG/ALG e ciclosporina
(CSA):

-Globulina antilinfocitaria (Lymphoglobuline — Horse ALG — Pasteur Merieux)
na apresentacdo de 100mg em frasco de 5ml e posologia de 15mg/kg/dia,
EV, 1x/dia por 5 dias, 8 a 12 horas de infusdo por acesso venoso central ou;
-Globulina antitimocitica (Thymoglobulin — Rabbit ATG — Pasteur- Mereux)
na apresentacao de 25mg em frasco de 5ml e posologia de 3,75mg/kg/dia,
EV, 1x/dia por 5 dias, 8 a 12 horas de infusdo por acesso venoso central ou;
-ATGAM (lab. Upjohn) na apresentacédo de 25mg em frasco de 5 ml na dose
de 40mg/kg/dia por 5 dias, 8 a 12 horas de infusdo por acesso venoso

central.

Durante o primeiro més apds o inicio da globulina, o paciente fara uso de
metilprednisolona a fim de reduzir os efeitos anafildticos da droga e
prevencdo da doenca do soro. A ciclosporina entrard em curso apés a
segunda semana e seguira 0 mesmo protocolo de ciclosporina VO dos

protocolos imunossupressores precedentes.



Tratamento de Suporte a todos os Pacientes com AAS

-Hemoterapico: deve seguir os critérios do departamento de hemoterapia do
servigo. Sugere-se que 0 paciente use sempre componente filtrado e irradiado
sempre que possivel. Sempre que possivel os concentrados plaquetarios
devem ser obtidos de aférese.

-Infeccioso: os pacientes devem ser exaustivamente orientados quanto aos
sintomas de infeccdo, sendo febre o mais frequente deles. Nessa situagéo o
paciente devera procurar unidade de emergéncia orientada previamente pela
equipe e portara sempre em maos relatorio descritivo da doenca. O protocolo
de neutropenia febril, quadro muito frequente entre 0s pacientes com anemia

aplasica, deve ser seguido de acordo com os hospitais de tratamento.
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Introduction Idiopathic acguired aplastic anemia (AAA) is a rare and life-
threatening disease, characterized by pancytopenia. Its immune-mediated
physiopathology is not yet fully understood. However, important associations
have been reported in AAA, which include the association with certain HLAs, the
presence of a PNH clone in 40-50% of cases, occurrence of a hepatitis
associated variant in about 5-10% of cases, the occurrence of interferon gamma
(IFN-g} and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) producing T cells in the
peripheral blood and bone marrow cells. Not much is known about cytokine
gene polymorphisms in AAA and its relationship with HLA alleles. The IFN-y
+874 A/T gene polymorphism, and specially the +874TT genotype, have been
associated with elevated levels of IFN-y production. The individuals can present
3 different phenotype (TT, TA or AA). Some groups have demonstrated that the
TT (the IFN-gamma "hyper-producer type") is possibly overrepresented in AA
patients and correlates with susceptibility to the disease. In order to better
understand the relationship between these immune parameters, we investigated
the associations between IFN-g gene polymorphism in AAA patients and its
relationship with the presence of HLADRI15 (identified as of greater importance
in our local patients).



In addition, there was NO difference between the frequency of the phenotype  This Article
(TT, AT or AA) between patients with AAA and control group, respectively 16,5%, Blood October 21, 2003 vol,
36,5%, 46% (AAA, n =30) versus 18.1% , 35.3%, 46.6% (n = 116 control) (p=n.s.}. Wl ner2 N23s

The association of the polymorphism was tested and compared to the HLA-
DR15. There was NO association between the IFN-gamma gene polymorphisms
and the presence of HLADRI1S (p =,80).

Conclusion In our brazilian cohort, the +874 T/A I[FN-gamma gene
polymorphism was Not associated with the onset of AAA. Also, there was No
association between IFN-gamma gene polymorphism and the antigen HLA-
DR15. TT phenotype, possibly the predisposing one for disease, was expressed
only in 15% of patients with AAA. These findings corroborate the presence of a
much more complex pathogenesis in AAA ,and that, regional differences in
genetic and immune mechanisms may co-exist.

Disclosures: No relevant conflicts of interest to declare.

Materials and methods In this study we analyze the variations of the gene
polymorphism at position +874 interferon in 30 consecutive patients with
confirmed diagnosis of AAAin 2012 and 2013, at the Federal University of the
State of Bahia Hospital /Brazil. Diagnosis of AAA was confirmed by bone marrow
biopsy. Patients also had their HLA typing and were tested for the IFN-gamma
gene polymorphism at +874 T/A position using the ARMS methodology
described by Pravica. As controls, 116 healthy individuals from the same
population (Bahia/Brazil) were tested for these polymorphism. The analysis of
the association between the gene polymorphism and the chances of developing
AAA and the polymorphism and the HLA-DRI5, were performed using qui-
square/exact fisher test. The results were expressed as OR.

Results We have found genotypic frequency of the A allele in 65%(n=39/60) in
the aplastic patients (control 64.2%, n = 232, OR 1.05, p=0.87). The T allele was
found in 35%(n =21/60)of the cases (control 34.6%, OR 0.95, p=0.87). Thus,
there was no difference between the genotypic frequency of the alleles among
patients with aplasia and the contral group.
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Introduction Aplastic anemia (AA) is perceived as an immune mediated
disease where T-lymphocytes recognize and destroy bone marrow elements
leading to varying degrees of failure of hematopoiesis. Many autoimmune
diseases have been linked to certain HLA alleles and such a relationship has
been also been reported in AA. Expansion of CD&+ oligoclones has been
reported in AA and likely contributes to pathogenesis. However, the interaction
of CD4+ and CD8+ T cells and their targets mediated by human leukocyte
antigen (HLA) class | and Il peptides remain elusive. Thus, it has been
speculated that polymorphic loci of these genes could be implicated in the
susceptibility to the disease. Various alleles and haplotypes of HLA molecules
have been implicated in the predisposition of AA development. The influence of
HLA has been studied in Morth America, European and Asian countries. Data
from Latin America, where there is a large mixture of Hispanic, European, and
African descendants, is still lacking. This study focuses on the association
between HLA alleles in AA patients in different regions of Brazil with particular
ethnic groups.



Patients and methods From 2000 to 2013, all patients with a diagnosis of
acquired AA in the Brazilian state of Bahia (BA) followed at the Federal University
of Bahia Hospital/ Foundation Hemoba who tested the HLA typing were
included, totaling 215 patients. In this northeast region there is a predominance
of African descendant (25% white, 75% brown/black). The genes in the analysis
included HLA A, B, DR and DQ. SP55 was used to statistical calculations. Qui-
sguare test/Fisher test were using the p-value correction of Bonferroni (p
significant <0,0016) for comparison of genetic varieties.The HLA of patients
with acquired AA Bahia (n = 215) were compared to the control group (3680
healthy non-related bone marrow volunteers donors from Bahia).

To address regional differences within the country we also analyzed the HLA of
AA patients (n = 344) from the State of Parana located in the southern portion
of the country and is characterized by a diverse ethnic mixture (71.3% white and
27% black/brown). Thus, we compared the findings of HLA associated with
acquired AA in the two states, Bahia (northeast region) and Paranal south
region). Of those statistically associated with AA (p<0,0016), we considered
HLA clinically relevant only those present in at least 10% of cases and/or
controls.

Results From the 559 AA patients analysed, 45,1% were women, and 54.9%
were men.The mean age was 23.4 (= 12.3).

Among the HLA antigens with OR of risk or protection only HLA DR15 and B15,
were significant, respectively (in both populations: Bahia and Parana). Identified
as a risk factor for development of AA, HLA DRI5 was found in 41.6% of
patients (Bahia) versus 24% in controls (OR: 2.23 - Cl: 1.68 to 2.9) (p <0.0001).
As protective factor for AA development the HLA B15 was found in only 6% of
patients (Bahia) versus 21.3% of controls (OR: 0.213, CI 0.12 to 0.370) (p
<0.0001).

A stratified analysis was conducted to assess the presence of interaction
between the antigens DRI5 and B15 in AA patients. When analyzing
synergistically, the effects of HLA DR15 and B15, we observed that, in the AA
group, the positivity of DR15+ of 41,6% falls significantly to 14,8%, when
concurrently with the presence of B15+. The AA risk factor of HLA DR15+ loses
its statistical risk power in presence of B15+. The incidence of B15+ patients
(6% in AA patients) falls to 4% in the presence of DR15 negativity (p=ns).

Conclusion We observed in 2 large AA cohorts (totaling 559 patients) from
very distinct ethnic regions of Brazil, that, in both, HLA DR15 positivity was
associated with a higher risk of disease, while B15 positivity was associated
with a lesser likelihood of developing AA.



The synergic combination of these alleles appears to be further associated with
AA development. New studies analyzing synergic effect between HLA
antigens/alleles should be conducted in immuno-mediated diseases.

Disclosures: Mo relevant conflicts of interest to declare.
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Os distiirbios hereditdrios das hemoglobinas sdo as doengas genéficas mais frequentes
do homem e mais difindidas no mundo, abrangendo sobretudo continentes como
Afvica, Américas, Europa e extensas regides da Asia. Estima-se que haja 270 milhdes
de portadores de hemoglobinopatias no mundo, dos quais 80 milhdes sdo portadores
de talassemia. Aproximadamente 60 mil criangas nascem anualmente no mundo com
talassemia e 230 mil com anemia falciforme, dando uma frequéncia de 2,4 criangas
afetadas para cada 1.000 nascimentos. No Brasil, a doenca falciforme é a doenga
hereditdria monogénica mais comum, estimando-se que haja entre 20a 30 mil pacientes
portadores desta doenca. O transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico de
medula dssea (TCTH alo) é atualmente a inica modalidade terapéutica capaz de curar
pacientes com hemoglobinapatias. Neste artigo discutiremos os dados disponiveis na
literatura e sugerimos os critérios para a indicagdo do TMO nas hemoglobinopatias.
Rev: Bras. Hematol. Hemoter: 2010:32(Supl 1):46-53.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias; talassemia; doengas falciformes; transplante de
medula dssea.




